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Wstep

Tiolakton  homocysteiny (HTL), inaczej tiolakton kwasu 2-amino-4-
merkaptomastowego jest cyklicznym tioestrem homocysteiny (Hcy), bedacym
metabolitem posrednim na szlaku przemian metioniny (Met) w komorkach organizméw
zywych. Doniesienia literaturowe o potencjalnej toksycznosci tego zwigzku zainicjowaty
szereg eksperymentow w celu weryfikacji, przyje¢tej w srodowisku naukowym hipotezy 0
zalezno$ci przyczynowo skutkowej pomigdzy podwyzszonym stezeniem HTL a rozwojem
schorzen uktadu krazenia i chordéb nowotworowych, ktére pomimo ogromnego postepu W
medycynie wcigz stanowig podstawowe zagrozenie dla zdrowia i zycia czlowieka.
Powszechnie wiadomo, ze czgsteczka HTL jest chemicznie reaktywna, przez co zmienia
strukture biatek, wptywa negatywnie na ich funkcje oraz dziata toksycznie na komorki. W
wyniku reakcji HTL z resztami lizynowymi bialek powstaja tzw. N-homocysteinylowane
biatka (N-Hcy biatka), ktore przyczyniajg sie¢ do powstania wielu standéw patologicznych w
organizmie czlowicka. Do tej pory obecnos$¢ tioestru potwierdzono w ptynach
biologicznych, takich jak mocz i osocze. Pomimo duzego zainteresowania tematyka
wplywu HTL na zaburzenia prawidlowego funkcjonowania organizmu oraz patologie
zwigzane z N-homocysteinylacja biatek, zaproponowano zaledwie kilka metod oznaczania
HTL w ptynach biologicznych, przy czym zadna z opracowanych procedur nie wykazuje
potencjatu aplikacyjnego wobec probek $liny. Jest to w pewnym sensie zaskakujace,
poniewaz W ostatnim czasie w badaniach klinicznych $lina stanowi materiat, ktoremu
poswigca si¢ coraz wiecej uwagi ze wzgledu na nieinwazyjny i prosty sposob pobierania
tego ptynu biologicznego. Wykorzystanie $liny w diagnostyce medycznej daje takze nowa
mozliwo$¢ monitorowania zawartosci waznych biologicznie tioli w organizmie oraz
przypuszczalnie moze mie¢ korzystny wpltyw na czgstsza profilaktyke pierwotng jak i
wtdrng u pacjentéw. Przeprowadzone dotychczas badania laboratoryjne nie wyjasniaja
jednoznacznie patofizjologicznej roli HTL w organizmie, wobec czego brak jest
wystarczajacych dowodow czy zwigzek ten moze petié rolg biochemicznego markera o
znaczeniu prognostycznym i diagnostycznym w niektorych stanach chorobowych u ludzi.
Z pewnoscig ciaggly postep naukowo-techniczny, zarowno w zakresie rozwijania nowych
technik przygotowania probki do analizy jak i metod pomiarowych, przyczyni si¢ do
opracowywania kolejnych procedur pozwalajacych na selektywne, precyzyjne i doktadne

oznaczenie HTL i N-Hcy biatek w materiale biologicznym. Utatwi to wnikliwe zbadanie
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przemian metabolicznych niskoczasteczkowych zwigzkow siarki Oraz wyjasnienie

mechanizmu ich szkodliwego dziatania na fizjologi¢ komoérkowa.

Majac na wzgledzie powyzsze rozwazania 0raz istotng role jaka niskoczasteczkowe
zwigzki siarki odgrywaja we wszystkich systemach biologicznych, przedmiotem niniejszej
rozprawy doktorskiej bylo opracowanie oryginalnych, prostych i czulych metod
oznaczania HTL w moczu i $linie czlowieka, przy wykorzystaniu chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometria mas (GC-MS). Zaproponowane metodologie maja rowniez
umozliwi¢ okre$lanie zalezno$ci stezeniowej pomigdzy zawartoscig HTL we
wspomnianych plynach biologicznych. Celem takiego podej$cia be¢dzie o0Szacowanie
potencjatu diagnostycznego $liny w kontekscie jej wykorzystania na etapie diagnozowania
choréb cywilizacyjnych, wlaczajac choroby uktadu kragzenia, neurodegeneracyjne czy

nowotworowe.
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1. Wiasciwosci, powstawanie i rola tiolaktonu homocysteiny
1.1. Wiasciwosci fizykochemiczne

HTL jest zwigzkiem cyklicznym, posiadajagcym w pierScieniu 4 atomy wegla i 1
atom siarki. Komercyjnie jest dostepny pod postacig soli kwasu chlorowodorowego. Ten
bialy, drobnokrystaliczny i bezwonny proszek pozostaje stabilnym w temperaturze
pokojowej 1 odznacza si¢ dobrg rozpuszczalnoscia w wodzie. W warunkach
fizjologicznych (pH = 7,4, 37 °C) HTL jest czasteczkg obojetng, a jego okres pottrwania
wynosi okoto 30 h i jest dluzszy niz w przypadku innych wewnatrzczasteczkowych
aminoacylotioestréow [1]. Zmiana pH na zasadowe powoduje szybkg hydroliz¢ HTL do
Hcy [2].

H,N

Rysunek 1. Ideowa struktura chemiczna HTL.

Warto$¢ pKa grupy aminowej czasteczki HTL wynosi 6,67 1 jest wyjatkowo niska,
w poréwnaniu z innymi aminoacylotioestrami, dla ktérych grupa a-aminowa posiada pKa

okoto 9,5 [3]. Tak niska warto$¢ jest konsekwencja obecnosci atomu siarki w pier§cieniu.

Tabela 1.Wybrane wtasciwosci fizykochemiczne HTL [1].

Tiolakton homocysteiny Wiasciwosé/wartos¢

Charakter chemiczny Aminoacylo — tioester
pKa grupy aminowej 6,67
Absorpcja promieniowania UV-Vis Absorbuje, maksimum wystepuje przy dhugosci fali A=240 nm

Reaguje z grupami aminowymi biatek
Reaktywno$¢ chemiczna Reaguje  aldehydami
Podatny na katalizowang hydroliz¢ do Hey

Oporny na utlenianie

Okres pottrwania w roztworze w pH 7,4 ]
i temperaturze 37°C = 30 godzin
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Struktura czgsteczki HTL umozliwia wykorzystanie absorpcji promieniowania z
zakresu UV do jego wykrywania w prébkach biologicznych. HTL wykazuje maximum
absorpcji przy analitycznej dtugosci fali rowniej 240 nm oraz € = 5 000 dm*/mol-cm [4].
Wigkszos¢ aminokwasow tiolowych, w tym toksyczny metabolit — Hcy, mozna oznaczac¢
chromatograficznie z wykorzystaniem detektora UV-Vis, bez przeksztatcania analitow w
pochodng [4-6], ale ze wzgledu na fakt, iz znaczna cze$¢ substancji organicznych i
nieorganicznych réwniez pochlania promieniowanie elektromagnetyczne w zakresie 190-
210 nm, rejestrowanie sygnalow analitycznych przy tej dtugosci fali nie ma praktycznego
znaczenia. Ponadto w materiale biologicznym znajdujg si¢ spokrewnione z
maloczgsteczkowymi zwigzkami siarki metabolity o podobnych wlasciwosciach
fizykochemicznych oraz interferujagce skladniki matrycy, co utrudnia badz wrgcz
uniemozliwia selektywne oddzielenie sktadnikow probek w niezmienionej postaci.
Podobnie jest w przypadku HTL. Stosunkowo niewielka wartos¢ molowego
wspotczynnika absorpcji, brak silnych chromoforéw oraz niskie st¢zenie analitu w ptynach
ustrojowych cztowieka decyduje o tym, ze znacznie czg¢sciej w metodach oznaczania HTL
wykorzystuje si¢ reakcje derywatyzacji chemicznej, np. z aldehydem o-ftalowym (OPA).
W reakcji tej, opisanej przez Mukai i wspotpracownikow, powstaje pochodna o
wlasciwos$ciach ~ fluorescencyjnych, co  wykorzystano  podczas  rozwijania

chromatograficznych metod wykrywania i oznaczania HTL [2].

Ze wzgledu na wilasciwosci fizyczne czasteczki HTL, takie jak brak lotnosci,
stabilno$ci termicznej i niska masa czasteczkowa, niezbednym etapem w procedurze
przygotowania probki podczas jego oznaczania technikg chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS) jest modyfikacja chemiczna. Stosunkowo duza
reaktywno$¢ chemiczna HTL wynika z aminoacylotioestrowego charakteru zwigzku oraz
silnych naprezen wigzan migdzy atomami uktadu cyklicznego. HTL ulega reakcjom
substytucji nukleofilowej jak i elektrofilowej [7], z tatwo$cig acyluje wolne grupy
aminowe aminokwasow i biatek [8,9]. Ponadto, a-aminowa grupa w czasteczce HTL
wykazuje wysoka reaktywnos¢ wzgledem aldehydow takich jak aldehyd mréwkowy,
octowy, o-ftalowy, fosforan pirydoksalu czy streptomycyna [7]. Te cechy sa
wykorzystywane na etapie derywatyzacji chemicznej zaréwno w przypadku metod
bazujacych na HPLC jak i tych wykorzystujacych GC, opracowanych przez Autorke tej

rozprawy.
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W reakcji HTL z aldehydami dos¢ nieoczekiwanie tworzone sg iminy, pozostajgce
w rownowadze tautomerycznej z karbinoloaminami. Wytworzona w pierwszym etapie
reakcji karbinoloamina ulega konwersji do 1,3-tetrahydrotiazyny-4-karbonylowej lub
jednego z jej dwoch podstawowych analogdw [10].

HTL uczestniczy rowniez w tworzeniu wigzan izopeptydowych z grupami e-
aminowymi bocznych tancuchow lizyny wchodzacej w sktad biatek [1,11]. Reakcja ta
prowadzi do tzw. N-homocysteinylacji, czego konsekwencjg sg istotne zmiany strukturalne

biatek, a nawet ich degeneracja.

Rysunek 2. Pogladowa struktura N-homocysteinylowanego biatka.

Zniszczone N-Hcy biatka usuwane sg z organizmu na drodze degradacji
proteolitycznej, co wiaze si¢ z obnizeniem energii komorek, a co za tym idzie, ograniczony
zostaje proces ich wzrostu. Na tej podstawie uwaza si¢, ze HTL jest bardziej niebezpieczny
dla organizmu cztowieka niz sama Hcy. Wykazano, ze potranslacyjnie zmodyfikowane, w
wyniku reakcji N-homocysteinylacji biatka wykazuja wlasciwosci toksyczne i indukuja
autoimmunologiczng odpowiedz organizmu, ktéra wigzana jest z chorobami uktadu

sercowo-naczyniowego i udarami mézgu u ludzi [12,13].
1.2. Wystepowanie i powstawanie w organizmie

Wazng biologicznie grupe zwiazkéw bedacych produktami przejsciowymi licznych
przemian metabolicznych w komorkach organizmoéow zywych stanowig niskoczasteczkowe
tiole. Prekursorem do ich wytwarzania jest Met, dostarczana do organizmu wraz z
pozywieniem pochodzenia zwierzgcego. Uwolniony z bialek w procesie trawienia
aminokwas jest wykorzystywany w biosyntezie nowych biatek oraz S-adenozylometioniny
(SAM), ktoéra peini role uniwersalnego donora grup metylowych. Konsekwencja
zachodzagcych wewnatrzkomorkowych przemian jest utworzenie czasteczki Hcy, ktorej
dalsze przemiany zaleza od aktualnych potrzeb organizmu, i ktére w warunkach

fizjologicznych przebiegaja na drodze remetylacji i transsulfuracji. Pierwszy szlak
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metaboliczny polega na odtworzeniu Met pod wplywem syntazy metioninowej w
obecnosci witaminy Bi» jako koenzymu i metylotetrahydrofolianu jako kosubstratu.
Reakcje transsulfuracji s3 przemianami nieodwracalnymi w kierunku utworzenia
czasteczki cysteiny (Cys), ktore zachodza z udziatem kwasu foliowego i reduktazy
metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR). W sytuacji gdy jeden lub obydwa z wyzej
wspomnianych szlakow zostang zaburzone dochodzi do sekwencji przemian, w wyniku
ktorych czasteczka Hcy w komodrkach ulega cyklizacji do tioestru. Czasteczka HTL
powstaje, kiedy to Hcy jest blednie wybierana i aktywowana zamiast Met przez enzym
syntetaze metionylo-RNA w procesie biosyntezy biatek, co jest wynikiem duzego
podobienstwa strukturalnego pomiedzy obydwoma zwigzkami. Proces ten nasila si¢ w
stanach zaburzen genetycznych i zywieniowych, kiedy obserwuje si¢ niedobdr lub

nadmierng podaz Met [11].

CYKL CYKL
KWASU FOLIOWEGO METIONINOWY
\ Kwas foliowy w pozywieniu Biatke w pozywieniu

Metionina
|

S-adenozylo metionina \

/ THF

THF - metylenu

THF - metylu

l CH,

S-adenozylo homocysteina Mieszane disiarczki

e
br— Homocystyna
b wiami - |

Cysein iyt

Rysunek 3. Uproszczony schemat szlaku metabolicznego niskoczasteczkowych zwigzkow — siarki:

MS: syntaza metioninowa, THF: tetrahydrofolian (FH4), MTHFR: reduktaza metylenotetrahydrofolianowa,
CBS: syntaza B-cystationinowa [1,11].

Ze wzgledu na stosunkowo niskg warto$¢ pKa, w warunkach fizjologicznych HTL
jest neutralny dla komorek i gromadzi si¢ glownie w ptynach zewnatrzkomorkowych,
takich jak mocz i osocze krwi. Stezenie HTL w moczu cztowieka jest 0k.100 razy wyzsze
niz w osoczu. Powodem tej roznicy jest fakt, ze ponad 95% HTL jest usuwane z
organizmu przez nerki wraz z moczem, co stanowi jeden z podstawowych sposobow

detoksykacji tego szkodliwego metabolitu z komorek. Typowy poziom HTL w moczu

10
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zdrowego cztowieka waha si¢ w granicach od 11 do 485 nmol/l (mediana 144 nmol/l), co
stanowi 2,5-28% catkowitej Hcy (tHcy) wystepujacej w moczu. Dla probek osocza
zidentyfikowano stezenia w zakresie 0,1 - 22,6 nmol/l (mediana 0,56 nmol/l) [14-16].

Podwyzszone stezenie HTL w organizmie jest wynikiem oslabienia reakcji
remetylacji lub transsulfuracji spowodowanego zmianami genetycznymi enzymow
zaangazowanych w metabolizm Hcy. Takze nieodpowiedni sposob odzywiania, dieta
bogata w Met lub ograniczona podaz witamin z grupy B, przyczyniaja si¢ do wzrostu
poziomu HTL w organizmach ludzi i myszy [17-18]. Udowodniono zalezno$¢ pomiedzy
podwyzszonym stezeniem analitu w komorkach a ryzykiem wystgpienia chorob uktadu
krazenia, podobnie jak w przypadku hiperhomocysteinemii, charakteryzujacej si¢

zwigkszonym poziomem tHcy, przekraczajacym 15 umol/l osocza [17,19].
1.3. Zwiazek z chorobami

Odkrycie w organizmach zywych, w tym takze w organizmie cztowieka, HTL oraz
biatek posiadajacych w swej strukturze czasteczke Hey zwigzang wigzaniem peptydowym,
doprowadzitlo do postawienia hipotezy, ze chemicznie reaktywny HTL stanowi
wyjasnienie dla powigzania Hcy =z patologiami choréb naczyniowych [7,20],
neurodegeneracyjnych [21,22] oraz schorzen uktadu moczowego u ludzi [23]. Wieloletnie
przekonanie badaczy roznych specjalnosci o bezposrednim zwiazku Hcy z wyzej
wymienionymi chorobami zostato zachwiane. Badania prowadzone w ostatnich dwdch
dekadach podwazaja role Hcy, wskazujac na fakt, ze odpowiedzialnym za uszkodzenia
neurodegeneracyjne, czy patologie ukladu naczyniowo — sercowego jest jeden z jej
metabolitow, a mianowicie HTL.

Waznym patogennym efektem dziatania HTL jest zdolno$¢ do modyfikacji bialtek
w procesie N-homocysteinylacji, co ma negatywny wptyw na prawidtowe funkcjonowanie
organizmu. Proces ten wplywa na zmian¢ wlasciwosci fizykochemicznych biatek,
ograniczenie ich funkcji, a w konsekwencji na pogorszenie stanu zdrowia calego
organizmu [7, 24-26]. Przeprowadzone badania wskazujg, ze N-homocysteinylacja biatek
w warunkach fizjologicznych inicjuje proces agregacji czasteczek albuminy. Powstajace
agregaty wykazuja wlasciwosci cytotoksyczne, objawiajace si¢ przyspieszeniem apoptozy
komorek ssakow [27]. Wyjasniatoby to zwiazek Hcy z neurologicznymi dysfunkcjami
pacjentow oraz chorobg Alzheimera i uposledzeniem funkcji poznawczych wystepujacych
w 0golnej populacji [28]. Dodatkowym dowodem $wiadczacym o szkodliwym dziataniu
N-Hcy biatek sa wyniki badan ich proteolitycznej degradacji i1 odkrycie nowego

11
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odpowiadajgcego im przeciwciata, I1gG, ktore ma zdolno$¢ specyficznego rozpoznawania
epitopow, czyli antygenowych fragmentow Ne-Hcy-Lys [29]. Autoimmunologiczna
odpowiedz organizmu, indukowana przez N-Hcy biatka, prowadzaca do wytworzenia
przeciwciata anty-N-Hcy-biatkowego IgG, zostata zaobserwowana zaréwno u krélikow jak
1 ludzi. Uwaza si¢, ze ilos¢ wytwarzanego przez organizm antyciata jest wskaznikiem
prognozujgcym wystapienie takich schorzen jak udar [30], choroba wiencowa [31], czy
miazdzyca [32].

Udowodniono, ze w wyniku reakcji HTL z albuming w zmodyfikowanej czasteczce
nastepuje wzrost liczby grup karbonylowych [33]. Powstajgce karbonylowane biatka, na
skutek akumulacji w tkankach, przyczyniaja si¢ do rozwoju takich choréb jak choroba
Alzheimera [34], progeria czyli tzw. przedwczesna staro$¢ [35], stwardnienie zanikowe
boczne, czy zespot zaburzen oddechowych [36].

Liczne badania potwierdzaja istotny udziat HTL oraz N-Hcy biatek w patologii
chor6b uktadu krazenia. Wykazaty one m.in., ze HTL modyfikujac fibrynogen, utrudnia
prawidtowa hydrolize skrzepoéw i przyczynia si¢ do rozwoju zakrzepicy [37]. Ponadto,
podwyzszone st¢zenie tego zwigzku moze dziata¢ jako niezalezny czynnik ryzyka zawatlu
migsnia sercowego u pacjentOw z chorobg wiencowa, co potwierdzity liczne badania
prowadzone na zwierzgtach i ludziach [38]. W tym konteks$cie zauwazono ztuszczenie
srodbtonka naczyniowego oraz powstanie zakrzepow w tetnicach u pawianow, ktorym
chronicznie podawano zmodyfikowane HTL biatka [39]. Udowodniono takze, Ze obecno$é
HTL w formie D-HTL i L-HTL sg niebezpieczne dla zarodkéw tych ssakow. Wynika to z
faktu, 1z oba stereoizomery wykazuja jednakowa reaktywnos¢ wzgledem biatek. Uwaza si¢
takze, ze odpowiedzialng za toksyczne dziatanie HTL jest jego duza chemiczna
reaktywno$¢ wzgledem rozmaitych komponentéw obecnych w komédrkach [40]. Inne
eksperymenty prowadzone na zwierzetach do$wiadczalnych zmierzalty do okreslenia
wptywu regularnej podazy HTL na zmiany patofizjologiczne, podobne do obserwowanych
u ludzi z hiperhomocysteinemia. Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze zbyt
duze stgzenie HTL moze wywotywaé drgawki u populacji myszy i szczurow, prowadzac
nawet do ich przedwczesnej $mierci [41] oraz ma negatywny wplyw na prawidtowy
rozwoj u embriondw pisklakéw [1]. Jednym z takich zaburzen rozwojowych jest ektopia
soczewki, ktora rowniez objawia si¢ U pacjentOw z mutacjami w genie syntazy f-
cystationinowe;j.

Wykazano, ze HTL wywotujac stres retikulum endoplazmatycznego i odpowiedz

na niesfaldowane biatka przyczynia si¢ do patogenezy wspomnianych juz wcze$niej
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choréb neurodegeneracyjnych (choroba Alzheimera i Parkinsona) oraz cukrzycy. W
poréwnaniu z Hcy to wilasnie jej toksyczny metabolit jest silniejszym induktorem
prowadzagcym do apoptotycznej $mierci komodrek obserwowanej w hodowlach
komorkowych, tkankowych oraz in vivo [42,43].

Ostatnie doniesienia literaturowe potwierdzajg przydatno$¢ HTL jako biomarkera
obecnego w uktadzie moczowym dookre$lenia ryzyka wystgpienia ostrej niewydolno$ci
migénia sercowego. Jest to dodatkowe wsparcie dla teorii, ze zwigzek ten jest
zaangazowany w rozwo0j chor6b uktadu krazenia [44]. Wykazano takze podwyzszone
stezenie HTL w wielu tkankach nowotworowych, co moze sugerowac, ze sg one bardziej
podatne na jego szkodliwe dziatanie [45]. Co wazne, wyniki wielu badan wskazuja, ze
mozliwe jest przeciwdziatanie negatywnym skutkom wysokiego poziomu HTL w
organizmie, poprzez prowadzenie suplementacji witaminami z grupy B, wlaczajac

witamine Bs, Bg 0raz Bio.
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2. Przeglad metod oznaczania tiolaktonu homocysteiny w plynach
biologicznych

Jak wspomniano powyzej, przeprowadzone wciggu ostatnich lat badania wykazaty
zwigzek pomiedzy zawartoscig HTL w osoczu krwi i moczu a rozwojem chorob sercowo-
naczyniowych. Powaznym ograniczeniem w ich prowadzeniu jest znikoma liczba metod
umozliwiajacych efektywne oznaczanie tego istotnego z biologicznego punktu widzenia
tioestru. W ciaggu ostatnich 20 lat opracowano zaledwie 8 metod, ktére pozwalaja na
oznaczanie HTL, jednak posiadajg ograniczenia, praktycznie wykluczajace je w przypadku
badan populacyjnych. Jesli wezmiemy pod uwage rodzaj probek, w ktorych oznaczanie
HTL jest istotne, czyli osocze krwi czlowieka oraz mocz, to techniki separacyjne stanowig
tzw. narzedzie pierwszego wyboru. Ztozono$¢ matryc biologicznych i niewielkie stgzenie
analitu stanowig w tym przypadku najwigcksze wyzwanie dla badaczy i zarazem jedng z
gtownych przyczyn niewielkiej liczby dostgpnych metod. Co nalezy podkresli¢, wszystkie
opracowane procedury na etapie przygotowania probki wykorzystuja ekstrakcje w celu

uproszczenia matrycy i/lub zatezenia analitu.
2.1. Mocz, osocze i §lina jako material diagnostyczny

Do najlepiej poznanych, a zarazem najczesciej wykorzystywanych w diagnostyce
laboratoryjnej ptynow ustrojowych cztowieka zalicza si¢ krew, osocze oraz mocz. Bardzo
dobra znajomo$¢ poziomoéw referencyjnych wielu zwigzkéw obecnych w  wyzej
wymienionych matrycach oraz wzgledna niezmienno$¢ sktadu jest gtéwnym powodem
powszechnego ich wykorzystywania w praktyce klinicznej do wykrywania réznych stanow
chorobowych oraz monitorowania efektéw leczenia. Z tego wzgledu pomimo duzego
postepu jaki dokonal si¢ w diagnostyce medycznej, znaczenie tych ptynow biologicznych
nie maleje, a wrecz przeciwnie, na przestrzeni kilkudziesieciu lat zyskaly one miano
»klasycznych” 1 stanowig podstawowe zrodio informacji o stanie zdrowia pacjenta.
Niemniej jednak, analiza tych probek jest dos¢ skomplikowana, poczawszy od pobrania
materiatu do badan, poprzez odpowiednie przygotowanie probki i1 koncowsa analize. W
pierwszym etapie postepowania analitycznego, szczegdlng uwage nalezy zwrocic na $ciste
przestrzeganie powszechnie przyjetych w laboratorium wymogoéw preanalitycznych, wérod
ktérych wymienia si¢ pobranie okreslonej objetosci krwi i moczu niezbednych do dalszych
oznaczen oraz zachowanie rezimu €zasowego i temperaturowego w dostarczeniu probek
do laboratorium. Mnogos¢ znajdujacych sie substancji w kazdej z tych matryc umozliwia
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oznaczenie szerokiej gamy zwigzkéw w jednej analizie, ale tez w znacznym stopniu
utrudnia prac¢ analitykom przy projektowaniu selektywnych metod analitycznych. Z tego
tez powodu zdecydowana wigkszo$¢ metod bazujaca na analizie materiatu biologicznego,
w kontek$cie oznaczania aminokwasow tiolowych jest wieloetapowa, a przez to czaso-,
koszto- i pracochtonna. Okazuje si¢, ze najbardziej ktopotliwa jest obecnos¢ biatek, ktore
np. wprowadzone do ukladu chromatograficznego powodujg szybki spadek sprawnosci
kolumny a w konsekwencji jej przedwczesne zuzycie. Szczegdlng uwage nalezy rowniez
zwroci¢ na rzetelng interpretacje otrzymanych wynikow, ktére ze wzglgdu na niewlasciwa
technike pobrania i oceny uzyskanego materiatu moga by¢ obarczone duzym biedem.
Dlatego tez wazng role odgrywajg badania dotyczace zarowno poszukiwania potencjalnych
wskaznikow jak 1 opracowywania referencyjnych metod uwzgledniajacych stopien
rozcienczenia probki moczu, ktéry wpltywa na dodatnie lub ujemne zafalszowanie
wynikéw w dokumentacji medycznej pacjenta [46].

W ciggu ostatniej dekady mozna zaobserwowa¢ wsrod badaczy rosnace
zainteresowanie materialem biologicznym, ktérego pobranie do analizy odbywa si¢ w
sposdb nieinwazyjny i prosty, a mianowicie $ling. Jest ona ptynem ustrojowym, ktory
wykazuje szereg zalet w poréwnaniu z innymi plynami biologicznymi [47-51]. Jest
bowiem materiatem niezakaznym, Ktory kazdy pacjent moze samodzielnie pobra¢ w
sposob szybki, tatwy i bezbolesny. Co wiecej, zanika problem pobierania probki w
warunkach wywotujacych stres oraz poczucie bolu i dyskomfortu. Wszystkie te cechy
sprawiajg szczegdlng trudnos¢ podczas uzyskiwania materiatu biologicznego do badan od
dzieci (niemowlat), 0s6b w podesztym wieku, chorych na hemofili¢ oraz aktywnych
zawodowo, ale tez pacjentdw, dla ktorych pobranie probki moczu czy krwi jest niezgodne
z przekonaniami religijnymi. Z przeprowadzonych badan jednoznacznie wynika, ze §lina
jest stabilna takze w temperaturze pokojowej, co umozliwia dobowa, a nawet miesi¢czng
zbidrke materiatlu do badan. Z tego tez wzgledu §lina moze by¢ pobierana w dowolnych
warunkach, w domu lub w pracy, bez angazowania personelu medycznego. Transport
takiej probki do laboratorium nie wymaga specjalnej procedury i moze odby¢ sie o
dowolnej porze dnia. Ponadto slina jest matryca mniej ztozong w poréwnaniu z moczem i
0soczem, co czgsto pozwala uproscic calg procedurg analityczng, obnizajac tym samym jej
catkowity koszt. Jak podaje literatura, stgzenie bialek w tej matrycy jest okoto 10-15 razy
nizsze w porownaniu z osoczem [48], co minimalizuje ryzyko wigzania analitow oraz
wplywa korzystnie na doktadnos¢ i precyzje wykonywanych pomiaréw. Ponadto, oprécz

substancji przenikajacych do niej bezposrednio z Krwi przez naczynia krwionosne, $lina
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posiada roéwniez spektrum unikatowych zwigzkéw wytwarzanych tylko w obrebie
gruczotow §linowych, ktore nie zawsze sg obecne w krwi/moczu czlowicka. Z tego tez
wzgledu materiat ten stanowi cenne zrédlo informacji zachodzacych zmian patologicznych
w organizmie czlowieka, dzigki czemu znajduje zastosowanie w badaniach medycznych
jako medium, w ktorym monitoruje si¢ stezenie lekow i ich metabolitow oraz biomarkeréw
niektorych schorzen [48,50,52].

Pomimo wielu korzysci, jakie mozna odnies¢ wykorzystujac $ling w diagnostyce
medycznej, material ten nadal nie stanowi pelnej alternatywy dla osocza krwi i moczu
cztowieka. Dostepne na rynku komercyjne i gotowe probowki do pobierania $liny, jedynie
minimalizujg bardzo istotny problem zwigzany ze standaryzacja etapu pobrania i
przygotowania probki do analizy. Sktad i ilo§¢ wydzielanej §liny jest indywidualng cecha
osobnicza, ktéra w znacznym stopniu uzalezniona jest od aktywnosci gruczotéw slinowych
i zalezy od metody, miejsca i rodzaju stymulacji przy pobieraniu materiatu, do ktorych
zalicza si¢ bodZce mechaniczne, smakowe, zapachowe, wzrokowe czy psychiczne.
Ponadto przyjmowanie lekow wplywa na zmiang¢ skladu §liny, co utrudnia uzyskanie
miarodajnej informacji o stanie zdrowia pacjenta. Dlatego tez otrzymane wyniki badan
nalezy opracowywaé statystycznie zgodnie =z wczesniej zaprojektowanymi i
zaakceptowanymi przez laboratoria kliniczne metodami, uwzgledniajac mozliwo$é

zawyzenia/zanizenia wyniku.

2.2. Metody oparte o0 wysokosprawng chromatografie cieczowa

Czasteczka HTL wykazuje natur¢ heterogeniczng, dlatego tez zaprojektowanie
procedur umozliwiajacych jego oznaczanie w materiale biologicznym wcigz pozostaje
duzym wyzwaniem, bez wzgledu na zastosowang technike pomiarowa. Gléwnym
ograniczeniem s3 w tym przypadku niskie stezenie analitu, brak strukturalnych
wilasciwosci, ktore umozliwityby jego efektywng bezposrednig detekcje oraz bardzo
skomplikowana matryca. Koficowa analiza chromatograficzna wymaga zatem
wczesniejszego oczyszczenia probki i zatezenia analitu. Z tego powodu przygotowanie
probki do analizy zawiera najczeSciej etapy deproteinizacji, ekstrakcji ciecz-ciecz lub
ekstrakcji do fazy stalej oraz derywatyzacji chemiczne;j.

Opracowane metody analizy probek biologicznych (osocze, mocz) na zawartos¢
HTL bazuja glownie na technikach chromatograficznych, wsrod ktérych wigkszos¢

opisanych procedur opiera si¢ na wykorzystaniu chromatografii cieczowej w odwroéconym
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uktadzie faz (RP-HPLC), najczesciej z zastosowaniem wypetnien C18 lub chromatografii
jonowymiennej. HTL obecny w eluacie wykrywany jest za pomocg detektorow UV przy
dhugosci fali A=240 nm lub w postaci izoindolowej pochodnej (derywatyzacja z OPA),
ktora wykazuje wiasciwosci fluorescencyjne. Taki sposob detekcji oznaczanego analitu w
ztozonych matrycach moze by¢ stosowany w laboratoriach klinicznych, glownie ze
wzgledu na og6lng dostepnos¢ do aparatury pomiarowej oraz stosunkowo niskie koszty jej
eksploatacji.

Jedna z pierwszych opisanych w literaturze metod analitycznych umozliwiajacych
oznaczanie HTL =zostala zaproponowana przez Mukai i wspotpracownikow [2]. W
badaniach wykorzystano pokolumnowg reakcj¢ derywatyzacji Hey oraz jej cyklicznego
metabolitu z wykorzystaniem OPA podczas oznaczania ich zawarto$ci w medium
pochodzacym z hodowli komorek Hep G2. Reakcja wymaga zastosowania srodowiska
alkalicznego, poniewaz tylko w takich warunkach (pH>11) HTL ulega btyskawicznej
hydrolizie do Hcy, ktora bezposrednio reaguje z OPA, z wytworzeniem efektywnie
fluoryzujacej pochodnej. Co wazne, reakcja nie wymaga obecnosci dodatkowego tiolu, a
do zamknigcia pierScienia izoindolowego dochodzi przy udziale grup aminowej i tiolowej,
pochodzacych od samej Hcy. Detekcje pochodnej prowadzono przy dlugosci fali
wzbudzenia A2=370 nm i fali emisji A=480 nm. W tym przypadku opracowana metoda nie
pozwala na bezposrednie oznaczenie HTL w osoczu ze wzgledu na zbyt wysoka granice
wykrywalnosci (LOD=10 nmol/l).

Procedure zaproponowang przez Mukai i wspotpracownikéw zmodyfikowano i
zaadaptowano do oznaczania HTL w osoczu krwi, bazujagc na chromatografii
jonowymienne;j, w ktorej zastosowano kolumne kationowymiennag z
polisulfoetyloaspartamidem jako fazg stacjonarng [15]. Procedura analityczna obejmuje
m.in. bardzo pracochtonny etap przygotowania probki do analizy, na ktory skladajg sie
usunigcie biatka poprzez ultrafiltracj¢ i selektywna ekstrakcja analitu. W pierwszym etapie
osocze jest wirowane w obnizonej temperaturze na specjalnych membranach typu ,,cut-
off”, zatrzymujacych na filtrach czasteczki wigksze od 10kDa. Nastepnie otrzymany filtrat
alkalizowano do pH okoto 8 i ekstrahowano z wykorzystaniem wegla aktywnego jako
sorbenta. W ostatnim etapie postgpowania analitycznego przeprowadzono analize
chromatograficzng. Wyznaczone stgzenie HTL w probkach osocza otrzymanych od
pozornie zdrowych ochotnikéw (n = 60) wahato si¢ w przedziale od < 0,1 nmol/l do 34,8

nmol/l. Srednia warto$¢ stezenia HTL w zbadanych probkach osocza to 2,82 + 6,13 nmol/L.
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Przedstawiona procedura zostata nastepnie wykorzystana podczas oznaczania HTL w
probkach pochodzacych od ludzi 1 myszy.

Z uwagi na fakt, ze stosunkowo duza ilos¢ HTL powstajacego w organizmie
czlowieka usuwana jest przez nerki, podjeto takze proby opracowania metod jego
0znaczania w moczu. Z powodzeniem wykorzystano do tego celu zmodyfikowang metode
oznaczania HTL w osoczu krwi [14]. Podstawg oznaczen HTL w moczu stata si¢
ponownie pokolumnowa reakcja derywatyzacji z OPA oraz separacja technika
chromatografii jonowymiennej i detekcja spektrofluorymetryczna [16]. Ekstrakcje¢ analitu
z moczu prowadzono w uktadzie ciecz-ciecz za pomocag mieszaniny skladajacej sie z
chloroformu i metanolu w stosunku objetosciowym 2:1. W badaniach wykorzystano fakt,
ze czasteczka HTL wystepuje w réoznych formach, naladowanej i obojetnej, w zaleznosci
od pH srodowiska (Rys. 4). W pH ponizej pKagrupa aminowa zyskuje tadunek dodatni, co
powoduje retencje analitu na kolumnie kationitowej. Wykazano tym samym, ze poprzez
odpowiedni dobdr wartosci pH mozna radykalnie zmieni¢ polarno$¢ HTL, a tym samym
jego powinowactwo do fazy ciektej i stacjonarnej i to zarowno na etapie ekstrakcji jak i
rozdzielania chromatograficznego. Brak grupy karboksylowej oraz wzglednie niska
wartos¢ pKa sprawiaja, ze w pH ok. 7,5 czasteczka HTL wystepuje w formie neutralnej,

natomiast w srodowisku lekko kwasnym posiada tadunek dodatni.

+
H,N H;N
+H*
o —— O
= =
g PK, 6,67 S

Rysunek 4. Formy HTL w zaleznosci od pH $rodowiska [16].

W obu przypadkach do re-ekstrakcji analitu uzyto 0,1 mol/l roztworu kwasu
solnego. Ekstrakcja mieszaning chloroform/metanol okazala si¢ bardziej selektywna niz
ekstrakcja na weglu aktywnym, co znajduje potwierdzenie w wyznaczonych parametrach
walidacyjnych. W pierwszym przypadku wydajnos¢ ekstrakcji wyniosta 61,8 = 7,7%
(n=30), co pozwolitlo obnizy¢ granice wykrywalnosci do wartosci 0,36 nmol/l [16].
Badania probek moczu, w ktorych zastosowano wspomniang metod¢ wykazaty, ze stezenie
HTL obecnego w moczu waha si¢ w przedziale od 11 do 485 nmol/l (n = 19) i jest ok. 100-

krotnie wyzsze niz w osoczu krwi.
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Opublikowano takze inne chromatograficzne metody, ktore pozwalajg na
wzglednie szybkie oznaczanie zaréwno Hcy jak i HTL w moczu [17,53]. Metody te,
podobnie jak wspomniane wyzej, wykorzystuja detekcje FLD, jednakze charakteryzujg si¢
prostszym etapem przygotowania probki do analizy. W tym przypadku proces
derywatyzacji prowadzony jest bezposrednio w kolumnie chromatograficznej PRP-1
Hamilton C-18, ktora umozliwia separacje analitow w pH > 11. Warunki, w ktorych
prowadzono rozdzielanie wymagato optymalizacji dwoch przebiegajacych rownocze$nie
etapow, a mianowicie warunkow rozdzielania chromatograficznego i srodowiska reakcji. Z
analitycznego punktu widzenia ten rodzaj derywatyzacji przynosi wiele korzysci.
Zmniejszenie liczby krokow na etapie przygotowania prébki, pozwala w znacznym stopniu
obnizy¢ catkowity btad analizy, co jest odzwierciedlone w jakos$ci parametrow
walidacyjnych. Dodatkowo, prowadzenie derywatyzacji analitu w kolumnie eliminuje
konieczno$¢ stosowania dodatkowej aparatury, takiej jak pompa tloczaca odczynnik
derywatyzujacy. Ogromna zaletg tej procedury jest takze krotki, bo zaledwie 3 min czas
analizy chromatograficznej. Zbadany zakres liniowo$ci metody zawiera si¢ w przedziale
0,02-3,0 umol/l. Granica wykrywalnosci dla Hcy i HTL wynosi odpowiednio 0,025 i 0,02
pumol/l. Opisane metody z powodzeniem wykorzystano do analizy prébek moczu na
zawarto$¢ tHcy 1 HTL. Stezenie tHcy obecnej w probkach moczu pochodzacych od
pozornie zdrowych ochotnikow wynosito od 1,5 do 6,0 umol/l [53], natomiast poziom
HTL w tych samych probach zawierat si¢ w przedziale 0,025-0,297 umol/l [17].

Inna metoda pozwalajaca na iloSciowe oznaczenie HTL, tym razem w prébkach
0socza opiera si¢ na wykorzystaniu chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemowa
spektrometrig mas (LC-MS/MS) [54]. Catkowite rozdzielenie badanego analitu od
homatropiny, pehigcej role standardu wewngtrznego (IS), uzyskano stosujgc elucje
gradientowa przez 5 min przy uzyciu kolumny ZIC HILIC. Kwantyfikacje
przeprowadzono przy uzyciu trybu monitorowania reakcji fragmentacji, obserwujac dla
czasteczki HTL przejscie 118—56 jonéw molekularnych/fragmentacyjnych. Opracowana
metodologia obejmuje odbialczenie probki osocza metoda filtracji ,,cut-off”, ekstrakcje
ciecz-ciecz oraz koncowa analize chromatograficzng. W zastosowanej procedurze
przeprowadzono ekstrakcje analitu z doktadno$cia oscylujaca w granicach 84,76-87,58%,
wykorzystujac mieszaning acetonitrylu i wody z 1% siarczanem sodu w stosunku
objetosciowym 70:30 (v/v). Zwalidowang metode zastosowano do Wyznaczenia zawarto$ci

HTL w 6 probkach osocza cztowieka, uzyskujac st¢zenia od 0,11 do 0,25 nmol/ml.
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2.3. Metody bazujace na elektroforezie kapilarnej

Struktura 1 charakter chemiczny czasteczki HTL stwarzaja mozliwosé
wykorzystania technik elektromigracyjnych dla potrzeb jego oznaczania. Szczegdlnie
istotna okazata si¢ w tym przypadku mozliwo$¢ kontroli tadunku czasteczki HTL poprzez
pH srodowiska. Wykorzystano te mozliwosci podczas oznaczania HTL w moczu technikg
elektroforezy kapilarnej (CE), gdzie zastosowano zatgzanie analitu bezposrednio w
uktadzie pomiarowym i detekcje UV [5]. W przeciwienstwie do innych opublikowanych
metod opartych o derywatyzacj¢ analitu przed etapem rozdzielania, w jego trakcie lub w
trybie pokolumnowym, zaproponowana dwuetapowa procedura sklada si¢ tylko z
ekstrakcji probki w uktadzie ciecz-ciecz, a nast¢pnie separacji technikg CE i detekcji UV.
W procedurze wykorzystano zaproponowany weczesniej [16] sposéb ekstrakcji analitu do
hydrofobowej fazy organicznej (chloroform:metanol w proporcji 2:1 (v/v)), bezposrednio
po dostosowaniu pH probki buforem fosforanowym do pH=8. Aby wprowadzi¢
przygotowany roztwoér do kapilary metoda elektrokinetyczna, ktora wymaga obecnosci
fadunku w czasteczce HTL, niezbednym okazato si¢ odparowanie chloroformowe;j
warstwy do sucha i rozpuszczenie pozostalosci w kwasie solnym (HCI) o pH=5,5.
Wyznaczone zawartosci HTL w probkach moczu pobranych od 15 pozornie zdrowych
ochotnikdw wahaty si¢ od 0,129 do 0,229 pumol/l, a warto$¢ $rednia wyniosta 0,170 +
0,029 pmol/l. Otrzymane wartosci sa porownywalne z tymi otrzymanymi w przypadku
wczesniej opublikowanych metod wykorzystujacych techniki HPLC oraz reakcje analitu z
OPA. Zaproponowana metoda jest stosunkowo szybka i nie wymaga modyfikacji
chemicznej HTL. Jej dodatkowg zaleta jest fakt obnizenia granicy oznaczalno$ci poprzez
zastosowanie mechanizmu zatezania analitbw w trybie on-line poprzez wprowadzenie
prébki ze wzmocnieniem pola i zmiatania w MEKC.

Inny zaproponowany sposob umozliwiajacy oznaczenie HTL w probce
rzeczywistej i jego bezposrednig detekcje (UV-Vis), wykorzystuje mikroekstrakcje do
pojedynczej kropli w uktadzie ciecz-ciecz-ciecz (SDME) [6]. Procedura analityczna
obejmuje kilka etapow: odwirowanie probki moczu, rozcienczenie buforem fosforanowym
i metanolem oraz dodanie chloroformu na szczyt fazy donorowej (probka moczu),
nastepnie ekstrakcje SDME w trybie on-line w kapilarze, rozdzielenie sktadnikow probki
za pomocg CZE (strefowa elektroforeza kapilarna) i detekcje UV-Vis przy dtugosci fali
240 nm. Zaleta opublikowanej procedury jest w pelni zautomatyzowany proces ekstrakcji,

w efekcie czego uzyskano zadowalajgce parametry walidacyjne. Rozdzielenie osiggnieto w
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ciggu 6,04 min, przy napigciu 24 kV (~110 pA). Wartosci LOQ 1 LOD wyznaczone dla
probki rzeczywistej wyniosty odpowiednio 50 i 25 nmol/l. Krzywa Kkalibracyjna
wykazywata liniowo$¢ w zakresie 50-200 nmol/l w moczu, przy R?= 0,995. Wyznaczone

zawartosci HTL mieszcza si¢ w granicy 28-70 nmol/l.
2.4. Metody bazujace na chromatografii gazowej

Jedyna metoda wykorzystujaca technike GC-MS do oznaczania HTL zostala
opublikowana w roku 2003 i dotyczy monitorowania jego zawartosci W 0soczu krwi [55].
W opisanej procedurze jako IS stosowany byt deuterowany ds-HTL. Procedura
przygotowania probki wymaga etapu ekstrakcji HTL z osocza i przeprowadzenia analitu w
jego pochodng na drodze przedkolumnowej reakcji derywatyzacji z bezwodnikiem kwasu
heptafluorobutylowego (HFBA). W zaproponowanej metodzie jako gazu nosnego uzyto
metanu. Ilo§ciowe oznaczenie HTL bylo mozliwe dzigki zastosowaniu deuterowanego
HTL jako standardu wewngtrznego. Precyzja i odtwarzalno$¢ opisywanej metody wynosity
odpowiednio 0,96% i 3,9%. Granica wykrywalno$ci wynosita 1,7 nmol/l, a granica
oznaczalno$ci odpowiadata warto$ci 5,2 nmol/l osocza krwi. W dwdch badanych prébkach

osocza potwierdzono obecno$¢ HTL w stezeniu 18 i 25 nmol/I.

Tabela 2. Poréwnanie znanych metod oznaczania HTL w zakresie procedury przygotowania prébki do

analizy.

Modyfikacja chemiczna
Czas

- n Rodzaj
Matryca Odczynnik Rodzaj ! przygotowania | Odnos$nik

Technika

analityczna ekstrakcji

derywatyzujac derywatyzacji Warunki reakcji probki [h]
y

0,0025 mol/l OPA

HPLC-FLD OPA Pokolumnowa LLE 2,5 16
w 0,25 mol/l NaOH
0,01 mol/IOPA
. w0,1
HPLC-FLD OPA W kolumnie . SPE 15 17
Mocz mol/INaOH;acetonitr
yl(30%)
CE-UV - - - LLE 2 5
CE-UV - - - SDME < 1h (~ 30 min) 6

0,0025 mol/l OPA
HPLC-FLD OPA Pokolumnowa LLE 2,5 15
w 0,25 mol/l NaOH

HPLC-FLD - - - SPE * 4
Osocze
LC-MS/MS - - - LLE < 1h (~ 30 min) 54
60°C, 30 min
GC-MS HFBA Przedkolumnowa ] SPE * 55
acetonitryl

* brak szczegdtowych danych
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Tabela 3. Zestawienie wybranych parametréw walidacji metod oznaczania HTL w osoczu i moczu

cztowieka.
el Wybrane parametry walidacyjne
analityczna Zakres liniowosci RSD Odzysk LOD LOQ Odnosnik
[pumol/1] [%0] [%0] [umol/1] [umol/1]

HPLC-FLD 1-40 6,7-10,5 93,4-1135 0,36 1 16

HPLC-FLD 0,02-3 3,7-65 96,3 —106,1 - 0,02 17
CE-Uv 01-10 32-6,1 94,7-101,8 0,09 01 5
CE-UV 50 - 200 40-145 92,7-1155 25 50 6

HPLC-FLD 1-40 6,7-10,5 93,4-1135 0,36 1 15

HPLC-FLD 0-80 6,4-7,2 - 0,5 - 4

LC-MS/MS 0,5-325 6,94 — 13,56 96,79 — 106,61 0,105 05 54
GC-MS 0-40 0,96-3,9 - 1,7 52 55
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3. Uzasadnienie podjecia tematu

Podstawowymi czynnikami, ktdre decyduja o konieczno$ci tworzenia narzedzi
analitycznych, umozliwiajacych oznaczanie konkretnego zwiazku, sa jego rola w
prawidlowym funkcjonowaniu organizmu oraz mozliwosci wykorzystania jako markera
chor6b. Rola HTL w rozwoju patologii zdrowotnych zostala dos¢ dobrze
udokumentowana, jednakze z punktu widzenia analityka wazna jest rowniez dostgpno$é
metod oraz ich jako$¢, gwarantujace poprawnos¢ uzyskanych wynikéw. Dodatkowym
uzasadnieniem podjecia badan w tym zakresic moze by¢ zatem niewielka liczba
wiarygodnych metodologii, wzgledy ekonomiczne Iub Kkoniecznos¢ poszukiwania

alternatywnego materiatu diagnostycznego, w tym przypadku $liny.

Od lat prowadzone sg szeroko zakrojone badania kliniczne zmierzajace do wyjasnienia
przyczyn rozwoju choréb cywilizacyjnych, ktoére stanowig obecnie najczgstszg przyczyng
zgondw w krajach wysokorozwinigtych, w tym takze w Polsce. Do tej grupy zalicza si¢
schorzenia uktadu krazenia oraz choroby nowotworowe. W tym kontek$cie obserwuje si¢
niestabngce zainteresowanie endogennymi aminokwasami tiolowymi, ktére odgrywaja
znaczacg rolg w organizmach zywych, a ich zbyt wysokie badz zbyt niskie st¢zenie w
ustroju czlowicka jest wigzane ze zmianami charakterystycznymi dla procesu
chorobowego. Pomimo prowadzenia wielu badan w zakresie metabolizmu
niskoczasteczkowych zwigzkow siarki, liczba i jako$¢ informacji na temat ich roli w
organizmie czlowieka wcigz pozostaje niewystarczajgca. Zatem aby wyjasni¢ przyczyny
anomalii stezeniowych w komorkach, koniecznym staje si¢ opracowywanie nowych i
selektywnych narzedzi analitycznych, ktdre w nastgpnej kolejnosci pozwola wyjasni¢, na
ktérym z etapéw metabolizmu zachodzg nieprawidtowosci.

Obecnie uwaza si¢, ze podwyzszone stezenie HCy w osoczu krwi jest jedng z przyczyn
rozwoju choréb ukladu krazenia. Na przestrzeni ostatnich lat powstalo kilka hipotez
wyjasniajacych toksycznos¢ Hey wzgledem organizmoéw zywych. Jedna z nich sugeruje,
ze za szkodliwe dziatanie Hcy odpowiedzialny jest jej metabolit, a konkretnie HTL.
Dotychczas obecnos¢ HTL zostata potwierdzona w ptynach ustrojowych cztowieka, takich
jak mocz i osocze. Co ciekawe, pomimo prowadzenia intensywnych badan nad jego rolg w
réznorodnych fizjologicznych i patologicznych przemianach w organizmach zywych,
opracowano zaledwie Kkilka metod poswigconych oznaczaniu HTL w probkach
biologicznych [4-6,15-17,53-54]. Co jednak nalezy podkres$li¢, zadna z zaproponowanych

procedur nie zostata wykorzystana do okreslenia zawartosci badanego zwigzku w $linie
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czlowieka. Metody te w znacznej mierze opierajg si¢ na wykorzystaniu technik separacji w
fazie ciektej, w tym HPLC oraz CE i umozliwiajg analiz¢ moczu i osocza krwi na
zawarto§¢ HTL. Analizujac dane zebrane na rysunku 5A nie mozna nie zauwazy¢
dominujacej roli jakg w tym zakresie odgrywaja techniki HPLC oraz CE. Powodem
takiego stanu rzeczy jest natura chemiczna HTL predestynujaca go wiasnie do
wspomnianych technik. Majac na wzgledzie niewielka liczb¢ opublikowanych procedur
umozliwiajacych oznaczanie HTL oraz ich powazne ograniczenia, postanowilam
sprawdzi¢ jakie mozliwosci w tym obszarze daje chromatografia gazowa sprz¢zona ze
spektrometria mas. Technika GC znana jest z doskonatej rozdzielczosci, co jest
szczegOlnie istotne w przypadku bardzo zlozonych matryc biologicznych. Z kolei
zastosowanie detektora mas, charakteryzujacego si¢ wysoka czulo$cig, przepustowoscig i
specyficznoscig gwarantuje, co najmniej zadowalajagce parametry detekcji. Po
uwzglednieniu  wihasciwoséci  fizykochemicznych sktadnikbw matrycy oraz analitu

najwigkszym wyzwaniem pozostaje oczywiscie odpowiednie przygotowanie probki do

analizy.
A) Moecz Osocze
GC-MS
0% T
GCMS
CE-DAD e
33%
LC HPLC-
HPLC- MS/MS LIED
FLD 25% 25%
33%
B)
Mocz Osocze Slina
GC-MS
GC-MS e
33%
GC-MS
100%
s LC HPLC- :
MS/MS FLD
CEDAD 25% 25%

33%

Rysunek 5. Zestawienie metod oznaczania HTL w ptynach biologicznych cztowieka: A) dane do 10.2017r —
sprzed rozpoczecia studiow doktoranckich, B) dane z 20.06.2021r — zebrane po zakonczeniu czesci

eksperymentalnej niniejszej rozprawy doktorskiej.
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HTL jako zbe¢dny produkt przemian metabolicznych jest w znakomitej wigkszosci
usuwany z organizmu przez nerki wraz z moczem, w zwigzku z czym w matrycy tej
znajduje si¢ w duzym stezeniu. Zgodnie z danymi literaturowymi zawartos¢ HTL w moczu
jest co najmniej 100-krotnie wyzsza niz w osoczu, co w pewnym stopniu minimalizuje
problem tworzenia niewystarczajgco czutych metod, ktore nie pozwalajg w sposob
doktadny i precyzyjny okresli¢ jego zawartosci. Jak wspomniano we wcze$niejszej czesci
pracy nalezy oczekiwaé, ze w najblizszej przyszto$ci coraz wiecej uwagi bedzie
poswiecone $linie. Jest to unikatowy material biologiczny, ktéremu stusznie przypisuje si¢
duzy potencjat diagnostyczny, glownie ze wzgledu na nieinwazyjny sposob pobierania.
Stad tez w ramach niniejszej pracy doktorskiej postanowilam zbada¢ mozliwosci
oznaczania HTL w §linie, stosujac jako technike pomiarowa GC-MS. Bylo to nowe
podejscie, zarbwno w kontek$cie wyboru matrycy jak i zaproponowanej przeze mnie
metodologii.

Trudno kwestionowa¢ role jaka zwigzki siarki odgrywaja w przemianach
metabolicznych w organizmie cztowieka. Opisanie mechanizméw, wedlug ktorych
przebiegaja oraz powigzanie zawartoSci wspomnianych zwigzkow w organizmie z
chorobami, bylo mozliwe dzigki opracowanym czutym i dokladnym narzgdziom
analitycznym. Jak wskazano powyzej, w momencie w ktorym rozpoczynalam badania
istniata jednak tylko jedna metoda wykorzystujaca technike GC, umozliwiajagca oznaczanie
HTL w prébkach biologicznych [55]. Postanowitam doktadniej zbada¢ przyczyny takiego

stanu rzeczy 1 ewentualnie wypeti¢ luk¢ w tym obszarze.

Technika GC nie znajdowata si¢ w polu zainteresowan naukowcow, przypuszczalnie
ze wzgledu na brak kompatybilno$ci z analitem (brak lotnosci), co znacznie utrudniato
jego chromatografowanie w niezmienionej formie. Eksplorowanie tego zagadnienia
stanowito istote badan, ktore prowadzitam w ramach pracy doktorskiej. W wyniku
przeprowadzonych eksperymentow udowodnitam, ze GC moze by¢ wykorzystywana do
identyfikacji jakosciowej 1 oznaczania ilosciowego HTL w materiale biologicznym.
Zaproponowane przeze mnie w kolejnych latach i opublikowane procedury analityczne
pozwalaja efektywnie analizowa¢ §ling i mocz technikg GC-MS (Rys. 5A) stanowigc tym
samym realng alternatywe dla HPLC i CE.

25



Zastosowanie chromatografii gazowej w analizie moczu i $liny na zawartos¢ tiolaktonu homocysteiny

Podsumowujac, gtdwnymi powodami, ktére sktonity mnie do podjecia badan w tym
obszarze, oczywiscie oprocz zwigzku HTL z rozwojem chordb cywilizacyjnych, byty:
» znikoma liczba metod umozliwiajacych oznaczanie HTL w ptynach biologicznych,
» brak badan dotyczacych $liny w konteks$cie jego obecno$ci i mozliwosci
oznaczania,

» Dbrak badan okreslajacych potencjat GC w oznaczaniu HTL.
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4. Wyniki

Publikacja D1:

M. Wronska, G. Chwatko, K. Borowczyk, J. Piechocka, P. Kubalczyk, R. Glowacki,
Application of GC-MS technique for the determination of homocysteine thiolactone in
human urine, Journal of Chromatography B, 1099 (2018) 18-24.

Powazny i zarazem podstawowy problem w przypadku oznaczania HTL technikg GC
stanowi brak jego lotnosci. Czasteczka HTL posiada tylko jedng grupg¢ funkcyjng -
aminowa, ktora moze by¢ rozwazana w kontek$cie derywatyzacji, w efekcie ktorej taka
lotnos¢ uzyska. Gtéwnym celem takiej modyfikacji chemicznej jest oczywiScie uczynienie
analitu kompatybilnym ze stosowang technika, w tym takze poprawa wiasciwos$ci
separacyjnych i detekcyjnych. W prezentowanej metodzie derywatyzacj¢ analitu
przeprowadzitam przy pomocy chloromréwczanu izobutylu (IBCF), a kolejny wazny etap
procedury przygotowania probki stanowita ekstrakcja uzyskanej pochodnej do fazy
chloroformowej, ktdrag nastepnie odparowywatam do sucha. Pozostato$¢ rozpuszczatam w
octanie etylu i 1 pl wprowadzatam do uktadu chromatograficznego. Stosowatam elucjg¢
izokratyczna, a rozdzielanie sktadnikéw probki prowadzitam na kolumnie kwarcowej HP-
5MS (60 m x 0,25 mm, 0,25 pum) stosujac hel jako gaz no$ny. Poniewaz taka pochodna
HTL nie byla jeszcze badana, zidentyfikowatam jony molekularne zwigzane z analitem
wykorzystujac tryb SCAN detektora MS. Ostatecznie do monitorowania analitu wybratam

jony o stosunku m/z rownym 161,1 oraz 189,1.

Na etapie badan wstepnych skupitam si¢ glownie na doborze odpowiedniego
odczynnika derywatyzujacego, ktory z jednej strony uczynitby analit lotnym, z drugiej za$
bylby ,,przyjazny” na etapie przygotowania probki. Analiza specjalistycznej literatury
wykazata, ze IBCF efektywnie, cho¢ nie selektywnie reaguje ze zwigzkami posiadajacymi
grupe aminowa, w srodowisku wodnym o0 lekko zasadowym pH. Zdecydowatam si¢
sprawdzi¢ jego uzytecznos¢ w przypadku oznaczania HTL. Zoptymalizowatam trzy
charakterystyczne parametry, ktore sg kluczowe dla zapewnienia odpowiedniej wydajno$ci
i powtarzalnosci procesu, a mianowicie czas reakcji, nadmiar molowy odczynnika
derywatyzujacego oraz pH $rodowiska. Na tej podstawie stwierdzitam, ze pochodna HTL
powstaje w ciaggu kilku sekund po zmieszaniu reagentow, przy zastosowaniu co najmniej
1000-krotnego nadmiaru molowego odczynnika derywatyzujacego w stosunku do analitu.

Do monitorowania pochodnej wykorzystatam technik¢ GC-MS. Przeprowadzitam rowniez
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dodatkowe eksperymenty w celu ustalenia kinetyki reakcji derywatyzacji HTL z IBCF. W
eksperymencie tym wykorzystatam technike chromatografii oddziatywan hydrofilowych
(HILIC). Po reakcji derywatyzacji nastgpowata ekstrakcja pochodnej HTL z probek moczu
do chloroformu. Przetestowatam szereg parametréw wpltywajacych na wydajnos¢
ekstrakcji, w tym czas ekstrakcji i ilo$¢ rozpuszczalnika organicznego (ekstrahenta).
Prowadzenie manualnej ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz pociaggneto za sobg koniecznos¢
stosowania standardu wewnetrznego (1S). Sposrod réznych kandydatow wybratam lakton
homoseryny (HSL), ktdry wykazuje maksymalnie duze podobienstwo strukturalne do
HTL, a w konsekwencji posiada podobne wiasciwosci fizykochemiczne. Przeprowadzone
eksperymenty wykazaty, ze obecno$¢ IS na wszystkich etapach procedury, skutecznie
zmniejsza catkowity blad analizy, czyniagc metode¢ odtwarzalng i przydatng do oznaczania

HTL w probkach moczu cztowieka.

Po zoptymalizowaniu wszystkich etapoéw procedury przygotowania prébki oraz
dobraniu warunkéw rozdzielania chromatograficznego, opracowang metode poddatam
walidacji, wyznaczajac zakres liniowosci, precyzje, dokladno$¢ oraz granice
wykrywalnosci i oznaczalnosci. Metoda wykazuje liniowo$¢ w zakresie 0,01-0,20 nmol/ml
moczu oraz charakteryzuje si¢ dobrg precyzja (6,4%-9,5%), doktadnoscig (98,0%-103,2%)
i czutoscig (LOQ 0,01 nmol/ml). Kolejnym etapem prac bylo wykazanie, ze opracowana
procedura moze by¢ stosowana podczas analizy tzw. probek rzeczywistych, pochodzacych
od 12 ochotnikéw (stan zdrowia nieznany). W wyniku przeprowadzonych eksperymentow
stwierdzitam, ze HTL wystepuje w badanym materiale w zakresie od 7 pmol/ml do 162
pmol/ml moczu. Aby zniwelowaé roznice w rozcienczeniu moczu wsrdd uczestnikow
badan, zawarto§¢ HTL w kazdej probce znormalizowatam w odniesieniu do poziomu
kreatyniny (Crn), ktoéra jest produktem ubocznym metabolizmu migsni, wydalanym ze
stalg szybkoscig. W przeliczeniu na Crn uzyskane wartos§ci HTL miescily si¢ w przedziale
od 0,51 do 13,1 umol mol™* Crn. Tym samym wykazatam uzyteczno$¢ opracowanej

metody w przypadku analizy prébek rzeczywistych.
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ABSTRACT

It is well established that homocysteine thiolactone (HTL) is associated with some health disorders, including
cardiovascular diseases. HTL is a by-product of sulfur metabolic cycle. So far, its presence has been confirmed in
human plasma and urine. It has been also shown that a vast majority of HTL is removed from human body
through kidney. Thus, the aim of the current investigations has been the identification, separation and quan-
tification of HTL in urine samples. For the first time a cheap, reliable and robust GC-MS method was developed
for the determination of HTL in human urine in the form of its volatile isobutyl chloroformate derivative.
Separation of the analyte and internal standard (homoserine lactone (HSL)) was achieved in 15 min followed by
mass spectrometry detection (MS). Isocratic elution was accomplished with helium at a flow rate of 1 mL min !
and a gradient of the column temperature was concomitant with the analysis. The mass spectrometer was set to
the electron impact mode at 70 eV. The ion source, quadrupole and MS interface temperatures were set to 230 °C,
150 °C and 250 °C, respectively. Elaborated analytical procedure allows quantification of analyte in a linear
range of 0.01-0.20 nmol mL~ ! urine. The LOQ and LOD values were 0.01 and 0.005 nmol mL ™, respectively.
The method accuracy ranged from 98.0% to 103.2%, while precision varied from 6.4% to 9.5% and from 10.7%
to 16.9% for intra- and inter-day measurements, respectively. Finally, the method has been successfully im-
plemented in the analysis of 12 urine samples donated by apparently healthy volunteers. Concentration of HTL
ranged from < LOQ to 163 pmol mL ™! urine (0.51 to 13.1 ymol mol ~* Crn).

1. Introduction

and plasma Hcy [10]. This is why determination of HTL becomes more
and more important. Investigation of the role of HTL in living organ-

It is commonly known that identifying clinically significant bio-
markers of human diseases is often like searching for the proverbial
needle in a haystack. It is also well established that plasma homo-
cysteine (Hcy) as well as other sulfur compounds, including
N-homocysteinylated proteins, cysteine, cysteinyl-glycine,
y-glutamyl-cysteine or glutathione are associated with some disorders
and are strong predictors of mortality, in cardiovascular and cancer
patients [1-7]. Although homocysteine thiolactone (HTL) is metaboli-
cally related to Hcy, its role in the pathogenesis of mentioned disorders
has not been intensively studied as yet. While the biological importance
of HTL as proteins modifying factor is well recognized, there are only
few evidences indicating HTL association with cardiovascular diseases
[8-9]. Importantly, preliminary studies have revealed that urinary HTL
can act as a risk predictor of acute myocardial infarction in patients
with coronary artery disease independent from established risk factors

isms began in the 70's but detailed studies had to await the develop-
ment of advanced analytical methods from the 2000's onward. While
liquid chromatography based methods are usually used for HTL de-
termination [11-15], capillary electrophoresis (CE) based assays are
still rare [16,17]. Interestingly, to the best of our knowledge, GC
technique has been exploited for this purpose only once [18].
Biological fluids, including urine belong to the most complex sam-
ples, thus require a special treatment because majority of analytical
instruments are designed to handle the analytes but are usually in-
capable of accommodating some of matrix components, in particular,
proteins. Therefore, analysis of biological samples for HTL is an area of
analytical chemistry where only the most robust and reliable methods
can be effectively used [11-13,16-18]. Because of regular variability in
urine volume and content, multiple measurements are often made in
comparison to creatinine (Crn) levels within the same urine sample and

Abbreviations: Crn, creatinine; HSL, homoserine lactone; HTL, homocysteine thiolactone
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reported as an analyte/creatinine ratio. Crn is a by-product of muscle
metabolism, and it is normally excreted into the urine at a constant
rate, which is a characteristic making it useful for estimation general
urine “dilution”.

An obvious way to improve selectivity and sensitivity of a chro-
matographic method is to remove interfering matrix components prior
to separation, which can be achieved by applying different extraction
techniques. On the other hand it should be noted that a large number of
steps during sample preparation increase the likelihood of in-
corporating errors into the final measurement.

Only few assays have been developed for HTL quantification in
human urine [11,12,16,19] or plasma [13,14,18] so far. Various sample
preparation approaches have been also used. Some of these methods
exploit ultrafiltration and further purification by liquid-liquid and/or
charcoal extraction followed by HPLC separation and fluorescence de-
tection [12,13]. Another one is based on solid phase extraction, an on-
column derivatization of HTL with o-phthaldialdehyde (OPA) and
fluorescence detection [11]. Liquid-liquid extraction followed by CE
separation and UV detection was also successfully used for HTL de-
termination in urine samples [16].

At the beginning mass detection instruments have been preferably
used by the narrow group of experimenters and not played a key role in
the majority of chromatographic laboratories. With the advent of
cheaper and smaller as well as more user friendly mass detectors, the
potential of mass data is coming more and more available for most
investigators [20]. With the experiments performed in this study, a
relevant GC-MS based assay for the determination of HTL in human
urine has been elaborated for the first time.

2. Experimental
2.1. Reagents

The following chemicals were used during the study: homocysteine
thiolactone hydrochloride (HTL), homoserine lactone hydrochloride
(HSL), homocysteine (Hcy) and isobutyl chloroformate were from
Sigma-Aldrich; while sodium hydrogen phosphate heptahydrate
(NayHPO47H50), sodium  dihydrogen  phosphate  dihydrate
(NaH,PO,42H,0), ethyl acetate acetic acid, acetonitrile and chloroform
were from J.T. Baker (Deventer, The Netherlands). All reagents used
were of analytical grade. All solutions were prepared with purified
water prior to use, if needed.

2.2. Instrumentation

Samples and standards analyses were carried out using an Agilent
7820A gas chromatograph equipped with automated sample injector
model 7693A and 5977B mass spectrometry detector. The GC instru-
ment was equipped with split/splitless inlet, working in split ratio of
10:1 mode to a 60 m x 0.25 mm HP-5MS quartz capillary column with
a 0.25um film thickness from Agilent Technologies. One microliter of
the final analytical solution was injected for GC-MS analysis. Data ac-
quisition and analysis were performed using MassHunter 5977B MSD
Bundle with 7820 GC software. HPLC experiments were carried out
using a 1220 Infinity LC system (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) equipped with a binary pump integrated with two channel
degasser, autosampler, column oven and diode-array detector (DAD)
controlled by OpenLAB CDS ChemStation software. The pH was mea-
sured using a Hanna Instrument HI 221 pH-meter (Loveland, USA). For
sample shaking Multi Speed Vortex MSV-3500 from Biosan (Riga,
Latvia) was used. Water was purified using a Millipore Milli-QRG
system (Millipore, Vienna, Austria). During the study a Hettich Mikro
200R centrifuge with fast cool function (Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Germany) and QBD2 Grant Instruments (Cambridge) Ltd.
thermostat were also exploited.
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2.3. Sample preparation

Urine samples were prepared according to the following procedure:
150 uL of urine was mixed with 250 uL of 0.05molL~* pH7.0 phos-
phate buffer and 50 uL of isobutyl chloroformate. Next, mixture was
spiked with 50 uL of 20 nmol L~ ! HSL (IS), affording final concentra-
tion of IS 2 nmol L™ * urine, and soundly shaken by hand for 20 s. Then,
300 pL of chloroform was added and the mixture was vigorously shaken
by Multi Speed Vortex for 3min (3000 X g) followed by 3 min cen-
trifugation at 14000 x g. In the next step 240 pL of the chloroform layer
was transferred into 1.5mL polypropylene vials and evaporated to
dryness at 60 °C. The residue was reconstituted in 80 pL of ethyl acetate
with the assistance of shaking (3 min, 3000 X g). Afterwards an aliquot
of obtained solution (1 pL) was injected into the GC-MS system.

2.4. Stability and kinetic studies

For a kinetic studies and stability evaluation HPLC technique was
exploited. In proposed experiments amounts of HTL/HSL were sig-
nificant (100 nmol L™ 1), thus it was easy to monitor HTL/HSL and their
derivatives with the use of spectrophotometric detector at 240 nm in
one analysis run. For the separation a Kinetex HILIC column
(100 mm X 4.6 mm, 2.6 um) from Phenomenex (Torrance, CA, USA)
was used. The column was eluted isocratically at 25 °C with a mobile
phase containing 50% of 0.5% CH3COOH and 50% MeCN at a flow rate
of 1 mLmin~'. A 1 uL of the final analytical solution was injected onto
chromatographic column.

2.4.1. Stability of HTL/HSL derivative

A 100 pL (1 mmol L™ 1) of HTL or HSL was transferred to the poly-
propylene vial and diluted with 800 L of 0.05molL~! pH7.0 phos-
phate buffer. Next, 100 uL of isobutyl chloroformate was added, the
reaction mixture was vigorously shaken by hand for 20 s and put aside
at ambient temperature. At different times thereafter (from 1 to
130 min) samples were chromatographed under LC conditions de-
scribed above.

2.4.2. Derivatization reaction kinetics

Samples were prepared according to the following procedure:
800 uL of 0.05 mol L™ ! pH 7.0 phosphate buffer was spiked with 100 pL
(1 mmol L™ 1Y) of standard solution of HTL or HSL affording final con-
centration of 0.1 mmol L™ *. Then, 100 pL of isobutyl chloroformate was
added, the reaction mixture was vigorously shaken by hand for 20 s and
left at room temperature. At different times thereafter (1, 5, 9, 13,
17 min), samples were chromatographed according to the LC procedure
described above.

2.5. GC-MS conditions

Helium (99.9999%) was used as the carrier gas with a constant flow
rate of 1 mLmin~'. The injection port temperature was 270 °C. The
oven temperature was kept at 120 °C for 2 min and next programmed
from 120°C to 270°C at 30 °Cmin~?, then temperature was kept at
270 °C for 8 min. The mass spectrometer was operated in the electron
impact mode at 70 eV and the ion source temperature was set at 230 °C,
temperature of quadrupole was set at 150 °C, while the MS interface
was set to 250 °C. The multiple-ion detector was focused on the mole-
cular ions as follows: 161.1 and 189.1 m/z for HTL derivative and 146.1
m/z for derivative of HSL.

2.6. Validation protocol

The method had been validated before it was applied to real sam-
ples. Validation protocol involved estimation of specificity, imprecision,
recovery, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ).
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Fig. 1. Chemical derivatization reaction scheme of HTL and HSL with isobutyl chloroformate.

2.6.1. Specificity of the method

Specificity of the method, defined as the ability to assess unequi-
vocally the analyte in the presence of components which may be ex-
pected to be present in the sample was evaluated. The experiment in-
cluded Hcy, endogenic amino acid metabolically related to HTL.

2.6.2. Precision and accuracy

Precision was expressed in terms of relative standard deviation,
whereas accuracy as the percentage of analyte recovery calculated by
expressing the mean measured amount as percentage of added amount.
Accuracy was calculated with the use of a formula:

Accuracy (%) = [(measured amount — endogenous content)

/added amount] x 100%

Three concentrations representing the entire range of the calibra-
tion curves were studied: one close the lower limit of quantitation, one
close the center, and one near the upper boundary of the standard
curve. Measured concentrations were assessed by the application of
calibration curves prepared designedly for this purpose.

2.6.3. LOD and LOQ estimation

The LOD was taken as the concentration that produces a detector
signal that could be easily distinguished from the baseline (larger than
three times the baseline noise). The LOQ was taken as the concentration
that produces a detector signal 10 times higher than the baseline noise.
These values were determined by spiking a proxy matrix (0.9% NaCl in
0.01 molmL~! pH7.0 phosphate buffer) with decreasing concentra-
tions of HTL until signal to noise ratio of 10:1.

2.6.4. Calibration

Urine samples (150 pL) spiked with HTL water solution affording
final concentrations of 0.01, 0.025, 0.050, 0.075, 0.150, and
0.200 nmol mL. ™! urine were pipetted into polypropylene eppendorf
vials and processed according to the procedure described in Section 2.3.
The calibration standards were prepared in four replicates. The peak
area ratios of HTL-isobutyl chloroformate derivative to that of IS were
plotted versus analyte concentration and the curves were fitted by least-
square linear regression analysis.
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2.7. Urine sample collection and processing

We have studied 12 urine samples derived by apparently healthy
volunteers (5 male and 7 female, 25-46 years old). The donors were not
supplemented with analyte before sample collection. The first morning
urine samples were analyzed just after collection or stored at —80 °C.
Each sample was divided into two portions. One of them was spiked
with the known amount of HTL and then both samples were assayed in
triplicate according to the procedure described in Section 2.3. Obtained
results for HTL concentration were also adjusted for Crn. Crn was as-
sayed according to the HPLC based method elaborated in our laboratory
and published earlier [21]. The study was approved by the Bioethical
Committees of the University of £6dZ.

3. Results and discussion

It should be emphasized that accurate determination of HTL by
direct biological sample analysis is virtually impossible, making some
level of sample preparation obligatory. An obvious way to improve
selectivity and sensitivity of chromatographic methods is to remove
interfering matrix components prior to chromatographic separation,
which is usually achieved by applying different extraction techniques.

3.1. Sample preparation

Sample preparation procedure involved derivatization of HTL with
isobutyl chloroformate followed by liquid-liquid extraction with
chloroform, evaporation to dryness and dilution of the residue with
ethyl acetate. Both, HTL derivatization and extraction of its derivative
were critical in this approach.

3.1.1. Choosing of the internal standard

In order to minimize errors during analyte derivatization, extrac-
tion, injection variation and column deterioration, the IS mode of
quantitation was applied. Among the variety of candidates homoserine
lactone (HSL) was chosen. The appropriate reaction schemes are de-
picted in Fig. 1. As can be seen HSL exhibits a great structural similarity
to HTL. Moreover HSL possess similar to analyte physic-chemical
properties, thus fulfills the requirements for a good IS. Importantly, it is
involved in all steps of the analytical procedure, and elutes close to the
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Fig. 2. Stability of HTL derivative expressed as a HTL/IS peak area ratio (A);
Disappearance of HTL and HSL in reaction mixture as a result of isobutyl
chloroformate derivatives formation (B).

analyte. The validation data obtained for the method unambiguously
confirms correctness of the choice.

3.1.2. Derivatization

Due to the fact that HTL is not volatile our preliminary investiga-
tions were focused on finding an appropriate derivatizing reagent
making analyte compatible with GC requirements. Literature data have
indicated that isobutyl chloroformate effectively reacts with com-
pounds possessing amino group moiety under slightly alkaline water
conditions [22,23], so we have decided to use it in our assay. Three
characteristic features that are crucial to derivatization were optimized,
namely time of reaction, reagent excess and pH conditions. Provided
that slightly alkaline conditions as well as at least 1000 M fold excess of
isobutyl chloroformate were employed it has been shown that deriva-
tive of HTL is generated within few seconds after reagents mixing.
Nevertheless, our detailed HPLC studies have revealed that obtained
product is not stable in aqueous solution. It has been shown that ap-
plication of Hydrophilic Interactions Liquid Chromatography (HILIC)
allows separation and monitor of HTL as well as its reaction product
with isobutyl chloroformate. As can be seen from Fig. 2(A) peak of HTL
derivative reaches maximum within a few seconds, after mixing of the
reagents, and then the progressive drop of the peak area is observed. It
has been also shown that after 60-70 min decomposition definitely
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slows down and derivative becomes relatively stable. It should be noted
that at the same time derivative of HSL remains fairly stable. For further
investigations we decided to subject the sample to next stages just after
mixing of the reagents. Our findings were in a good agreement with the
observations made by other investigators regarding derivatization of
methionine and Hcy with the use of isobutyl chloroformate [22,23].

Additional chromatographic experiments have been conducted to
establish kinetic of the derivatization reaction of HTL and HSL with
isobutyl chloroformate. As mentioned above, HILIC separation and UV
detection enabled us to monitor the reaction product, but also one of
the unreacted substrate, namely HTL/HSL. Since HTL derivative has
turned out as not stable we tested the rate of HTL/HSL disappearance in
reaction mixture, reflecting their derivatives formation. As can be seen
from Fig. 2(B) gradual disappearance of HTL/HSL was observed when
added to reaction mixture up to 15 min, when HTL/HSL were consumed
completely. Mentioned above studies clearly indicated that two pro-
cesses, namely synthesis of HTL derivative and rate of its decomposition
are crucial for further analysis. On the other hand, these limitations can
be successfully overcome by application of an appropriate IS.

3.1.3. Extraction

It has been earlier shown that HTL can be easily extracted from
urine samples with the use of liquid-liquid [13,16,19] and solid phase
extraction [11] modes.

In present approach the derivatization reaction was followed by
extraction of HTL derivative from urine samples to chloroform.
Capitalizing on the remarkable hydrophobicity of the derivative, a
number of parameters affecting extraction efficiency have been tested
including time of extraction and amount of organic solvent. Such ap-
proach entailed the use of HSL as an internal standard for error de-
pletion. In each case vials were loaded with urine samples mixed with
phosphate buffer, spiked with IS and isobutyl chloroformate followed
by addition of 300 pL of chloroform acting as an extraction solvent.
Then, mixture was shaken by a mechanical type of shaker to ensure
good interaction of the sample and organic phase. Highly polar and
ionic compounds, insoluble in the organic solvent, during extraction
remained in the aqueous phase, while hydrophobic components such as
HTL-isobutyl chloroformate derivative were effectively extracted into
the chloroform. In the next step samples were centrifuged for good li-
quids separation and the chloroform layer was transferred to the
polypropylene vial followed by evaporation to dryness. The residue was
reconstituted in ethyl acetate. The injection of 1uL of the salt free
sample in split ratio of 10:1 mode onto the column and separation was
possible without further purification.

It should be noted that application of IS has allowed to neglect
extraction efficiency, namely it was not necessary to approach this
problem quantitatively. Our experiments have proven that regardless of
the analyte recovery variations correctly selected IS effectively reduce
the total error, making procedure reproducible and useful for HTL de-
termination.

3.2. Chromatographic separation and detection

The variety of parameters has been leveraged to provide satisfactory
separation. Though many variables have been optimized, a flow rate
and type of carrier gas have hardly had an impact, while temperature of
column was the most important factor influenced quality of the se-
paration. Thus temperature gradient was thoroughly tested to establish
the optimal separation conditions. It has been also shown that a change
in a flow rate merely expands or compresses the chromatogram but has
minimal impact on the resolution. A definite identification and quan-
tification were possible as a result of a clear separation of matrix in-
terferences from the analyte peak as well as its mass spectra. Seeing that
HTL derivative has not been studied as yet we had to identify the
molecular ions related to the analyte. For this purpose the SCAN mode
of MS detector was exploited. It has been shown that two ions, namely
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Fig. 3. Electron ionization mass spectra of the isobutyl chloroformate derivative of HTL.
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Fig. 4. Representative chromatograms of human urine (thick line) and urine spiked with HTL (30 pmol mL™1) and HSL (2 pmol mL 1) (thin line) after derivatization
with isobutyl chloroformate. Chromatographic conditions are described in Section 2.5.

161.1 and 189.1 m/z can be used for analyte monitoring (Fig. 3) while
for HSL derivative 146.1 m/z should be applied. Further analyses were
conducted with SIM mode and the MS detector was set to above values.
Fig. 4 shows an exemplary chromatograms, including the plot of a
sample extract from urine obtained with the use of optimal separation
conditions described in Section 2.5.

3.3. Validation

During method validation we abode by the rules of the guidelines
for biological sample analysis [24,25]. Calibration was made with the
use of real samples. As can be seen from Fig. 4 (thick line) it was
possible to found urine samples actually free of HTL. These samples we
utilized for calibration of the method. The linear relationship is a first
step for assay validation, the second point to confirm is that the method
is able to provide reproducible results. The calibration range adequately
covered the variations in the amounts of analytes in the real samples.
Linearity was checked in a continuous domain from 0.01 up to
0.200 nmol mL ™!, A calibration curves were prepared by measuring
seven different concentrations of HTL. The peak area ratios of HTL
derivative to that of HSL were plotted versus analyte concentration. At
each concentration, four replicates were assayed. Obtained results
confirmed that the peak area increases in proportion to the analyte
concentration and the method is linear. A regression equations were
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y = 1073.7x — 2.85 (R% 0.986) and y = 1.485x (R 0.999) for HTL and
HTL/HSL ratio, respectively.

The LOQ and LOD values amounted to 0.01 and 0.005 nmol mL™?,
respectively. These values were comparable or better than previously
published, based on HPLC/CE studies concerning HTL determination in
human urine [11,12,16].

The method accuracy was demonstrated to be within 98.0% and
103.2% of the nominal concentration for all HTL levels. The %RSD was
6.4%-9.5% and 10.7%-16.9% for intra- and inter-day, respectively
indicating good method precision. Detailed data are inserted in Table 1.

Specificity of the method was also tested. Since metabolically re-
lated to HTL Hcy is known to be present in human urine, the mixture
containing both compounds derivatized with isobutyl chloroformate
was chromatographed under recommended conditions (Section 2.5) It

Table 1

Recoveries, within- and between-day precision of HTL added to urine.
HTL added HTL found Recovery [%] RSD [%]
[nmol mL 1] [nmol mL~1]

Intra-day  Inter-day

0 0.000 - - -
0.01 0.010 103.2 6.4 16.9
0.10 0.098 98.0 8.2 121
0.20 0.197 98.6 9.5 10.7
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has been shown that HTL and Hcy derivatives firmly differ in retention
times.

Validation studies have also revealed that calibration curves pre-
pared with the use of various urine samples differ markedly in a slope,
indicating that matrix composition strongly affects the final results. One
of the most probably reason is that samples differ in a salt concentration
and/or pH. Since linearity of the method has been proven the single
standard addition method was chosen for HTL determination in samples
donated by apparently healthy volunteers. Taking into account char-
acteristics of the single standard addition method that meant that each
sample had to be analyzed twice. First analysis was aimed at estimation
of the quantity of HTL needed for urine sample spiking. In the next step
spiked urine sample was analyzed once more time. It should be noted,
that such approach was recognized as a serious limitation, leading to
reduction of the number of samples analyzed per day. Having regard to
that restriction presented method allows analysis of 45 samples per
diem, while other methods based on HPLC and CE techniques enable to
analyze daily 300 [11], 96 [12] or 100 [16] samples.

3.4. Application of the method

When the validation parameters had been evaluated, the method
was applied to the analysis of urine samples donated by 12 apparently
healthy volunteers. Representative chromatogram obtained for one of
them is depicted on Fig. 5. It has been shown that concentration of HTL
in real samples ranged from 7 pmolmL~"' to 162 pmolmL~"' urine
(average 54 + 57 pmolmL™'). Taking into account Crn levels these
values ranged from 0.51 to 13.1umolmol™! Crn (average
7.5 * 8.0 umol mol ™~ ! Crn). Moreover, in two samples concentration of
HTL was found to be below the LOQ (7 and 9 pmol mL™Y). Due to the
fact that RSD for these estimated values were less than 5%, both results
were included to the calculations of the average amounts. However, it
has been earlier shown that urinary concentration of HTL in healthy
human subjects ranges from 25 to 297 pmol mL~?! [11], from 11 to
485pmolmL~! [12] or from 129 to 229 pmolmL~' [16], while in
some pathological conditions higher levels can be observed [10,26].
Thus, data obtained in the current study clearly indicate that proposed
GC-MS assay can be useful both, in clinical as well as normal samples. It
should be also mentioned that in some cases analyte was not detected.
It means that proposed assay cannot be exploited for plasma samples
where HTL contents are about 100-fold lower than those in urine [13].
In present approach free of HTL urine samples have been used for ca-
libration studies.
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4. Conclusions

This work demonstrates for the first time that GC-MS technique can
be successfully applied to the analysis of human urine for HTL content.
We have also shown that samples can be adequately assayed in a rapid
and quantitative method following reliable and straightforward sample
preparation. Our approach has also proven that the application of HSL
as an IS for error depletion is advantageous. Overall analytical proce-
dure involved three basic steps: derivatization of the analyte, extraction
of derivative with the chloroform followed by final chromatographic
separation. Importantly, extraction is not a limitation since many
samples can be assayed at the same time. While there are some HPLC
based methods enabling HTL determination, the cost, complexity, and
time investment to carry out these assays precludes their widespread
and routine use. When applied correctly, presented assay may produce
valuable data that can be used to establish concentration of urinary HTL
in clinical as well as normal samples. An important limitation of pre-
sented assay concerns application of the single standard addition
method which limits the number of samples analyzed per day.
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Zastosowanie chromatografii gazowej w analizie moczu i $liny na zawarto$¢ tiolaktonu homocysteiny
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J. Piechocka, M. Wronska, G. Chwatko, H. Jakubowski, R. Glowacki, Quantification of
homocysteine thiolactone in human saliva and urine by gas chromatography-mass
spectrometry, Journal of Chromatography B, 1149 (2020) 122155.

Skuteczno$¢ opisanej powyzej metody (praca D1) wykorzystujacej technike GC
oraz detekcje MS zostata potwierdzona w analizie probek moczu, ktora to matryca jest
mniej zlozong pod wzgledem sktadu i wymaga mniejszej liczby operacji na etapie
przygotowania anizeli osocze. Z tego tez powodu moje pdzniejsze prace Skoncentrowaly
sie na mozliwosciach wykrycia oraz oznaczania HTL takze w probce sliny. Co wazne, nie
wykazano jak dotad obecnosci HTL w tej matrycy. Uwaza si¢ jednak, ze posiada ona
olbrzymi potencjat diagnostyczny i moze sta¢ si¢ w peilni przydatnym materialem do
okreslania poziomu waznych biologicznie zwigzkow Ww celu powigzania ich
obecnosci/stgzenia z rozwojem chorob. W zwigzku z powyzszym postanowitam
przeprowadzi¢ szereg eksperymentow, Ktorych gtéwnym celem bylo wykazanie, ze HTL
jest obecny w $linie cztlowicka. W nastepnej kolejnosci skupitam si¢ na zbadaniu relacji
stezeniowej pomiedzy jego zawartoSciag w moczu oraz S$linie. Optymalizacja
charakterystycznych dla GC parametrow chromatograficznych (rodzaj kolumny,
temperatura pieca, temperatura dozownika, objetos¢ wprowadzanej probki) pozwolita na
ustalenie efektywnych warunkéw rozdzielania zarowno dla prébek $liny jak i moczu.
Zaproponowana przeze mnie procedura analityczna obejmuje ekstrakcje HTL z prébki
biologicznej, liofilizacje, modyfikacje chemiczng analitu oraz koncowa analize

chromatograficzng.

Ze wzgledu na zlozony charakter probki (mocz, §lina), w tym obecno$¢ biatek ($lina),
niezbednym krokiem przed etapem rozdzielania chromatograficznego bylo usunigcie
potencjalnie interferujagcych sktadnikow matrycy w celu poprawy selektywnosci i czutosci
opracowanej metody. Uproszczenie matrycy oraz usuni¢cie biatek wykonano jednoczesnie
przez zastosowanie ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz. W tym celu przetestowatam szereg
réznych rozpuszczalnikow organicznych, jednakze podobnie jak w przypadku
wczesniejszych  eksperymentdw  mieszanina  chloroform:metanol w  stosunku
objetosciowym 2:1 (v/v) okazala si¢ by¢ najlepsza pod wzgledem parametrow lotnosci
rozpuszczalnika oraz efektywno$ci izolacji analitu. Do przeksztalcenia HTL w lotng
pochodng wykorzystatam reakcje sililacji, stosujac odpowiednio przygotowang mieszaning

reakcyjng sktadajaca si¢ z N-trimetylosililo-N-metylotrifluoroacetamidu oraz chlorku
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trimetylosililowego (MSTFA/TMCS). Na tym etapie zoptymalizowatam trzy kluczowe dla
reakcji  derywatyzacji  parametry, sprawdzajac nadmiar molowy odczynnika
derywatyzujacego, temperature oraz kinetyke reakcji dla probki moczu i $liny, uzyskujac
zblizone do siebie rezultaty. Zbadalam réwniez trwalo§¢ HTL w $linie, stosujac
opracowana wczeéniej w Katedrze Chemii Srodowiska i opublikowana metode oparta na
technice HPLC-FLD [56]. Bylo to bardzo istotne poniewaz, jak juz wspomnialam, nikt
wcezesniej nie stwierdzil obecnosci HTL w §linie. W tym kontekscie byly to badania
pionierskie, ktore dostarczyly informacji 0 mozliwosciach i warunkach przechowywania

prébek $liny w przypadku badania zawartosci HTL.

Kolejnym etapem prowadzonych przeze mnie prac byta walidacja metody, obejmujaca
charakterystyczne dla prébek biologicznych parametry, a mianowicie granice
wykrywalnosci, granicg¢ oznaczalno$ci, zakres liniowosci, a takze doktadno$¢ i precyzje.
Za pomocg opracowanej metody mozna okresli¢ ilosciowo zawartos¢ HTL w zakresie od
0,05 do 1 pumol/l $liny 1 moczu. Wyznaczone doswiadczalnie wartosci LOD 1 LOQ
znajdowaly si¢ na poziomie umozliwiajagcym S$ledzenie stezenia HTL w badanych
probkach rzeczywistych. Pozostale parametry poddane walidacji byly zgodne =z
zalozonymi warto$ciami granicznymi przyjetymi podczas analizy probek biologicznych,
co potwierdzito wiarygodno$¢ otrzymanych wynikow. Nastepnie poddatam analizie prébki
$liny i moczu zebrane od 18 pozornie zdrowych ochotnikdw obojga pici, w réznym wieku.
W przypadku pomiaréw zawartosci HTL w probkach sliny byty to pierwsze opublikowane
w literaturze $wiatowej wyniki. Poshizyly one do wyznaczenia relacji stezeniowej
pomiedzy HTL w badanych matrycach. Bylo to mozliwe dzigki pobraniu obydwu
rodzajow probek od kazdego dawcy. Przeprowadzone ksperymenty upowazniajg do
stwierdzenia, ze istnieje $rednia korelacja pomigdzy zawartoscig HTL w moczu i §linie tej
samej osoby. Korelacja ta nie wystgpowata jednak po przeliczeniu zawartosci HTL na Crn.
Uzyskane na niewielkiej grupie badanych wstepne wyniki pozwalajg jednak sadzi¢, ze
takze w przypadku HTL mozliwe bedzie poshigiwanie si¢ $ling jako materialem

alternatywnym w badaniach klinicznych.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Homocysteine thiolactone (HTL) is a chemically reactive thioester that has been implicated in cardiovascular
disease. So far, its presence has been documented in human and mouse plasma and urine. Here, using a new
method, we show that HTL is present in human saliva. The assay involves chloroform-methanol extraction of
HTL, lyophilization, and derivatization with N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide (MSTFA) and tri-
methylchlorosilane (TMCS). The method is based on a gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC-MS) and quantifies HTL in a linear range from 0.05 to 1 umol L™! saliva and urine. The limit of quanti-
fication (LOQ) was 0.05 pmol L~'. With respect to saliva specimen, the accuracy was 98.7-112.6%, and
90.2-100.5%, while the precision was 7.1-13.5% and 12.5-15.0% for the intra- and inter-day variation, re-
spectively. In relation to urine samples, the accuracy was 91.9-110.9% and 91.2-103.3%, while the precision
varied from 2.2% to 14.5% and 7.4% to 14.3% for intra- and inter-day measurements, respectively. Using this
method, we show that in apparently healthy individuals (n = 18), HTL levels in saliva are not positively cor-
related with urinary HTL levels. Undoubtedly, larger population should be investigated to get more meaningful
results.

Keywords:

Gas chromatography — mass spectrometry
Homocysteine thiolactone

Human saliva

Human urine

N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide
Liquid-liquid extraction

risk predictor of acute myocardial infarction, independent from estab-
lished risk factors and plasma Hcy [11]. These findings highlight the

1. Introduction

Clinical studies have established that elevated plasma homocysteine
(Hcy) levels are a risk factor for cardiovascular and neurodegenerative
diseases [1-7]. In those studies, a composite marker, so called ‘total
Hcy’ referring to the concentration of all redox form of Hcy including
reduced and oxidized or protein bound, was used. Nevertheless these
studies do not include other important Hey metabolites, such as Hcy-
thiolactone (HTL) [8]. HTL is a cytotoxic metabolite of Hcy formed in
an error-editing reaction in protein biosynthesis when Hcy is mis-
takenly selected in the place of methionine by methionyl-tRNA syn-
thetase. However, accumulating evidence suggests that HTL, due to its
chemical reactivity and the ability to modify protein lysine residues,
can be mechanistically involved in cardiovascular disease [9,10]. Re-
cent prospective studies with a cohort of coronary artery disease pa-
tients (n = 2.086) from the WENBIT randomized controlled trial have
shown that urinary HTL is not affected by B-vitamin therapy and is a

need for development of new assays to facilitate further studies of HTL
in health and disease.

Although plasma and urine are the most often used in clinical,
pharmacological and pharmacokinetics studies, using other biological
fluids, e.g. saliva, might be preferable under certain circumstances, such
as in highly contagious diseases. In contrast to blood and urine, col-
lection of saliva is less cumbersome, less intrusive, less discomforting,
and much faster. Moreover, the complexity of the saliva matrix is lower
compared to plasma/urine which makes sample preparation easier and
more cost effective [12]. Thus, saliva can be a more manageable al-
ternative to blood and urine in the diagnosis of human disease. So far,
several articles describing findings on drugs and metabolites as well as
biomarkers in saliva have been published [12-18]. Interestingly, ap-
proximately 40% of cancer and cardiovascular disease biomarkers were
found to be present also in saliva [16]. It is well established that various

Abbreviations: CMLT, 2-chloro-1-methyllepidinium tetrafluoroborate; Crn, creatinine; Hcy, homocysteine; Hcy,, homocystine; HTL, homocysteine thiolactone;
MSTFA, N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide; OPA, o-phthaldialdehyde; PCA, perchloric acid; PB, phosphate buffer; TMCS, trimethylchlorosilane
* Corresponding authors at: Department of Environmental Chemistry, Faculty of Chemistry, University of Lodz, 163 Pomorska Street, 90-236 L6dZz, Poland.
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drugs and metabolites quantified in saliva correlate well with their
corresponding plasma/urine levels [13,19,20]. Thus, saliva is supposed
as an alternative to blood and urine in the diagnosis of some diseases.

Several HTL assays for a variety of organisms and tissues have been
developed over the past two decades [9,10]. In humans and other
mammals these assays have been mostly used for quantification of
plasma and urinary HTL [21-28]. Ultrafiltration and purification by
liquid-liquid and/or charcoal extraction has been used for sample
preparation, followed by chromatographic separation, post-column
derivatization with o-phthaldialdehyde (OPA) and fluorescence detec-
tion (FLD) [23,24]. Another assay used solid phase extraction and high
performance liquid chromatography (HPLC) with an on-column deri-
vatization with OPA and FLD detection [21]. Liquid-liquid extraction
was used in a urinary HTL assay followed by capillary electrophoresis
with spectrophotometric detection (UV-Vis) [22] or gas chromato-
graphy — mass spectrometry (GC-MS) [26]. However, none of these
methods has been used for quantification of salivary HTL since it was
not known whether HTL occurs in human saliva. According to men-
tioned above, one can reasonably assume that HTL in saliva may serve
as a non-invasive surrogate for this analyte in plasma by two reasons.
First, urine itself is a non-invasive producible matrix too. Second, more
important, the HTL levels in saliva are directly linked to the HTL levels
in plasma because of the secretion from blood to saliva by the salivary
glands. For these reasons, we have developed a GC-MS assay and used
it for identification and quantitation of salivary HTL. Moreover, using
the method we have verified our suppositions and examined a re-
lationship between salivary and urinary HTL levels.

2. Experimental
2.1. Reagents

All chemicals used throughout this study were of analytical-reagent
grade. D,L-homocysteine thiolactone hydrochloride (HTL), D,L-homo-
cysteine (Hcy), D,L-homocystine (Hcy,), N-trimethylsilyl-N-methyl tri-
fluoroacetamide (MSTFA), trimethylchlorosilane (TMCS), o-phthal-
dialdehyde (OPA), creatinine (Crn) and pyridine were from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sodium hydroxide, sodium hydrogen
phosphate heptahydrate, sodium dihydrogen phosphate dihydrate and
HPLC-grade acetonitrile = (MeCN), chloroform (CHCl3), di-
chloromethane, methanol (MeOH) were from J.T. Baker (Deventer, The
Netherlands). Perchloric acid (PCA), hexane, diethyl ether, ethyl
acetate, and petroleum ether were from Merck (Darmstadt, Germany).
2-Chloro-1-methyllepidinium tetrafluoroborate (CMLT) was prepared
as previously described [29].

2.2. Instrumentation

An Agilent 7820A gas chromatograph equipped with automated
thermostated sample injector 7693A and MS detector 5977B (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) was used. The GC apparatus was
equipped with a split/splitless inlet, working in a split ratio of 10:1
mode to an Agilent HP-5MS quartz capillary column (30 m x 0.25 mm,
0.25 pm film thickness). Data acquisition and analysis were performed
using MassHunter 5977B MSD Bundle with 7820 GC software.

HPLC was carried out using an Agilent 1220 Infinity LC systems
equipped with a binary pump integrated with two channel degasser,
autosampler, column oven, diode-array detector (DAD), and 1200 FLD
detector controlled by OpenLAB CDS ChemStation software.

Samples were lyophilized using a Labconco CentriVap concentrator.
Other equipment used included Multi Speed Vortex MSV-3500 (Biosan,
Riga, Latvia), centrifuge with fast cool function (Mikro 220R, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Germany), thermostat (QBD2, Grant
Instruments Ltd, Cambridge, UK) and pH-meter (HI 221, Hanna
Instrument, Loveland, USA). Mili-Q water was obtained using a
Millipore Milli-QRG system (Millipore, Vienna, Austria).
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2.3. Biological samples collection

First early morning saliva (about 2 mL) and urine samples (50 mL)
were collected from healthy individuals into sterile containers, after an
overnight fasting and before teeth brushing by standard methods.
Whole unstimulated saliva samples were collected by splitting method.
In this method whole expectorated oral fluid was put into sterile con-
tainers and clarified by centrifugation (12 000g, 4 °C, 10 min). Samples
were assayed immediately after collection using procedures described
in Section 2.6. and Section 2.8., or stored at —81 °C. Obtained results
for urinary HTL concentration were also adjusted for Crn. Crn was as-
sayed according to the HPLC-UV-Vis method published earlier [30].
The apparently healthy donors were not supplemented with analyte
before sample collection. The study was approved by the Ethical
Committee of the University of Lodz (decision identification code 15/
KBBN-UL/1II/2018). All subjects gave their informed consent.

2.4. Stability of Hcy in saliva

Saliva was spiked with known amounts of Hcy standard (1 pmol
L™Y) and analyzed at different time intervals, using the HPLC-UV-Vis
procedure previously described [19]. Briefly, 50 pL aliquots of spiked
saliva were diluted with 50 uL of 0.2 mol L.~ ! phosphate buffer (PB) at
different pH values from 6.0 to 8.0 that covers the expected pH of
saliva. Then, 5 pL of 0.1 mol L~ CMLT water solution was added and
the reaction mixture was vigorously mixed before keeping it for 3 min
at 25 °C. Then, reaction mixtures were deproteinized with 10 pL of
3 mol L™! PCA and clarified by centrifugation (12 000g, 4 °C). Hcy was
quantified by HPLC using 5 pL aliquot of the supernatant.

2.5. HTL stability in saliva

Saliva was deproteinized by ultrafiltration using a Viva Spin 10-kDa
molecular weight cut-off device (Sartorius, Gottingen, Germany). Its pH
was measured. The deproteinized saliva ultrafiltrate (350 pL) was
spiked with 2.5 pL of an authentic HTL standard, a concentration of
1 pmol L™, aliquoted into three portions, each of which was main-
tained at different temperature: ambient room temperature, —81 °C,
and 4 °C. At different times intervals, HTL was quantified by HPLC with
on-column derivatization with OPA and FLD detection [21].

2.6. Sample preparation for HTL quantification by GC

HTL was extracted from saliva or urine using the CHCl5-MeOH ex-
traction procedure. Briefly, saliva or urine (300 puL) was mixed with
100 pL of 0.2 mol L™'PB pH 7.8 and the mixture was extracted by
vortexing for 3 min with 800 pL of CHCl3/MeOH (2:1, v/v). After
centrifugation (12 000g, 4 °C, 2 min), the bottom organic layer (515 pL)
was transferred into a 1.5 mL polypropylene microtube and dried under
vacuum (15 min, 55 °C). The residue was derivatized with the MSTFA
with 1% TMCS/ anhydrous pyridine reagent (25 pL or 50 uL, 50 °C,
5 min) for saliva or urine samples, respectively. Note: before heating
cap was pierced with a needle to avoid an explosion. After cooling to
room temperature, reaction mixture was transferred to HPLC vials and
an aliquot (1 pL) was injected into the GC-MS system. Then samples
were analyzed according to procedure described in Section 2.8.

2.7. Calibration of the GC-MS assay

Saliva or urine (300 pL) spiked with HTL at concentrations from
0.05 to 1 umol L™! were pipetted into polypropylene Eppendorf mi-
crotubes and processed according to the procedures described in
Section 2.6. and Section 2.8.
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2.8. GC conditions

Helium (99.9999%) was used as the carrier gas at a constant flow
rate of 1 mL min~ . The injection port temperature was 280 °C. The
oven temperature was 146 °C for 4.2 min. The MS detector was oper-
ated in the electron impact mode at 70 eV and the ion source tem-
perature was set to 230 °C, temperature of quadrupole was set to
150 °C, while the MS interface was set to 250 °C. The MS detector was
focused on the trimethylsilyl-HTL derivative ions with m/2100.1, m/
2z115.1, m/2128.1, and m/2161.1, while m/z 128.1 was selected for
quantification.

3. Results and discussion

It is widely recognized that the proper selection of sample pre-
paration as well as chromatographic conditions play a pivotal role in
the quality of generated results. Thus, detailed experiments underwent
to provide robustness of proposed analytical procedure.

3.1. Stability studies

We examined the stability of salivary HTL and compared it with the
stability of salivary Hcy at different temperatures. We approached this
problem quantitatively in order to observe potential turnover of Hcy
and HTL. In the stability experiments salivary HTL and Hcy were
quantified using a HPLC-FLD and HPLC-UV-Vis based methods, re-
spectively developed in our earlier studies [19,21]. Notably, experi-
ments concerning examination of HTL stability in saliva were con-
ducted with the use of HPLC-FLD method enabling its convenient
monitoring, provided that relatively high concentrations are studied.
Such approach was advantageous from the standpoint of experiment
simplification. As shown in Fig. 1A salivary HTL is stable at room
temperature for at least 8 h. In contrast, salivary Hcy levels were pro-
gressively reduced, most likely by an oxidation to Hcy, (Fig. 1B), as
described in earlier studies in plasma [31]. All salivary Hcy disappeared
within 150 min and there was no change in HTL. Surprisingly, kinetics
of Hey disappearance varied greatly between saliva donors, despite
similar salivary pH values of 6.5-7.0. Thus, factors other than pH were
responsible for Hey disappearance. This remains to be investigated in
details. We observed that cooling of the sample is only able to delay this
effect, but does not eliminate it. This should be taken into account in
the case of any attempt to measure reduced thiols content in saliva
samples. At 4 °C, salivary HTL was stable for 3 days (data not shown).
During the storage at —81 °C, the recovery for HTL from saliva was
66% after 125 days (Fig. 1C). Thawing and freezing saliva samples
three times did not affect the concentration of salivary HTL in a short
period of time.

3.2. Sample preparation

In the present study sample preparation involved extraction of HTL,
lyophilization, treatment of the residue with anhydrous pyridine and
derivatizing mixture containing MSTFA and TMCS. All experiments
concerning optimization of sample preparation procedure were per-
formed using described herein procedures based on GC-MS measure-
ments.

3.2.1. Extraction of HTL

After examining several organic solvents including hexane, CHCls,
MeOH, ethyl acetate, diethyl ether, dichloromethane, petroleum ether,
and their mixtures the CHCls/MeOH (2:1, v/v) mixture was found to be
superior with regard to low solvent volatility, extraction selectivity and
efficiency, in agreement with previous studies [22,26,32,33]. Very
promising results were obtained when ethers or dichloromethane were
used. Unfortunately, application of very volatile solutions was con-
comitant with pipetting problems leading to significant errors increase.
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Fig. 1. Stability of homocysteine thiolactone (HTL) (A) and homocysteine
(Hcy) (B) in saliva samples at room temperature, and long term stability of HTL
in saliva specimen at —81 °C (C), expressed as a peak area where AU and LU
mean absorbance and luminescence units, respectively.
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Fig. 2. Chemical derivatization reaction of homocysteine thiolactone (HTL) with N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide (MSTFA) in the presence of tri-

methylchlorosilane (TMCS).

On the other hand, some undesirable peaks on the chromatograms were
observed when hexane or ethyl acetate were exploited. Finally, ex-
traction of HTL from saliva/urine samples was carried out according to
the procedure published earlier [22,26]. The process was performed at
room temperature with the use of 800 pL of the extraction mixture
consisted of CHCl; and MeOH (2:1;v/v). It was advantageous from the
standpoint of method simplification. Experiments conducted have
clearly shown that isolation of HTL with CHCl3; and MeOH mixture
eliminates efficiently contamination of extract with proteins. Research
carried out have also proven that application of CHCl; and MeOH
mixture does not disturb the recovery of HTL from saliva samples.

3.2.2. Derivatization of HTL

To convert HTL to a volatile derivative we used the silylating
MSTFA/TMCS reagent [34]. Upon derivatization HTL was converted
into trimethylsilyl derivative (Fig. 2), which appeared as a character-
istic peak on GC chromatograms.

As shown in Fig. 3A, the derivatization reaction with a standard of
authentic HTL is essentially instantaneous, completed within several
seconds after mixing of the reagents. The product is stable for 2 h, and
then the progressively declines. Derivatization of salivary and urinary
HTL proceeded with similar kinetics. Temperature, tested in the range
of 40-60 °C, did not significantly affect the efficiency of the HTL de-
rivatization reaction (data not shown).

Additional experiments have been conducted to establish optimal
amounts of MSTFA/TMCS mixture and pyridine for HTL derivatization.
It should be noted that TMCS was purchased as a 1% solution in
MSTFA. We found that the best results were obtained when 25 pL (for
saliva) and 50 pL (for urine) of MSTFA/TMCS solution was used. We
also found that thel:1 ratio of pyridine to the derivatizing reagent
MSTFA/TMCS was optimal (Fig. 3B).

Amount of saliva/urine in sample preparation was also optimized.
We found that the volume of saliva or urine significantly affected the
signal peak area and baseline noise. Of three different volumes tested
(150, 300 and 450 pL), 300 pL of saliva or urine gave the best signal
with the lowest baseline noise.

These experiments established the optimal procedure, in which the
CHCl3/MeOH extracted saliva or urine sample is derivatized with
freshly prepared MSTFA/TMCS mixture in pyridine and immediately
subjected to the GC chromatographic analysis.

3.3. Chromatographic separation and detection

A representative GC profile for HTL analysis is shown in Fig. 4. The
peak of the trimethylsilyl-HTL derivative was well separated from other
compounds (Fig. 4). The identity of the 3.95 min peak observed in
saliva or urine samples was established by its coelution with the tri-
methylsilyl-HTL standard. Integration of the peak of analyte was made
manually. Integration parameters were set to values with respect to
limit of quantification (LOQ) value.

The chemical structure and identity of the putative trimethylsilyl-
HTL derivative observed in saliva or urine samples was confirmed by
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Fig. 3. Derivatization reaction yield as a function of time combined with ex-
amination of stability of the trimethylsilyl derivative of homocysteine thio-
lactone (HTL) in autosampler (A), and optimization of pyridine/N-tri-
methylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide (MSTFA) ratio for HTL derivatization
(B), expressed as a peak area of the trimethylsilyl-HTL derivative.

mass spectrometry. The trimethylsilyl-HTL derivative has never been
studied before and ions resulting from its fragmentation in a mass
spectrometer were not known. We analyzed a trimethylsilyl-HTL deri-
vative prepared from an authentic HTL standard (1 pmol L1,
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Fig. 4. Representative chromatograms of human saliva (A) and urine (B) (grey
lines), the same samples spiked with homocysteine thiolactone (HTL) (0.5 pmol
L™1) (dotted lines) and blank sample (black lines), processed according to the
procedures described in Section 2.6 and Section 2.8. Trimethylsilyl-HTL deri-
vative monitored at m/z 100.1, m/z 115.1, m/z 128.1, and m/z 161.1.

according to the procedure described in Section 2.6., using MS detector
operated in a SCAN mode. Four fragmentation ions of m/z100.1, m/z
115.1, m/z 128.1 and m/z 161.1 were identified as suitable for the
analyte monitoring (Fig. 5). These detection conditions were also ad-
vantageous from the standpoint of method selectivity. Subsequent
analyses were conducted in a SIM mode with MS detector set to the
identified m/z values, and m/z 128.1 was selected for quantification.

3.4. Method validation
The validation protocol covered all necessary parameters including

selectivity, linearity, imprecision, recovery, and LOQ and has adhered
to the guidelines for biological sample analysis [35]. Matrix effect,
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Fig. 5. Electron ionization mass spectra of the trimethylsilyl derivative of
homocysteine thiolactone (HTL), obtained by analyzing standard solution of
HTL (1 umol L™ 1) prepared according to procedure described in Section 2.6.

understood as the suppression or enhancement of an analyte signal due
to the presence of undesirable components, was also evaluated. The
LOQ was taken as the concentration that produces a detector signal that
could be clearly distinguished from the baseline (ten times above the
baseline noise). The LOQ was estimated as the minimum concentration
of the analyte at which the resulting peak can be quantified with a
defined level of certainty. In present study, LOQ accepted as the lowest
standard on the calibration line was 0.05 pmol L™! for both saliva and
urine. Obtained values were similar to those published earlier con-
cerning determination of HTL in human urine [21,26]. The detailed
validation data are inserted in Table 1. Precision expressed in the form
of relative standard deviation, as well as accuracy defined as the per-
centage of analyte recovery calculated by expressing the mean mea-
sured amount as percentage of added amount were investigated. Ac-
curacy was calculated with the use of the following formula:

Accuracy (%)
= [(measureda mount — endogenous content)/added amount]

X 100%

Three different concentrations fully covering the scale of the cali-
bration curves were studied: one close the LOQ, one near the middle,
and one near the upper range of the curve. All concentrations were
tested with the use of calibration curves prepared especially on that
occasion. Intra- and inter-day precision, and accuracy data are shown in
Table 1 and Table 2, respectively.

A standard approach was applied for the calibration of the method.
Linearity understood as the reproducible regression or fit of the cali-
bration curve compared to expected concentration values was eval-
uated. Calibration curves were prepared by measuring 8 different
concentrations of HTL for both saliva and urine, with 3 replicates for
each concentration. The calibration range adequately covered the var-
iations in the amounts of analytes in the real samples. The peak areas of
the trimethylsilyl-HTL derivative were plotted versus analyte con-
centration. Conducted experiments have confirmed that the peaks area
increased linearly with the concentration, thus the method can be re-
cognized as a linear. Calibration data obtained within one working day
are shown in Table 1.

Validation has also included evaluation of the selectivity. When
blanks and standard HTL (1 pumol L™Y) were analyzed, the elution
profiles showed no interfering signals at the retention time of the tri-
methylsilyl-HTL derivative. Blank human urine and saliva samples from
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Table 1
Calibration and validation data, n = 3.

Journal of Chromatography B 1149 (2020) 122155

Matrix Linear range [umol L™ '] Regression equation (R) Precision [%] Accuracy [%] LOQ [umol L™
Min Max Min Max
Saliva 0.05-1.00 y = 739.0x + 40.9 (R 0.996) 7.06 13.54 98.7 112.6 0.05
Urine 0.05-1.00 y = 761.2x + 46.4 (R 0.998) 2.23 14.47 91.9 110.9 0.05
Table 2 0.20 R=0.5255 A
Precision and accuracy of the method. —_ A
-
Matrix  Concentration [pmol L™  Precision [%] Accuracy [%] ,I_]
= 0.16 T+
Intra-day Inter-day Intra-day Inter-day g
=4 A
Saliva  0.05 10.38 15.01 103.8 90.2 : A ’,a”
0.50 11.82 13.65 104.9 99.2 =) ,—*”
1.00 8.97 12.48 103.0 100.5 £ 012 T Jittad
g T
Urine 0.05 2.26 7.40 110.9 91.2 ~ AA—" A
0.50 11.68 11.65 107.0 103.3 5 o A
1.00 5.11 14.27 103.3 99.8 <@ e
S 008+ - A A A
5] A
T . . -
six individuals and the same samples spiked with HTL, assayed ac- =
cording to described herein procedures in Section 2.6. and Section 2.8, = 0.04 +
showed no interfering peaks from endogenous urine and saliva com- §
. . - p—
ponents (Fig. 5). Furthermore, the trimethylsilyl-HTL peak was eval- =
uated for purity using MS detector operated in SCAN mode. It was set to \
L L L L
acquire spectra over the entire chromatogram and the spectra obtained 0.00 T T T T !
during the elution of the peak were compared. Importantly, we found 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

that identical MS spectra were obtained at different sections of the
3.95 min peak, which indicates that the peak is homogenous and cannot
attributed to more than one compound.

3.5. Analysis of human samples

After validation, the GC-MS assay was applied to the analysis of
saliva and urine samples from 18 apparently healthy volunteers (7 male
and 11 female, 24-65 years old). An average age of male was 37.0
while average age of female was 30.0. Quantification of HTL in real
samples was based on multiple standard addition method. Salivary and
urinary HTL varied from 0.07 to 0.19 pmol L™ and from 0.08 to
0.27 umol L7! respectively. Average salivary HTL was
0.10 * 0.02 ymol ™! in men and 0.11 + 0.03 umol L™ for women,
similar to urinary HTL 0.17 + 0.05 pmol L™! in men and
0.19 = 0.04 umol L™ ! for women. Urinary HTL levels normalized to
Crn varied from 1.04 to 9.57 pmol mol ~* (average 4.44 + 2.81 (men),
3.28 * 2.34 (women) pmol mol~! Crn) and were similar to those
previously reported values using different HTL assays [21,22,24,26].
These findings indicate reliability of our new GC-MS assay.

The values for salivary HTL are the first ever reported. Least squares
regression model was used to describe the salivary and urinary HTL
concentration response relationship. The curve's correlation coefficient
was monitored. Notably, we found that there was a moderate positive
correlation between salivary and urinary HTL (Fig. 6A). However, the
correlation disappeared when two outliers, the lowest (left) and highest
(right) pair, were removed. The same phenomenon has been observed
after normalization of urinary HTL to Crn (Fig. 6B). Though very pre-
liminary, obtained results give hope that saliva might be a valuable
alternative to urine regarding HTL determination. Nevertheless, in the
light of the results obtained it should be clearly stated that this sup-
position should be carefully re-investigated as a relatively small group
of people has participated in the experiment. Moreover, to guaranty the
comparability between different study centers a clear and joint protocol
for sampling and saliva processing needs to be fixed [36]. This suppo-
sition remains to be thoroughly studied in the near future.
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0.20 T
R=-0.0141

—_ A B
; 0.16 +
i A
= A
S 012 + Ah A
= | aA_ _ A ______ A A
£ A ‘A‘ &
g A
S 0.08 4
g A 4,
)
]
h
= 0.04 +
<
Z
2

0.00 N N ' i

0 25 5 75 10

Urine HTL concentration normalized
to Crn [pumol mol-1]
Fig. 6. The plot of individual values of urinary homocysteine thiolactone (HTL)
(A) and urinary HTL levels normalized to creatinine (Crn) (B) versus corre-

sponding salivary contents for human subjects (n = 18). Samples proceeded
according to procedures described in Section 2.6. and Section 2.8.

4. Conclusions

To the best of our knowledge, this is the first report documenting
the presence of HTL in human saliva. We developed a sensitive and
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reliable GC-MS assay and applied it for identification and quantifica-
tion of human salivary and urinary HTL. The new assay quantifies HTL
in the form of a volatile trimethylsilyl-HTL derivative. The attractive-
ness of the GC-MS assay relies on simplicity of sample preparation and
low reagents consumption. An important benefit that also evidently
arises is the elaboration of the procedure that exploits the same sample
preparation procedure and chromatographic conditions to different
matrices. The method showed very good linearity at both low and high
concentrations. The GC-MS assay provides a new useful tool that will
facilitate studies of the role of HTL in health and disease. Present stu-
dies conducted with the use of 18 samples have revealed that there is no
correlation between urinary and salivary HTL. However, analysis of a
much larger number of samples in the future will enable more com-
prehensive conclusions in this regard.
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Bazujac na wynikach opisanych powyzej (praca D2) postanowitam opracowad
kolejng procedure, ktora umozliwi oznaczanie HTL w probkach $liny, przy zachowaniu
mozliwosci oznaczania innych waznych biologicznie zwigzkow siarki, powigzanych w
szlaku metabolicznym metioniny (Met). Bylo to istotne takze w kontekscie wykazania, ze
GC moze stanowi¢ alternatywne narzedzie dla HPLC w przypadku analizy prébek
biologicznych na zawarto$¢ nielotnych zwigzkéw siarki. Studia literaturowe potwierdzity,
Ze zaproponowana przeze mnie metoda bedzie pierwsza, ktora pozwala na oznaczanie Met,
HTL oraz catkowitych form Hcy i Cys w §linie cztowiecka. W opracowanej przeze mnie
metodzie przygotowanie probki obejmuje jednoczesng redukcje wigzan disiarczkowych za
pomoca tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP) oraz wytracenie bialek za pomoca
rozpuszczalnika organicznego — acetonitrylu (MeCN). Nastepnym krokiem w opracowanej
procedurze jest wstepne zatezenie analitu przy pomocy koncentratora prézniowego oraz
modyfikacja chemiczna mieszaning zawierajacg bezwodng pirydyne, MSTFA 1 TMCS. W
0dréznieniu od poprzedniej procedury (praca D2) nie zastosowatam ekstrakcji.
Poszczegolne etapy przygotowania probki do analizy okazaly si¢ niezbedne i zarazem
wystarczajace aby w jednym toku analitycznym oznaczy¢ HTL oraz pozostate,
wspomniane powyzej zwigzki. Na etapie optymalizowania poszczegolnych etapow
procedury analitycznej wykorzystywatam rdézne narzedzia analityczne, w tym metode
HPLC opartg o derywatyzacje chemiczng tioli za pomoca tetrafluoroboranu 2-chloro-1-
metylolepidyniowego (CMLT) [40]. Byly to eksperymenty dotyczace optymalizacji
warunkow redukcji wigzan disiarczkowych. Sprawdzitam szereg czynnikow wptywajacych
na efektywno$¢ redukeji, takich jak rodzaj reduktora, jego stezenie, czas oraz temperatura.
W celu maksymalnego skrocenia i uproszczenia procedury analitycznej etap redukcji byt
prowadzony jednoczesnie z etapem odbiatczenia probki $liny poprzez dodatek MeCN.
Przeprowadzone w tym zakresie badania wykazaty, ze probka sliny jest pozbawiona biatek
przy dodatku co najmniej 4-krotnego nadmiaru objetosciowego rozpuszczalnika
organicznego. Potwierdzitam to do$wiadczalnie wykorzystujac pomiar absorbancji przy

dhugosci fali A= 280 nm dla roztworéw albuminy, odzwierciedlajacych st¢zenia biatek
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charakterystyczne dla $liny czlowieka. Nastepnym krokiem, przeprowadzonym
bezposrednio przed modyfikacja chemiczng analitbw bylo odparowanie uzyskanego
supernatantu do sucha pod zmniejszonym cisnieniem. Celem takiego postgpowania byto
zatgzanie probki jak rowniez usunigcie wody, ktore zaburza/uniemozliwia reakcje sililacji
w stosowanych warunkach. Majac na uwadze fakt, Ze mieszanina reakcyjna jest podatna na
hydrolizg, zbadatam mozliwy zakres temperaturowy pracy koncentratora probek oraz czas
potrzebny do usunigcia rozpuszczalnika z probki. W tym doswiadczeniu weryfikacji
poddatam réwniez skuteczno$¢ redukcji wigzan disiarczkowych za pomoca TCEP oraz

stabilno$¢ analitu w zadanych warunkach.

Przeprowadzona w kolejnym etapie walidacja, obejmujaca zakres liniowosci,
precyzje, doktadnos$¢ i wyznaczone eksperymentalnie warto$ci LOD i LOQ (0,05 nmol/ml
dla HTL), wykazala potencjalng przydatno$¢ opracowanej metody w badaniach tzw.
probek rzeczywistych. Procedura zostata nastepnie zastosowana w analizie prébek sliny na
zawarto§¢ HTL oraz towarzyszacych mu niskoczgsteczkowych zwiazkéw siarki. W
wyniku przeprowadzonych eksperymentow ustalitam, ze $rednie st¢zenie Met w badanych
probkach wynosi 23,89 + 16,22 pumol/l, 7,67 + 4,32 umol/l dla Cys oraz 0,99 + 0,54 pumol/I
dla Hcy. W badanym materiale nie stwierdzono obecno$ci HTL najprawdopodobniej ze

wzgledu na jego ograniczong trwalo$¢ w $linie w warunkach ex vivo.
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Abstract: Gas chromatography—-mass spectrometry technique (GC-MS) is mainly recognized as
a tool of first choice when volatile compounds are determined. Here, we provide the credible
evidence that its application in analysis can be extended to non-volatile sulfur-containing compounds,
to which methionine (Met), homocysteine (Hcy), homocysteine thiolactone (HTL), and cysteine
(Cys) belong. To prove this point, the first method, based on GC-MS, for the identification and
quantification of Met-related compounds in human saliva, has been elaborated. The assay involves
simultaneous disulfides reduction with tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) and acetonitrile (MeCN)
deproteinization, followed by preconcentration by drying under vacuum and treatment of the
residue with a derivatizing mixture containing anhydrous pyridine, N-trimethylsilyl-N-methyl
trifluoroacetamide (MSTFA), and trimethylchlorosilane (TMCS). The validity of the method was
demonstrated based upon US FDA recommendations. The assay linearity was observed over the range
of 0.5-20 umol L1 for Met, Hcy, Cys, and 1-20 pmol L1 for HTL in saliva. The limit of quantification
(LOQ) equals 0.1 pmol L~! for Met, Hcy, Cys, while its value for HTL was 0.05 pmol L~1. The method
was successfully applied to saliva samples donated by apparently healthy volunteers (1 = 10).

Keywords: amino acid; aminothiol; cysteine; gas chromatography—mass spectrometry; homocysteine;
homocysteine thiolactone; human saliva; methionine; N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide;
sulfur amino acid

1. Introduction

Methionine (Met)-related compounds, such as homocysteine (Hcy), Hcy-thiolactone (HTL),
and cysteine (Cys), have received continuing attention due to their physiological importance
and considerable implications in so-called civilization diseases. Frequently, disturbed Met-related
sulfur-containing compounds metabolism is associated with cardiovascular, cancer, and neurodegenerative
diseases, among others [1-5]. Despite all extensive research is being done into the connection between
the several human diseases and the above-mentioned sulfur compounds’ metabolism disorders, too little
is still known about their physiological and pathological role in living systems. Therefore, it seems to
be essential to provide more robust and versatile platforms for a comprehensive assessment of Met
and metabolically related compounds metabolome in order to increase knowledge about their role in
the human body, in the near future. In addition, it would be desirable to provide new analytical tools
facilitating large-scale screening, from the standpoint of an effective fight against high morbidity and
mortality from these diseases.

Int. ]. Mol. Sci. 2020, 21, 9252; d0i:10.3390/ijms21239252 www.mdpi.com/journal/ijms
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Over the last decades, the gas chromatography—mass spectrometry technique (GC-MS) has been
proved to be one of the most powerful analytical tools for biofluids analysis. Most probably, due to
high-throughput potential, sensitivity, specificity, and great resolution, along with high degrees of
reproducibility and accuracy, the GC-MS receives continuing interest. So far, numerous methods
based on GC-MS for HTL, Met, Hcy, and Cys determination have been developed. In relation to gold
standards in the field of clinical, toxicological, and forensic science, which include blood (plasma,
serum) and urine tests, a few GC-MS assays have been designated for simultaneous assessment of
urinary and/or blood plasma Met, Hcy, and Cys [6-15]. Interestingly, none of them allows the sensitive
determination of the above-mentioned aminothiols and Met in human saliva. To the best of our
knowledge, only one GC-MS assay, applied for identification and quantification of human salivary and
urinary HTL, has been developed so far [16]. Since saliva is currently supposed as an alternative to
blood and urine in the diagnosis of some diseases [17-23], we have decided to take on the challenge of
demonstrating the usefulness of GC-MS in saliva analysis for Met-related sulfur-containing compounds.
Furthermore, taking into account recent directions in bioanalysis, the present topic appears as very
important. It seems to be essential to put efforts into developing new, simple, and low-price analytical
tools facilitating large-scale screening of civilization diseases. Moreover, searching for new sources of
biomarkers, which can be obtained in a non-invasive and non-intrusive way in order to encourage
the general public to get through regular checkups, becomes crucial. Most probably non-invasive
and non-intrusive nature of the saliva sampling process as well as the fact that various drugs and
metabolites can be detected in saliva with high correlation to plasma/ urine levels have contributed
to its growing popularity [17-23]. According to several authors, the diagnosis of many pathological
conditions in the human body could thus benefit from the analysis of saliva specimens. Therefore,
our efforts were predominantly attributed to the development of a highly effective analytical tool based
on GC-MS for simultaneous determination of salivary Met, HTL, and total Cys and Hcy content as
well as the application of the assay to real samples in order to confirm or exclude the performance of
the method. In particular, the article discusses essential steps, with some justification, which were
taken to achieve the intended goal. Moreover, the advantages, pitfalls, and limitations of the GC-MS
assay are mentioned.

2. Results and Discussion

It is commonly known that biological fluids, to which saliva belongs, consist of a large
number of components representing widely varied structures and physicochemical properties.
Despite technological advances in analytical and bioanalytical techniques, the complexity of biofluids
attributes to tremendous challenges to analysts since a successful analysis of a crude sample still cannot
be achieved without appropriate sample pretreatment. In the case of assays based on separation
techniques, proper sample handling and management combined with separation and detection
conditions play a key role in the quality of obtained results. Therefore, a few experiments were
performed in order to provide the GC-MS assay reliability. Considerable attention has been put on
optimizing sample preparation and chromatographic conditions during new method development.
In general, commonly known approaches, of which the usefulness and validity have already been
established, were utilized to achieve the intended purpose. In addition, an important aspect of research
work was to stick to principles of green chemistry and to keep in mind that “Everything should be
made as simple as possible, but no simpler”.

2.1. Sample Preparation

In the presented study, the GC-MS method has been designed to determine salivary Met,
HTL, and total thiols content, including Hcy and Cys. Sample preparation involves simultaneous
disulfides reduction with tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) and saliva deproteinization by
addition of acetonitrile (MeCN). The next step is preconcentration by drying under vacuum and
chemical modification by treatment of the residue with a mixture containing anhydrous pyridine,
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N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide (MSTFA), and trimethylchlorosilane (TMCS). The choice
of essential sample preparation steps was made upon knowing the chemical properties of the analyte(s)
as well as the requirements and capabilities of the implemented analytical technique. In general,
these steps are typical of such kind of methods. Different analytical tools have been employed to
determine optimal conditions for sample preparation. In the presented study, such an approach has
been notably helpful in producing significant results in a rapid and efficient way, minimizing chemicals
and plastic consumption, reducing labor efforts, etc. The method is based on high-performance
liquid chromatography (HPLC) with pre-column derivatization with 2-chloro-1-methyllepidinium
tetrafluoroborate (CMLT) and spectrophotometric detection (UV) was used during the experiments
concerning optimization of disulfide bonds reduction [24]. Experiments concerning optimization of
analyte preconcentration were conducted with the use of both CMLT-based methodology and the
method involving liquid-liquid extraction, lyophilization, and derivatization with MSTFA followed
by GC separation [16]. Our earlier studies have indicated that these assays provide a useful tool
for quantification of Hcy, Cys, and HTL in human saliva, respectively. At the stage of searching the
most suitable deproteinization conditions, an approach utilizing UV spectroscopy was employed [25].
It is widely known that proteins naturally adsorb light at 280 nm, allowing direct measurements of
their concentration in a quick and highly reproducible way. Indeed, spectrophotometry enables their
convenient monitoring, provided that relatively high concentrations are studied. In the present study,
a standard solution of human serum albumin (HSA) at5 g L~! concentration, instead of saliva, was used.
Importantly, such a neat solution was provided since the chemical composition of the proteins and
their structures, as well as a number of other saliva components that also absorb light at a specified
wavelength, could artificially increase the result calculated from the absorption readings. The HSA
solution was treated with appropriate protein precipitating agents. Subsequently, the precipitates
were removed by centrifugation and the purity of obtained solution was analyzed assuming that any
protein contamination gives rise to an increase in absorption at 280 nm. In fact, both the clarity of
obtained solutions and the measurements of the absorption of the water-MeCN supernatants at 280 nm
indicated the effectiveness of the protein precipitation. Then, experiments were performed using the
described herein procedures based on GC-MS measurements (see Sections 3.5 and 3.6).

2.1.1. Disulfides Reduction

Low molecular mass thiols, to which Cys and Hcy belong, occur in multiple forms in living
creatures thank to extreme ability of sulfhydryl group (-SH) to oxidation. According to literature
data [26-28], the sample should be treated with a reducing agent, which cleaves disulfide bonds and
releases all thiols in reduced form in order to assess the concentration of all redox forms in the assay
including their total content. Moreover, this step should be carried out before or simultaneously with
sample deproteinization to effectively reduce all oxidized thiols and decouple them from proteins in
order to avoid loss in the concentration of analytes. In particular, the latter procedure is recommended
since non-covalently bonded individuals can be easily released from denatured proteins as well as the
risk of analytes binding by large molecules is reduced under denaturing conditions. Taking into account
the above-mentioned considerations, in the presented study, saliva samples were simultaneously
subjected to disulfide bond reduction and protein removal. Importantly, such an approach was also
advantageous from the standpoint of method simplification as it made it possible to reduce essential
sample preparation steps.

In the beginning, the type of reductant was selected. Several reducing agents, including dithiothreitol
(DTT), 2-mercaptoethanol (2-ME), TCEP, and tris(hydroxymethyl)phosphine (THP), were tested.
Among them, thiol moiety-containing reagents, to which DTT and 2-ME belong, were excluded as
their application resulted in complex chromatograms hindering analytes separation and plausible
identification. In relation to phosphines, TCEP was found to be superior with regard to disulfides
reduction efficiency since signal intensities of 2-S-lepidinium derivatives of Hcy and Cys were about
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five times greater than those registered when THP was used. As a result, TCEP was chosen, as also
recommended in the literature [28].

According to the literature data [29], TCEP is generally well soluble in an aqueous medium at
nearly any pH, while its water solutions exhibit the greatest stability. When TCEP is dissolved directly
in water, the resulting pH is in the range of 2.0-3.0. Therefore, in the presented study, a stock solution of
TCEP was prepared in deionized water. The excellent stability of reducing agent at room and elevated
temperature has also been shown to be analytically advantageous (see Section 2.1).

Further experiments were conducted in order to optimize reduction conditions. The main factor
affecting the disulfides reduction yield, namely the quantity of reducing agent regarding thiol, has been
optimized initially. Different TCEP solutions at six concentration levels, varied from 0.25 to 1.50 mol L1,
were prepared providing the concentration of TCEP in saliva samples in the range of 9.6-57.7 mmol L.
As shown in Figure 1a, the progressive increase of the peak height was observed in parallel with the
concentration of TCEP in saliva samples rise from 9.6 to 38.5 mmol L™}, then there were no significant
changes. Finally, a 1 mol L~! solution of reducing agent was chosen since it has been recognized
that a larger excess of TCEP was the source of additional baseline noises. Under these conditions,
the reactions were completed in 5 min at room temperature, almost immediately after mixing of the
reagents (Figure 1b).
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Figure 1. Disulfides reduction yield as a function of (a) reagent excess, (b) time, and (c) temperature,
expressed as a peak height of 2-S-lepidinium derivatives of Cys and Hcy. Samples were analyzed
according to the procedure based on HPLC-UV measurements [24]. Error bars refer to standard
deviation (SD) of the data (n = 3).

Nevertheless, additional experimental work was undertaken to further optimize the temperature
of the reduction reactions as the disulfides reduction step was carried out simultaneously with
sample deproteinization. As reported elsewhere [28], protein removal including the addition of polar
organic solvents (see Section 2.1.2) followed by centrifugation under reduced temperature helps to
obtain a supernatant. In the presented study, it was found that temperature, tested in the range of
10-25 °C, did not markedly affect the effectiveness of the reduction process. As shown in Figure Ic,
signal intensities of 2-S-lepidinium derivatives of Hcy and Cys were generally stable throughout the
investigated range. Therefore, the centrifuge was kept at the temperature of 10 °C, providing the
completion of the process within 5 min and saliva supernatant.

In summary, for routine analysis, 50 pL of saliva was treated with 10 pL 1 mol L~! TCEP in
deionized water, representing the final concentration in saliva samples of 38.5 mmol L~!. As described
above, processing samples for 5 min at 10 °C was sufficient to effectively reduce oxidized thiols with a
high level of precision.
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2.1.2. Proteins Removal

Human saliva primarily consists of about 99.5% water [17-22,28], while the remaining part is
made up of sample components that may attenuate the performance of the method. Among them,
the presence of proteins in the saliva sample could cause practical problems since the GC-MS system is
incapable of accommodating such kinds of biomolecules. Despite saliva is usually considered a low
protein abundance matrix, sample deproteinization is indeed needed in order to protect the analytical
system against destruction. According to literature data [28], the most commonly used techniques for
effective elimination of proteins from saliva involve the addition of inorganic acid or water-miscible
organic solvent and ultrafiltration over a cut-off membrane. Based on our previous findings [16,30],
some of these methods have not been considered during new method development. In particular,
sample acidification was not taken into account since the presence of popular proteins precipitating
agents, e.g., perchloric acid (PCA) and trichloroacetic acid, adversely affected the reactivity of the target
derivatization agent toward analytes. In addition, the approach utilizing centrifugal concentrators was
excluded to minimize plastic consumption and reduce the quantity of the samples.

In the presented study, proteins were efficiently removed from the matrix by applying
polar organic solvent to saliva samples, followed by centrifugation under reduced temperature.
Moreover, the deproteinization step was conducted concomitant with disulfide bonds reduction
contributing to shortening sample preparation time. This approach was also advantageous
from the standpoint of increasing recovery of the analytes as non-covalently bonded Met-related
sulfur-containing compounds were easier released from denatured proteins, as reported elsewhere [28].
MeCN, typically recognized as the most effective protein precipitating agent among polar organic
solvents, was selected. Then, experiments were performed to establish the optimal amount of MeCN.
Five different volumes, namely 50, 100, 150, 200, and 250 uL, were tested that amounted to 1-5 times
the volume of saliva specimen. As shown in Figure 2, efficient protein removal was achieved by mixing
the standard solution of HSA with MeCN, while the minimal crashing ratio of 4:1 was necessary to
provide protein-free supernatant. Since 5 g L~! HSA water solution instead of saliva specimen was
examined, significantly exceeding the expected amount of salivary proteins [18,28], it was assumed that
the 1:4 ratio of saliva to MeCN is optimal. It was also found that the duration of the process, tested in
the range of 0-30 min, as well as shaking, did not markedly affect operational efficiency. Since the
obtained results were beneficial from the standpoint of workflow simplification, no additional work
was undertaken to further optimize the deproteinization step.

Absorbance [AU]

1:0 1:1 12 1:3 14 15
HSA : MeCN ratio (v/0)

Figure 2. Influence of MeCN amount on deproteinization efficiency, expressed as signal intensity of
HSA. Samples were analyzed using the spectrophotometric method based on measurements of the
absorption of water-MeCN supernatants of samples at 280 nm.
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Finally, for routine analysis, 50 puL of saliva was mixed with 200 pL of MeCN, vigorously shaken,
and then placed in the centrifuge at 12,000 g for 5 min at 10 °C. Under these conditions, a protein-free
supernatant was obtained. Notably, analyte dilution was not a limitation as samples were dried under
a high vacuum in the subsequent processing step (see Section 2.1.3).

2.1.3. Analytes Preconcentration

In order to counteract sample dilution, caused by adding an excess of the precipitating
agent, samples were evaporated to dryness before the subsequent chemical modification step.
More importantly, thorough drying of the sample was essential since both derivatization agent
and trimethylsilyl derivatives (TMS) are sensitive to hydrolysis [31,32]. In the presented study,
saliva supernatants obtained after simultaneous disulfides reduction and saliva deproteinization
were evaporated under vacuum at elevated temperature. In order to establish optimal conditions,
additional experiments were performed by setting the temperature to various values. As water-MeCN
supernatants were dried, temperatures close to the boiling point of MeCN and water were tested
specifically. The progressive reduction of time from 45 to 25 min, needed for solvents removal from the
samples, was concomitant with temperature rise from 80 to 100 °C. From a purely practical point of view,
the explosion and subsequent loss of the sample was not observed under any above-defined conditions.
Therefore, the centrifugal vacuum concentrator was kept at the highest possible temperature of 100 °C.

Since sample decomposition and TCEP could occur, further studies were conducted in order to
examine both efficiency of disulfides reduction as well as the stability of analytes under set conditions.
Since the reference samples were needed, the same experiments were simultaneously performed at
room temperature and at elevated temperature (100 °C). As a result, we were also able to conclude on
the stability of the reducing agent (1 mol L~! TCEP). It has been shown that TCEP is not sensitive to
temperature (Figure 3), while reduced thiols and HTL remain stable under experimental conditions.
We have also found that no more than 6.4% of the reduced aminothiols and other analytes were lost if
compared with reference values. The most probable reason for a great stability of reduced thiols at a
temperature of 100 °C was attributed to the use of a large excess of 1 mol L™! TCEP preventing their
oxidation. Moreover, it is worth mentioning that the presence of an excess of reducing and precipitating
reagents has resulted in pH level of saliva changes from neutral to more acidic, providing pH values
of 6.5-7.0 and 2.0-3.0, respectively, regardless of saliva donors. Therefore, this observation was also
in an agreement with previous studies concerning the stability of reduced aminothiols and HTL
in human biofluids ex vivo, as the analytes tend to be more stable in acidic solutions rather than
alkaline [16,27,28,33,34].

25°C 100 °C
100 T 4 5min 10min ™15 min 100 T w5min 10min  ®15min
B20min MW30min M40 min m20min ®30min 40 min
m50 min  m60 min Em50 min W60 min
80 + 80 +

60

40

Peak height [mAU]
Peak height [mAU]

20

Hey Cys Hcy Cys

Figure 3. Influence of time and temperature on 1 mol L~! TCEP stability and disulfides reduction
efficiency at 25 °C and 100 °C, expressed as a peak height of 2-S-lepidinium derivatives of Cys and
Hcy. Samples were assayed according to the previously published method based on HPLC-UV [24].
Error bars refer to SD of the data (n = 3).
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2.1.4. Derivatization

It has long been known that the studied analytes are highly polar compounds that are not
sufficiently volatile in the original form to meet the requirements of the GC-MS technique. So far,
a few GC-MS methods have been described for the determination of Met-related sulfur-containing
compounds in plasma and urine [6-15]. In all cases, a rather simple and efficient way to overcome the
above-mentioned constraints, based on modification of the compounds under study into derivatives,
has been employed. In the present study, the use of silylation reagent MSTFA purchased as a solution
containing 1% TMCS was evaluated. In relation to Met, HTL, and aminothiols, the silylation involves
the simultaneous replacement of the active hydrogen on carboxyl (-COOH), -SH, and amino (-NHy)
groups with trimethylsilyl (-Si(CH3)3) group resulting in less polar, more volatile and thermally more
stable derivatives. Importantly, we found that chemical modification was also valuable from the
standpoint of increasing the potential of electron ionization (EI) MS as gave rise to desired derivatives
producing intense specific fragment-ion peaks, suitable for the analytes monitoring (Figure 4a—d).
With respect to the reduced form of aminothiols, the derivatization was also essential to prevent
oxidation leading to alterations in their content.
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Figure 4. EI scan mode mass spectra of (a) HTL-, (b) Met-, (c) Cys-, and (d) Hcy-TMS derivatives
obtained by analyzing standard solution of Met, Hcy, HTL, and Cys (100 umol L) prepared according
to the procedure described in Section 3.5.

Additional experiments were performed in order to optimize derivatization conditions. In each
case, the appearance of a particular product peak on chromatogram and a comparison of its height
was used to determine the reaction’s progress and efficiency, as well. According to the manufacturer’s
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instruction [35], silyl reagents are influenced by both the solvent system and the addition of a catalyst,
which may be required for dissolution of the sample and/or increasing the reactivity of the reagent
itself. Most commonly, pyridine is used as a solvent as it is both non-protic and catalyst facilitating the
reaction. In some cases, the derivatization reagent can serve as the solvent, as well. Since pyridine
is considered to be toxic, preliminary experiments were conducted to check whether its presence
is essential for the derivatization reaction. Two sets of samples were prepared where the residue
was treated with a mixture containing silylation MSTFA-TMCS reagent and pyridine or derivatizing
reagent itself. It has been recognized that TMS derivatives were formed in both cases indicating that
the reaction with MSTFA-TMCS mixture does not require any solvents. Nevertheless, more satisfactory
results were obtained when the mixture consisting of MSTFA, TMCS, and pyridine was simultaneously
subjected to samples. It was found that the signals were higher by about 35-45% under discussed
conditions. For this reason, MSTFA-TMCS pyridinic solution was chosen. Such an approach was also
advantageous as provided good repeatability of the reaction. Based on our previous studies concerning
GC-MS assay dedicated to salivary and urinary HTL measurements [16], freshly prepared derivatizing
mixtures were also used, where the ratio of pyridine to MSTFA with 1% TMCS was 1:1.

Then, experiments were performed to establish the optimal amount of derivatizing mixture for
Met-related sulfur-containing compounds derivatization in saliva. Five different quantities, namely,
40, 50, 60, 75, and 100 pL, were tested. Based on our previous studies [16], a smaller amount of
derivatizing mixture was not taken under consideration, while a higher volume of MSTFA-TMCS
pyridinic solution was excluded in order to prevent further analyte dilution and eliminate the source
of baseline noises. As a result, it was found that the best results were obtained when 60 uL of the
derivatizing mixture was taken (Figure 5a).
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Figure 5. Derivatization reaction yield as a function of (a) reagent excess, (b) time combined with
examination of HTL/Met/Cys/Hcy-TMS derivatives stability in autosampler, expressed as a peak height
of HTL/Met/Cys/Hcy-TMS derivatives. Samples were analyzed according to the procedure described
in Section 3.6.

Additional experiments were conducted to establish the derivatization reaction kinetics at room
temperature. Importantly, it was recognized that reaction time did not vary greatly among compounds
and the reactions at the above-defined conditions were completed in a matter of minutes after mixing
of the reagents (Figure 5b). Therefore, no experimental work was undertaken to further optimize the
temperature of the reaction. Finally, 5 min reaction time was chosen, as this was considered well within
the timeframe required for processing of the samples.

Since chemical compounds can be decomposed prior to chromatographic analysis under different
circumstances, the stability of obtained derivatives was also evaluated. Notably, it was found that
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HTL-TMS and Met/Cys/Hcy-TMS derivatives remain stable up to 180 and 150 min, respectively,
at room temperature and then are gradually decomposed owing to hydrolytic instability (Figure 5b).
Similar behavior was observed when salivary and urinary HTL was studied [16]. Hence, in order
to produce meaningful results, this fact cannot be neglected in any attempt to measure Met-related
sulfur-containing compounds content using the proposed GC-MS assay. Moreover, it is highly
recommended to analyze samples without delay.

Finally, our experiments have established an optimal procedure, in which reduced and
deproteinized saliva is evaporated to dryness, treated with a freshly prepared derivatizing mixture of
MSTFA and TMCS in anhydrous pyridine, and subjected to the GC system (Figure 6). The overall
sample preparation time was estimated to be 45 min. In general, the duration of sample pretreatment
procedure was similar to results previously reported by other research groups [28].

Disulfides reduction and Proteins removal Derivatization

ADD -
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Sample collection Analytes preconcentration GC-MS analysis

Figure 6. The experimental procedure for HTL, Met, Cys, and Hcy simultaneous determination in
human saliva (see Section 3.5).

2.2. GC Separation and MS Detection

In the presented study, the initial experiments were conducted with the use of GC-MS method
dedicated to salivary and urinary HTL measurements [16]. It has been recognized that most analytes
were not well-resolved under isothermal temperature conditions, thus a temperature program was
used. Moreover, multiple ramp rates were applied to affect smaller regions of the chromatogram,
providing a better resolution of the peaks eluting in the middle of the chromatogram and later eluting
peaks, as well. During method development, crucial rules have been pointed out to be followed in order
to perform a successful analysis. Importantly, it has been recognized that a starting temperature should
be no higher than 146 °C, and maintaining isothermal temperature conditions for 5 min was essential to
provide resolution of the HTL-TMS derivative from other saliva constituents. Moreover, it was found
that a ramp to 300 °C followed by slow cooling down was necessary to protect the column against
contamination and to equilibrate the GC-MS system between analyses. This standard procedure was
also essential to eliminate carryover between samples. Under optimized conditions (see Section 3.6),
the peaks of TMS derivatives eluted within 10 min and were well-separated, from the responses of all
concomitant matrix components, on the capillary column coated with HP-5MS phase.

The identification and confirmation of the target compound were performed by analyzing the
standard solution of the analytes (100 pmol L™!) prepared according to the procedure described in
Section 3.5. Each solution of sulfur-containing compound was prepared separately and then was
processed. The GC-MS spectra were initially acquired in scan mode and subsequently in selected
ion monitoring (SIM) mode. In the beginning, the instrument was set to gather data stepping the
mass filter within m/z 50-1000 range. The NIST Mass Spectral Library and EI scan mass spectra were
used to identify compounds and spectrum peaks. Two ions per target compound were identified
as suitable for analyte monitoring (Figure 4a—-d, Table 1). Then, analyses were conducted with SIM
MS mode in order to increase sensitivity and selectivity in trace analysis. Moreover, signals to be
monitored were grouped into time programmed SIM groups to enhance the accuracy and precision
of quantitative results. Identification and quantification of the compound of interest in real samples
were based upon a comparison of retention time and specific ions with a corresponding set of data
obtained by analyzing authentic compounds. The order of elution was as follows: HTL, Met, Cys,
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and Hcy being in agreement with increasing, theoretically calculated molecular masses of their TMS
derivatives. This phenomenon was indirect evidence that all present in the corresponding molecule
active hydrogens on -COOH, -SH, and -NH, group were substituted by TMS group since, in relation
to GC technique, it is widely known that compounds generally elute in the increasing order of their
molecular masses.

Table 1. Analytical characteristics of HTL/Met/Cys/Hcy-TMS derivatives using SIM MS mode.

Analyte HTL Met Cys Hcy
Retention time (min) 3.9 6.7 75 9.9
CV of retention time (1 = 10) (%) 0.442 0.060 0.049 0.038
Identification ions (m/z) 128.1;161.1  128.1;176.1  218.1;220.1  128.1;234.1
Quantification ions (m/z) 128.1 176.1 220.1 234.1
Time programmed SIM group 1st 2nd 2nd 3rd
SIM group start time (min) 22 5.0 5.0 8.0

Finally, satisfactory method selectivity was achieved through the selection of temperature program
and the specific ions to be monitored by MS detector. The representative SIM-chromatograms are
shown in Figure 7a,b. The data on the retention time of particular target compounds and ions used for
their identification and quantification are presented in Table 1.
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Figure 7. Representative chromatograms of standard solutions and human saliva prepared according
to the procedure described in Section 3.5. Chromatographic conditions were as described in Section 3.6.
(a) Blank standard solution (black line) and standard solution of HTL, Met, Cys, and Hey (10 umol L1
(grey line); (b) normal human saliva sample (black line) and the same sample spiked with the analytes
(10 umol L1 (grey line).

2.3. Validation of the Method

The GC-MS assay was thoroughly validated on a qualified instrument in order to establish that
the performance characteristic of the procedure meets the requirements for the intended analytical
application. The elements and acceptance criteria of the method development and validation were
selected upon the United States Food and Drug Administration guidance for bioanalytical methods
validation [36]. The validation protocol included fundamental parameters such as selectivity, linearity,
the limit of quantification (LOQ), accuracy, and precision. In general, these parameters were measured
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in combined experiments. Moreover, system suitability parameters such as repeatability of retention
time expressed as the coefficient of variation (CV) of retention time, asymmetry factor, and number of
theoretical plates were selected. System suitability test calculations were performed by analyzing a set
of standard solutions of HTL, Met, Cys, and Hcy (10 pmol L) in 10 replicate injections. Importantly,
successful system suitability test runs indicated the proper performance of the instruments. The data
regarding the system suitability tests are summarized in Table 2.

Table 2. System suitability test (rn = 10).

Analyte HTL Met Cys Hcy
Acceptance Criteria Value
CV of retention time <1% 0.442% 0.060% 0.049% 0.038%
Assymetry factor 0.8-1.5 1.39 1.47 1.16 1.50
Number of theoretical plates >2000 10,384 11,375 22,278 19,274

In the beginning, some attempts have been made to verify the selectivity of the analytes in the
presence of concomitant matrix components. In particular, selectivity studies assessed interferences
originating from structurally and physiologically similar thiol compounds. These included biologically
relevant Met-related aminothiols, such as glutathione (GSH) and cysteinyl-glycine (CysGly), which have
been recognized to be also present in saliva specimen so far [28]. At first, blank standard solution and
standard solution of HTL, Met, Cys, and Hcy (10 umol L™!) were analyzed. Moreover, each target
compound solution was prepared separately in order to ascertain that a single analyte did not yield
more than one chromatographic peak. As shown in Figure 7a, the elution profile is free from any
interferences at the retention time of the analytes. Importantly, the same observations were made when
the standard solution of GSH and CysGly (10 pmol L~!) were assayed. Then, blank saliva samples
from six individual sources and the same samples spiked with GSH and CysGly (10 umol L™!) were
analyzed according to the procedure described in Sections 3.5 and 3.6. No increase in peak height
of the target compounds was observed. In addition, selectivity studies encompassed the evaluation
of peak purity. For this purpose, the MS detector was set to acquire spectra on-line throughout the
entire chromatogram, and the spectra registered during the elution of each target compound peak
were compared. Importantly, the same spectra, acquired in different sections of a particular analyte
peak, were observed, indicating its purity.

A standard approach was applied for the calibration of the method. Multilevel calibration
curves were generated for each analyte and were run in triplicate over five subsequent working
days. The calibration curves consisted of a blank sample and seven calibration standards which
concentrations were chosen on the basis of the concentration range expected in study samples [16,24,28].
Calibrators were prepared in laboratory-made pooled saliva by spiking the matrix with known
quantities of the analytes. Since saliva samples free of HTL, Met, Cys, and Hcy were not available,
the endogenous concentrations of the analytes were evaluated before calibration curve preparation by
triplicate analysis. The linearity was initially evaluated graphically by visually inspecting a plot of
the peak height as a function of the analyte concentration. Then, the mathematical evaluation was
conducted using the least-squares regression model to describe the concentration-response relationship.
In particular, curves’ correlation coefficient (R) was monitored showing that the instrument response
was directly proportional to the analytes’ concentration within the intended quantitation range.
Moreover, substantial changes in the slope of the particular regression line across a day were not
observed. Nevertheless, it has been encountered that the analytical method might have been affected by
matrix components. Thus, matrix effects were investigated during the validation and implementation
of the method. The matrix effect evaluation involved comparing calibration curves in multiple sources
of the saliva samples against a calibration curve in the pooled matrix. Importantly, it was recognized
that calibration curves created from a pooled matrix did not differ substantially from the ones prepared
in human saliva samples from six individual sources. In particular, the slope of the regression lines did
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not deviate by more than 12.9%. In fact, this denoted the absence of any matrix effect and indicated
that most of the interfering matrix components were eliminated among optimized sample preparation
procedures. Indeed, with this difference in slope, there only would be a few percent errors in using any
of the regression lines to quantify the sample. On the other hand, when dealing with trace amounts,
these errors can have a large effect on the analytical results. Due to this variation, a standard addition
method was, nonetheless, used.

Accuracy and precision of the assay were evaluated under described conditions in order to
assess variability associated with measurements. The precision was expressed in the form of CV,
whereas accuracy as the percentage of analyte recovery calculated by expressing the mean measured
amount as a percentage of added amount using the following formula:

Accuracy (%) = [(measured amount — endogenous content)/added amount] x 100 1

The evaluation of the above-mentioned parameters was carried out at two levels, and experiments
were completed as a part of linearity assessment. Intra-assay precision and accuracy were demonstrated
by triplicate analysis of freshly prepared calibrators. They referred to polled saliva samples spiked with
the analytes at three different levels, covering quantitation range, including one close to the LOQ, one in
the middle of the range, and one at upper LOQ. Experiments for estimating intermediate accuracy and
precision were repeated, in the same manner, over five subsequent days. All concentrations were tested
with the use of calibration curves prepared especially on that occasion. Importantly, obtained results
from analytical runs met the acceptance criteria. The accuracy ranged from 88.75% to 112.92% and
91.37% to 107.58% for intra- and inter-day variation, respectively. The precision did not exceed 14.30%
of CV at any examined concentration level. It varied from 3.60% to 14.30% and 4.87% to 13.72% for
intra- and inter-day measurements, respectively. Detailed data on precision and accuracy from the
five-day experiments, compared with intra-assay precision and accuracy, are gathered in Table 3.

Table 3. Precision and accuracy data (n = 5).

Concentration Precision (%) Accuracy (%)
Analyte 1
(umol L~1) Intra-Assay  Intermediate  Intra-Assay  Intermediate

1 12.80 11.77 89.46 92.53

HTL 10 8.53 12.24 102.21 96.91
20 9.46 10.98 96.04 101.51

1 14.30 13.72 91.54 102.74

Met 10 5.75 7.83 88.75 107.58
20 10.69 9.54 100.41 101.96

1 9.87 11.23 112.92 91.37

Cys 10 3.60 5.89 103.15 104.15
20 7.83 6.24 105.09 99.87
1 10.60 12.36 99.59 103.67

Hcey 10 6.58 4.87 96.79 94.53
20 12.03 9.56 102.91 100.22

The LOQ was determined experimentally by the signal-to-noise method. For this purpose, a proxy
matrix (0.9% NaCl in 0.1 mol L™! phosphate buffer, pH 7.4) was enriched with decreasing concentrations
of the analytes and treated according to the procedure described in Sections 3.5 and 3.6. In the present
study, LOQ was taken as the concentration that resulted in a peak 10 times as high as the baseline
noise level, which was clearly distinguished from the baseline and reproductible. The estimated
LOQ equals to 0.1 umol L~! for Met, Hey, Cys while its value for HTL amounts to 0.05 pmol L.
These concentrations of the analytes produced a detector response with a precision that did not exceed
13.72%, and accuracy ranged from 89.46% to 103.67%. The obtained LOQ values were similar to
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those published earlier concerning the determination of HTL as well as total Hcy and Cys content in
human saliva [16,28].

Finally, the method validation proved that the optimized GC-MS assay is suited to the analysis of
the study samples. In particular, it has been demonstrated that the analytical procedure is sensitive
enough and has suitable levels of precision and accuracy, falling within acceptable tolerance limits.
Detailed data dealing with all validation parameters are shown in Tables 3 and 4.

Table 4. Validation data (n = 3).

Intra-Assay Intra-Assay
Linear Precision Accurac
. . V Sl y LO
Analyte Regression Equation R (R?) ¢ (OS/O)O pe ( i{;rllg]il) (%) (%) (umol%‘l)
H Min Max Min Max
HTL =2.935x + 1.890 0-9970 1.9 1.0-20 8.53 12.80 89.46  105.17 0.05
y== | (0.9940) : : : : ' : :
0.9940
Met y = 26.10x + 43.51 (0.9880) 35 0.5-20 5.75 1430 8875  106.35 0.1
C =70.31x + 5.908 0.9952 14 0.5-20 3.60 11.57 9493 11292 0.1
¥e y=7= : (0.9904) : : : : : : '
0.9969
Hcey y = 28.94x + 26.63 (0.9938) 1.2 0.5-20 1.52 13.54 94.63 10291 0.1

2.4. Application of the Method

In order to establish the utility of the method, saliva samples from ten apparently healthy
volunteers (7 women and 3 men, 24 to 62-year old, providing an average age for the experimental
group of 33.70) were analyzed using the GC-MS assay. The average age was 43.00 for men and
29.71 for women. Samples were handled according to the procedures described in Sections 3.5
and 3.6. A single standard addition method was used to establish salivary levels of Met-related
sulfur-containing compounds. Study samples with concentrations above the upper LOQ were
diluted and re-analyzed. Concentrations of salivary Met, Cys, and Hcy varied from 12.07 to
51.0 umol L™ (23.98 + 16.22 umol L™1), from 3.73 to 16.63 pmol L™! (7.67 + 4.32 umol L), and from
0.32 to 1.67 pmol L™ (0.99 + 0.54 umol L71), respectively. HTL was not detected in study samples,
most probably due to the limited stability of HTL in saliva ex vivo [16]. However, it needs to be clearly
emphasized that in the present study performance of the method was verified using samples collected
in 2016. At first glance, these values were remarkably different from thiol levels previously reported
using CMLT-based methodology [24]. In relation to samples tested in 2016, concentrations of salivary
Cys and Hcy varied from 1.68 to 12.56 umol L1 (6.01 + 3.79 pumol L™1), and from 0.26 to 1.25 umol L~}
(0.76 + 0.42 umol L), respectively. Therefore, additional experiments were conducted to establish
if the GC-MS assay meets performance requirements. The same saliva samples from donors were
assayed by methods developed in our earlier studies [16,24]. Aminothiols, namely Hcy and Cys were
quantified by a method using HPLC with pre-column derivatization with CMLT and UV detection [24].
The assay based on the GC-MS technique, designated for assessment of HTL content in human saliva
and urine, was used for its determination [16]. To the best of our knowledge, no reference method
was available to estimate Met content in saliva specimen and the presented GC-MS assay is the
first one dealing with the above-mentioned issue. Importantly, the values for saliva Met-related
sulfur-containing compounds were similar to those obtained using a newly developed GC-MS assay.
In relation to Cys and Hcy, the results did not deviate by more than 11.9%, indicating the procedure’s
reliability. The greatest possible reason for the difference in levels of analytes, if compared to 2016
results, was some sample components decomposition or partial evaporation as evaluated values were
about 30% higher than those estimated in 2016. On the other hand, these studies have confirmed
the supposition that the stability of the analytes in saliva ex vivo is limited. According to literature
data [28], there are no reliable experimental data on the long-term stability of aminothiols and HTL in
saliva, as yet. Thus, this topic remains to be investigated in detail in the near future to ensure that
samples are not exposed to decomposition upon handling process.
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3. Materials and Methods

3.1. Reagents and Materials

All chemicals used throughout this study were of analytical reagent grade. D,L-HTL, D,L-Met,
CysGly, symmetrical disulfides of D,L-Hcy, D,L-Cys, and L-GSH, MSTFA, TMCS, TCEP, DTT, 2-ME,
THP, HSA, sodium chloride, and anhydrous pyridine were from Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO,
USA). PCA, hydrochloric acid, acetic acid, sodium hydroxide, HPLC-gradient grade MeCN, ethanol,
chloroform, methanol, sodium hydrogen phosphate heptahydrate, sodium dihydrogen phosphate
dihydrate were from J.T. (Baker, Deventer), the Netherlands. CMLT was prepared as previously
described [24]. Deionized water was produced in our laboratory.

3.2. Instrumentation

An Agilent 7820A GC system equipped with automated sample injector model 7693A and
MS detector 5977B (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) was used for GC experiments.
The GC apparatus was equipped with a split/splitless inlet, working in a split ratio of 50:1 mode to a
30 m x 0.25 mm HP-5MS quartz capillary column with a 0.25 pm film thickness (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). Data acquisition and analysis were performed using MassHunter 5977B MSD
Bundle with 7820 GC software NIST MS Spectral Library version 2.3.

HPLC analyses were carried out using an Agilent 1220 Infinity LC system equipped with a
binary pump integrated with two-channel degasser, autosampler, column oven, and diode-array
detector (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) controlled by OpenLAB CDS ChemStation
software. Analytes were separated on Aeris PEPTIDE XB-C18 (150 mm X 4.6 mm, 3.6 pm) column
from Phenomenex, Torrance, CA, USA.

For absorbance measurements, the UV-1900 spectrophotometer with the UVProbe software
(Shimadzu, Kyoto, Japan) was used. Samples were dried using a CentriVap Centrifugal Vacuum
Concentrator (Labconco, Kansas City, MO, USA). For sample shaking, Multi-Speed Vortex MSV-3500
(Biosan, Riga, Latvia) was used. During the study, a Mikro 220R centrifuge with fast cool function
(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany), an HI 221 pH-meter (Hanna Instrument, Loveland,
CO, USA), and a QBD2 thermostat (Grant Instruments Ltd., Cambridge, UK) were also exploited.
Samples were stored in an ultra-low-temperature freezer (Panasonic Healthcare Co., Ltd., Sakata,
Japan). Water was purified using a Milli-QRG system (Millipore, Vienna, Austria).

3.3. Stock Solutions

The stock solution of TCEP (1 mol L™!) was prepared by dissolving an appropriate amount of
TCEP powder in deionized water. The solution of TCEP was prepared freshly and was processed
without delay. Stock solution of HSA (5 g L™!) was prepared in 0.9% NaCl as needed. Stock solutions
of 0.1 mol L~! Met, HTL, and symmetrical disulfides of Hcy and Cys were prepared in 1 mol L~! HCL.
These solutions were kept at 4 °C for no longer than 7 days without noticeable change of the analyte
content. The working solutions of the analytes were prepared daily by dilution of a standard solution
with deionized water.

3.4. Biological Samples Collection

First, early morning saliva samples (about 2 mL) were collected from individuals after overnight
fasting and before teeth brushing. Unstimulated saliva samples were obtained by asking donors to put
whole expectorated oral fluid into sterile tubes. Then, samples were cooled on ice and delivered to the
laboratory, where samples were stored at —80 °C until analysis. Samples were processed immediately
after defrosting at room temperature using the procedure described in Section 3.5.

In the present study saliva samples, stored at —80 °C since 2016, were tested. Such an approach
was due largely to the SARS-CoV-2 pandemic. These samples were collected for the purpose of
demonstrating the validity of CMLT-based methodology [24]. Ten apparently healthy volunteers,
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belonging to an ethnically homogeneous group, were studied. Donors were not supplemented with
analytes before sample collection. No medications were also allowed. The study was approved by
the Ethical Committee of the University of Lodz (decision identification code: 2/KBBN-UL/I11/2020,
date 16 April 2020). All subjects gave their informed consent.

3.5. Saliva Specimen Preparation for Met-Related Sulfur-Containing Compounds Quantification by GC-MS

In the beginning, saliva was clarified by centrifugation (12,000x g, 10 min, 4 °C). Then, 50 puL of
obtained supernatant was mixed with 200 uL of MeCN and 10 pL of 1 mol L~! TCEP. The mixture
was vigorously shaken and kept in a centrifuge at 12,000x g for 5 min at 10 °C. After centrifugation,
the upper organic layer (200 pL) was transferred into a 0.5 mL polypropylene microtube and dried
under vacuum (~25 min at 100 °C). Thereafter, the residue was treated with 60 pL derivatizing mixture
containing MSTFA with 1% TMCS in pyridine (1:1, v/v) and incubated at room temperature for 5 min.
Afterward, the reaction mixture was transferred to a vial, and 1 pL of the sample was injected into
GC-MS system without delay. Each sample was analyzed according to the procedure described
in Section 3.6.

3.6. GC-MS Conditions

Helium (99.9999%) was used as the carrier gas with a constant flow rate of 1 mL min~!. The injection
port temperature was set to 280 °C. The chromatographic separation of Met-related sulfur-containing
compounds, TMS derivatives, was accomplished under thermal gradient conditions. The initial oven
temperature was set to 146 °C for 5 min and increased to 200 °C in steps of 5 °C min~!, then 50 °C min~!
to 300 °C. Then, the oven was slowly cooled down in steps of 20 °C min~! afterward. The MS detector
was operated in the EI mode at 70 eV. The ion source temperature was set at 230 °C, the temperature of
quadrupole was set at 150 °C, while the MS interface was set to 250 °C. The multiple ion detector was
focused on ions that represent only the portion of each target compound. These ions were grouped
into three time-programmed SIM groups and the instrument was set to acquire data with a dwell time
that yields 15 to 20 scans across the chromatographic peak. Information concerning the SIM MS mode
of detection is gathered in Table 1.

4. Conclusions

To the best of our knowledge, this is the first and the only available GC-MS assay dedicated to
salivary Met-related sulfur-containing compounds measurements. The method allows simultaneous
determination of a number of salivary biologically relevant compounds, namely, Met, total Cys, and Hcy
as well as HTL in a single run. In addition, this is the first-ever report dealing with the presence of Met
in the above-mentioned matrix as well as the first effective analytical tool enabling to determine Met in
human saliva. The assay is primarily characterized by a streamlined sample preparation procedure
involving simultaneous disulfides reduction with deproteinization, analytes preconcentration by
drying under vacuum, and derivatization followed by GC-MS analysis. Moreover, relatively short
analysis time and the possibility of carrying out chemical analysis on a very small scale combined with
low consumption of hazardous chemicals and laboratory disposable plasticware make the GC-MS
assay environmentally friendly. Unfortunately, the method is not free from restrictions. In order to
produce meaningful results, it is highly recommended to quantify the samples using the standard
addition method, which limits the number of samples analyzed per day and assay them without delay
due to the limited stability of TMS derivatives under experimental conditions. Nevertheless, we hope
that the proposed GC-MS assay will (1) facilitate investigations into the clarification of the role of HTL,
Met, Cys, and Hcy in physiological and pathological states in living systems, as well as (2) contribute
substantially to broaden our knowledge of the diagnostic potential of saliva.
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Abbreviations

CMLT 2-chloro-1-methyllepidinium tetrafluoroborate
Cys cysteine

CysGly cysteinyl-glycine

Ccv coefficient of variation

DTT dithiothreitol

EI electron ionization

GC gas chromatography

GSH glutathione

Hcy homocysteine

HPLC high-performance liquid chromatography
HSA human serum albumin

HTL homocysteine thiolactone

LOQ limit of quantification

MeCN acetonitrile

Met methionine

MS mass spectrometry

MSTFA N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide
PCA perchloric acid

R correlation coefficient

SD standard deviation

SIM selected ion monitoring mode

TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine

THP tris(hydroxymethyl)phosphine

TMCS trimethylchlorosilane

T™MS trimethylsilyl group

uv spectrophotometric detection

2-ME 2-mercaptoethanol
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Zastosowanie chromatografii gazowej w analizie moczu i $liny na zawarto$¢ tiolaktonu homocysteiny

Publikacja D4:

M. Wronska, J. Piechocka, R. Glowacki, Chromatografia gazowa w analizie moczu i sliny
na zawartos¢ tiolaktonu homocysteiny, Analityka, numer 1, rok (X1X) 2021, ISSN- 1509-
4650.

GC jest technikg analityczng pozwalajagcg na rozdzielenie sktadnikdw mieszanin
zwigzkow lotnych. Dotyczy to takze sytuacji, w ktorej zwigzek uzyskuje lotno$¢ dopiero w
momencie dozowania do uktadu chromatograficznego. Niemniej, zdecydowanie wigcksza
grupa zwigzkoéw nie posiada wilasciwosci fizykochemicznych pozwalajacych na rejestracje
sygnatu analitycznego technikg GC. W zwigzku z powyzszym, chromatograficzna analiza,
np. nielotnych zwiazkéw siarki, musi by¢ poprzedzona modyfikacja chemiczng, ktora
prowadzi do otrzymania pochodnych o bardziej pozadanych wlasciwosciach fizyko-
chemicznych, ktore umozliwiaja rozdzielanie i nastepnie 0znaczanie pierwotnie nielotnych
zwigzkoéw. Ponadto, potgczenie derywatyzacji chemicznej z nowoczesng detekcjg mas
stwarza dodatkowe mozliwosci wplywajace na czulo$¢ i selektywno$¢ opracowanej
metody, a tym samym na rejestrowanie tatwiejszych do interpretacji chromatogramow i

widm.

W artykule umiescitam podstawowe informacje dotyczace derywatyzacji w GC, a
mianowicie zalety wynikajace z przeksztalcania analitow w odpowiednie pochodne, cele
derywatyzacji oraz podstawowe typy reakcji i ich mechanizmy. Szczegdlng uwage
zwrocitam na dwa rozne odczynniki derywatyzujace, ktore mogly reagowac z czasteczka
analitu za posrednictwem grupy —NHa, czyli IBCF oraz MSTFA, ktére wykorzystalam we
wiasnych badaniach nakierowanych na identyfikacje jakosciowa i oznaczanie iloSciowe
HTL w probkach rzeczywistych. Na podstawie doswiadczen praktycznych, ktore nabytam
podczas opracowywania metod oznaczania HTL w moczu i $linie czlowicka [D1, D2] ale
takze po doglebnej analizie literatury, wskazatam jakie najczgstsze problemy pojawiajg sie
na etapie przeprowadzania analitu w pochodng. Zaproponowatam rowniez sposoby ich
rozwigzania. Sg to bardzo cenne wskazdwki dla 0s6b zajmujacych sie analitykg HTL, Ktore
pozwola unikna¢ btedéw uniemozliwiajacych jego efektywne oznaczanie. Co wazne, sg to
wskazowki uniwersalne dla probek biologicznych i innych analitow w nich wystepujacych,
ktore wymagaja derywatyzacji chemicznej. Zdecydowana wigkszos¢ problemow, ktore
towarzysza opracowywaniu metod monitorowania poziomu HTL w ptynach ustrojowych
cztlowieka technikg GC-MS, jest bowiem S$cisle zwigzana z przebiegiem modyfikacji

chemicznej analitu. Do najczesciej pojawiajacych sie problemow nalezy zaliczy¢ mata
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powtarzalno§¢ 1 wzglednie niska wydajnos¢ reakcji derywatyzacji, konieczno$¢
utrzymywania S$cisle okre$lonych warunkdéw podczas derywatyzacji (srodowisko oraz
temperatura), a takze ograniczong trwatos¢ utworzonej pochodnej. Wszystkie te czynniki
wraz z zastosowanymi warunkami rozdzielania chromatograficznego wywieraja ostateczny
wplyw na jako$¢ sygnatu analitycznego generowanego przez analit. W konsekwencji
odpowiadajg za wyznaczone parametry walidacyjne opracowanych procedur a tym samym
ich uzytecznoéé. Swiadcza tym samym o potencjale aplikacyjnym zaproponowanej
metodyki.
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Najnowsze badania dostarczaja przekonujacych dowodow, ze podczas oznaczania HTL w prébkach
biologicznych technika GC MS moze stanowi¢ przydatne i precyzyjne narzedzie, konkurencyjne
w stosunku do tych opartych na technikach separacji w fazie ciekle|.

Chromatografia gazowa w analizie
moczu i $liny na zawartos¢ .
tiolaktonu homocysteiny -

Wspétczesna chemia analityczna mierzy sie przede
wszystkim z problemem oznaczania Sladowych ilosci
zwiazkéw w zlozonych pod wzgledem skladu matry-
cach. W wiekszosci przypadkéw opracowanie dokiad-
nych, precyzyjnych i selektywnych metod analitveznvch
jest bardzo trudne, a niekiedy wrecz niemozliwe. Skia-
daja sie na to wyzwania napotykane przez badacza n
wszystkich etapach procedury analitycznej, poczawsz
od pobrania probki, poprzez jej odpowiednie przyv-
gotowanie az do analizy koricowej wykorzystujs
najczesciej techniki separacyjne. W zwiazku z powyz-
szym, konieczny jest ciagly postep, zardwno w zakresie
rozwijania nowych technik przygotowania pr

analizy, jak i metod pomiarowych, ktore
opracowywanie procedur umozliwiajac
ne i dokladne oznaczanie na przykiad slad
substancji istotnych z biologicznego punktu widze
Jedna z takich technik jest chromatograria gaz

ktéra w polaczeniu z metodami spekiros:

w tym spektrometrig mas (MS), dostar

narzedzi do efektywnego rozdzielenia

;
g

cji skladnikéw probek biologicznyveh

jest pozbawiona ograniczen, co jest

zwigzane z wymaganiami, jakie stawiane s zkom
ktorych to oznaczenie ma dotyczyve. \W pravpadiu GC
analit powinien by¢ bowiem lotny w " alizy
oraz cechowa¢ sie odpowiednia stabilnoscia termiczna.
W praktyce oznacza to, ze zdecvdowana wiekszoil cza-
steczek wymaga modyfikacji (denaw
cej przed etapem koricowej analiz
Derywatyzacja umozliwia otrzyman:e 1aja-
cych nowe cechy chemiczne i iz anality
kompatybilnymi z wymogami aktualnie stos
niki pomiarowej, w tym wypadt
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Derywatyzacja chemiczna
w chromatografii gazowej
GC jest technika analityczna pozwalajacg na rozdzie-
lenie skiadnikéw mieszanin zwiazkow, ktore pier-
wotnie badz wtdrnie cechuje lotnosé w warunkach
prowadzenia analizy. Szczegdlnym wyzwaniem dla
analitvka jest oznaczanie technikg GC zwiazkow,
w ktoryeh strukturze mozna wyodrebnié grupy funk-
cvine zawierajace tak zwane aktywne atomy wodoru.
Naleza do nich miedzy innymi grupa karboksylowa
-COOH), hydroksylowa (-OH), tiolowa (-SH) czy
aminowa (-NH,). W omawianym przypadku mozli-
<C tworzenia miedzyczasteczkowych wigzar wodo-
weh wphywa na zmniejszenie lotnosci i stabilnoci
termiczne] tych zwiazkdw oraz zwiekszenie sity ich
Izlalvwania z wypelnieniem kolumny chromato-
araticzne]. W takiej sytuacji niezbedna jest chemiczna
dviikacja czasteczki analitu. Derywatyzacja che-

miczna jest srodkiem powszechnie stosowanym na
“tapie przygotowania prébki do analizy, ktéry prowa-
Izi do otrzymania pochodnych o bardziej pozada-

nvch wiasciwosciach fizykochemicznych, umozliwia-

jacych oznaczanie pierwotnie nielotnych zwigzkow.

Proces przeksztatcenia w pochodne w znacznej mie-

rze opiera sie na modyfikacji okreslonego fragmentu

wyjéciowej struktury substancji oznaczanej, w wyniku

czego powstaje produkt, a catemu procesowi moga

towarzyszy¢ miedzy innymi:

W ograniczenie termiczne] degradacji prébki,

W zwiekszenie (lub czasami zmniejszenie) lotnosci
analitow,

W zwiekszenie czulosci metody poprzez wprowadzenie
odpowiednich grup funkcyjnych przyczyniajacych sie
do wzmocnienia sygnatu analitycznego,
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B zmiana polarnosci czasteczek analitow poprzez
zablokowanie grup funkeyjnych, stuzaca zwiekszeniu
selektywnosci uktadu chromatograficznego,

W zwickszenie masy czasteczkowej oznaczanego zwigz-
ku, przyczyniajace sie do zwiekszenia czutodci i polep-
szenia selektywnosci ukladu chromatograficznego.

Cele, ktore chcemy osiggnaé, przeprowadzajac modyfi-
kacje chemiczng, roznig sie w zaleznodci od tego, jakie
whasciwosci fizykochemiczne anality pierwotnie maja
i jakie cechy chcemy im nada¢. Jak wezesniej wspo-
mniano, stosujac derywatyzacje, oprécz osiggniecia
oczywistego i zamierzonego celu, jakim jest nadanie
obiektowi badani odpowiednich wiasciwosci fizykoche-
micznych, mozna takze wplywac na czulos¢ metody
oraz jej selektywnos¢. Fakt ten nierozerwalnie wiaze sie
z umiejetnie zaprojektowang przez analityka procedura
przygotowania probki, sprzyjajaca uproszczeniu matry-
cy, a tym samym mozliwoscia rejestracji fatwiejszych
w interpretacji chromatogramow i/lub widm. W oma-
wianym przypadku istotng role odgrywa takze rodzaj
zastosowanego odczynnika derywatyzujacego i mecha-
nizm, wedtug ktérego zachodzi jego reakcja chemicz-
na z analitem. To wtasnie cel prowadzonej modyfikacji
oraz struktura czasteczki substancji oznaczanej sg pod-
stawowym kryterium decydujacym o wyborze odpo-
wiedniego reagenta. Co wiecej, idealny odczynnik
derywatyzujacy powinien reagowac selektywnie, ilo-
Sciowo i szybko wzgledem oznaczanych substangji, bez
tworzenia produktow ubocznych. Powstata pochodna
powinna by¢ stabilna w warunkach prowadzenia anali-
zy oraz nie powinna oddziatywa¢ trwale z elementami
ukfadu GC, w tym z faza stacjonarng. Nalezy jednak
pamieta¢, ze wigczenie etapu derywatyzacji do pro-
cedury analitycznej moze by¢ przyczyna generowania
dodatkowych btedéw, znaczaco wplywajacych na koii-
cowa dokladnos¢ i precyzje oznaczen.

A Analit—OH  + R,6i=—X =————® Apalit—OSiR; + HX
O 0
B
+ RY—H —» + HA
R A R RY
C (o] 0
H,S0,
it HyCsH i g + H-O
A OH A OCH
0 0
. H:50, ;
+ H,C—OH——— . + A'—OH
A 0A° A OCH

Rys. 1. Pogladowy schemat reakgji: A — sililagji, B — acylacji oraz C — alkilacji
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Najwazniejszym etapem podczas projektowania
nowej procedury analitycznej jest dobranie najbardziej
korzystnych warunkow, ktore umozliwia jej efektywng
aplikacje. W przypadku procedur, w ktérych na etapie
przygotowania probki istnieje koniecznosé konwersji
analitow w pochodne, istotny jest dobér rodzaju sto-
sowanego rozpuszczalnika stanowigcego Srodowisko
reakcji, wybdr odczynnika derywatyzujacego i jego
nadmiaru molowego wzgledem analitu oraz okreSlenie
kinetyki reakcji, czy, ewentualnie, potrzeby stosowania
katalizatora. Ze wzgledu na fakt, ze zazwyczaj reak-
cje tego typu zachodzg w podwyzszonej temperaturze,
dadatkowo istnieje koniecznos¢ wyboru odpowiedniej
temperatury prowadzenia procesu, co laczy sie czesto

z koniecznoscig termostatowania probek. Powszechnie

stosowane w GC reakcje derywatyzacji dzieli sig na trzy

typy (rys. 1). Sa nimi:

| Sililacja, ktdra polega na wprowadzeniu do struktury
analitu grupy trimetylosililowej (-Si(CH,),). Grupa ta
zastepuje grupy polarne bedace donorami protonow,
takie jak -OH, -SH, -COOH, -NH,, grupa borowa
(-BOH) oraz grupa siarkowa (-SOH). Otrzymane
pochodne sa bardziej lotne, stabilne termicznie
i mniej polarne.

M Acylacja, wigzaca sie z konwersja analitow, w ktérych
strukturze pierwotnie mozna wyodrebni¢ grupy -OH,
-SH, -NH,, w estry, tioestry i amidy. Reakcje prowadzi
sie w abecnosci zasad organicznych, bezwodnikow
kwasowych, halogenkéw czy amidkéw acylowych.

W Alkilacja, stanowigca typ reakcji stosowanej w przy-
padku konwersji zwigzkdw organicznych w pochod-
ne, ktére zawierajg tak zwany kwasny atom wodo-
ru. Opiera sie ona na wprowadzeniu do czasteczki
analitu faficucha weglowodorowego. W jej obrebie
wyrdznia sie estryfikacje, ktéra uznawana jest za
najpopularniejsza metode alkilowania. Estryfikacja
najczesciej stosowana jest w przypadku modyfikacji
czasteczek kwaséw organicznych.

Oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w moczu

i $linie czfowieka

Choroby cywilizacyjne, jako jedna z najczestszych przy-
czyn zgondw w krajach wysokorozwinietych, stanowia
bardzo powazny problem spoteczny XXI wieku. Z tego
tez wzgledu od kilkudziesieciu lat prowadzone sa bada-
nia dotyczace poszukiwania szybkich sposobéw wezes-
nego diagnozowania tego typu schorzen, wiréd ktérych
najczesciej wymienia sie choroby uktadu krazenia oraz
nowotworowe. Z tych samych powodéw obserwuije sie
niestabnace zainteresowanie zaliczanymi do niskocza-
steczkowych zwigzkdw siarki, homocysteing (Hey) i jej
tiolaktonem (HTL). Zwiazki te stanowig produkty prze-
mian metabolicznych metioniny (Met), ktéra dostarczana
jest do organizmu z pozywieniem pochodzenia zwierze-
cego. Hey i HTL biorg udziat w licznych reakcjach bioche-
micznych, odgrywajac tym samym kluczowa role w meta-
bolizmie czlowieka. Co wazne, przeprowadzone badania
kliniczne wykazaly zwigzek pomiedzy zaburzeniami ich




metabolizmu a rozwojem schorzeri ukladu sercowo-
-naczyniowego oraz choréb nowotworowych.

Podwyzszony poziom Hcy (hiperhomocysteinemia)
w osoczu krwi jest skorelowany z rozwojem szeregu scho-
rzen. Jedna z hipotez sugeruje, ze za toksyczno$¢ Hcy
odpowiada jej cykliczny tioester, to jest HTL (rys. 2). HTL,
ktdry jako szkodliwy metabolit jest usuwany z organizmu
przez nerki, powstaje na skutek uposledzenia przemian
w szlaku metabolicznym zwigzkéw siarki, kiedy Hey jest
blednie wybierana zamiast Met poprzez enzym - syn-
tetaze metionylo-tRNA w procesie biosyntezy biafek,
Proces ten nasila si¢ w stanach zaburzef genetycznych
i zywieniowych. HTL jest chemicznie bardzo reaktywny,
przez co zmienia strukture biatek, wplywa negatywnie
na ich funkcje oraz wywiera toksyczny wplyw na komér-
ki. W wyniku reakcji HTL z resztami lizynowymi biatek
powstajg tak zwane N-Hcy-biatka, a reakcji towarzyszy
wylworzenie wigzania peptydowego. Tworzenie S-Hcy-
-biatka jest natomiast wynikiem reakcji pomiedzy grupa-
mi -SH cysteiny wbudowanej w biatka a grupa -SH, Hey.
Metabolity te wywieraja negatywny wphyw na prawidfo-
we funkcjonowanie ukfadu krwionosnego i przyczyniajg
sie do powstawania wielu standw patologicznych w orga-
nizmie czlowieka. Badania wykazaly, ze HTL, modyfiku-
jac fibrynogen, utrudnia prawidlowa hydrolize skrzepaw
i przyczynia sie do rozwoju zakrzepicy. Ponadto, podwy:-
szone stezenie tego zwigzku moze dziata¢ jako niezalez-

tow z chorobg wiencowa. Wykazano takze, ze oprocz
choréb sercowo-naczyniowych zwiazek ten sprzyja roz-
wojowi wybranych rodzajow nowotwordw, choréb nerek
i choréb neurodegeneracyjnych. Co wazne, najnowsze
wyniki badan wskazuja, ze mozliwe jest przeciwdziatanie
negatywnym skutkom wysokiego poziomu HTL w orga-
nizmie, poprzez prowadzenie suplementacji witaminami
z grupy B, wlaczajac witamine B, B, oraz B,.

Jak dotad potwierdzono obecnos¢ HTL w plynach
biologicznych cztowieka, takich jak mocz, osocze
i $lina. Co ciekawe, pomimo relatywnie duzego
zainteresowania badaniami nad jego rolg w fizjo-
logicznych i patologicznych przemianach w orga-
nizmie czlowieka, w szczegdlnosci mechanizmami

NH, 2
o
HS —0
O 5
Hey HTL
Rys. 2. Ideowa struktura chemiczna Hey i jego tioestru, HTL

ny czynnik ryzyka zawatu migénia sercowego u pacjen-
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Mocz

(dane z dnia 1 wrzeénia 2020)

100%

Osocze

Rys. 3. Udziat poszczegélnych technik separacyjnych w oznaczaniu HTL w plynach biologicznych cztowicka
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Rys. 4. Schemat procedury przygotowania probki A — moczu oraz
B — moczu/éliny do analizy chromatograficznej na zawartoé¢ HTL

tych przemian, opracowano jedynie kilka metod
oznaczania HTL w prébkach biologicznych (rys. 3).
Metody te w znacznej mierze opierajg sie na wyko-
rzystaniu technik separacji w fazie cieklej, w tym
wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz
elektroforezy kapilarnej i umozliwiajq analize moczu
na zawartos¢ HTL. Powdéd takiego stanu rzeczy jest
dos¢ prozaiczny. HTL, jako zbedny produkt prze-
mian metabolicznych zwigzkéw siarki, jest usuwa-
ny z organizmu przez nerki, wraz z moczem, a jego
stezenie w tej matrycy jest co najmniej 100-krotnie
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wyzsze niz w osoczu. Biorac jednak pod uwage
obecne trendy w bicanalityce oraz mozliwosci, jakie
niesie ze soba wykorzystanie nowoczesnych technik
pomiarowych, nalezy spodziewa¢ sie, ze w najbliz-
szej przysziosci coraz to wiecej uwagi bedzie poswie-
cane $linie. Obecnie 7z matrycq tq wiaze sie duze
nadzieje, jako materiatem odpowiednim do badar
Klinicznych, glownie ze wzgledu na nieinwazyjny
sposob pobrania prébki oraz zawartosé szerokiego
spektrum zwigzkéw uznanych za wskazniki rozwoju
wielu choréb. Analizujgc dane zebrane na rysunku 3,




nie mozna nie zauwazy¢ marginalnej pozycji, jaka
metody oparte na technice GC MS zajmujg w przy-
padku oznaczania HTL. Przypuszczalnie, do nie-
dawna technika ta nie cieszyla sie zbyt duzq popu-
larnoscia wérod oséb zajmujacych sie problematyka
oznaczania HTL w ptynach biologicznych, gléwnie
ze wzgledu na niekorzystne wladciwosci analitu unie-
mozliwiajace jego bezposrednie wykrycie.
Zaprojektowane w ostatnim czasie w naszym zespole
procedury, umozliwiajace oznaczenie HTL technika
GC MS w moczu i dlinie, wykazaly, ze derywatyza-
cja chemiczna moze efektywnie rozwiaza¢ problem
niekompatybilnosci analitu z wymaganiami stosowa-
nej aparatury pomiarowej. We wspomnianych przy-
padkach procedura analityczna skladata sie z trzech
etapow, a mianowicie ekstrakcji analitu w uktadzie
ciecz—ciecz, derywatyzacji chemicznej oraz nastepczej
analizy chromatograficznej. Schemat przygotowania
prébek moczu i liny do analizy na zawartos¢ HTL
przedstawiono na rysunku 4. Kolejno prowadzone eks-
perymenty ujawnialy szereg istotnych probleméw, co
pociagnelo za sobg koniecznosé modyfikacji poszcze-
gdlnych etapéw procedury analitycznej. Stosunkowo
diugi czas przygotowania probki do analizy (>2h),
charakterystyka kinetyki reakcji analitu z odczynni-
kiem derywatyzujacym, ograniczona stabilno$¢ otrzy-
manej pochodnej oraz wzglednie niska precyzja opra-
cowanej metody skfonily nas do podjecia préby zapro-
jektowania kolejnej procedury, obarczonej mniejsza
liczba ograniczen (tab. 1). W konsekwencji pozwolito
to na oznaczenie analitu az w dwéch matrycach, to
jest w moczu oraz §linie czlowieka, przy zachowaniu
tych samych warunkéw chromatograficznych.

Ze wzgledu na strukture czasteczki HTL i wynikajace
z tego faktu brak lotnoéci i stabilnosci termicznej oraz
niska mase czasteczkowa, niezbednym etapem w pro-
cedurze przygotowania probki okazata sie modyfikacja
chemiczna. Oprécz uzyskania oczywistych korzysci,
pozwalajacych na wykorzystanie w oznaczeniach tech-
niki GC, otrzymano pochodna o wlaéciwosciach umozli-
wiajacych jej selektywng ekstrakcje z matrycy biologicz-
nej do fazy organicznej. W konsekwencji zarejestrowa-
ny sygnat pochodnej HTL byt fatwiejszy do identyfikacji,
miedzy innymi ze wzgledu na usuniecie hydrofilowych
skladnikéw prébki, mogacych generowac na chroma-
togramie sygnaly interferujgce. W badaniach testowa-
no wylacznie odezynniki derywatyzujace, ktére mogly
reagowac z czasteczka analitu za podrednictwem grupy
-NH,. Byly nimi chloromréwczan izobutylu oraz N,O;
-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid, ktére umozliwity
modyfikacje chemiczng HTL w wyniku reakcji acylagji
lub sililacji grupy -NH, (rys. 5). Przeprowadzone bada-
nia wykazaty, ze etapy derywatyzacji i ekstrakcji mozna
niekiedy prowadzi¢ réwnoczesnie, co dodatkowo
pozwala na uniknigcie strat spowodowanych niewielka
stahilnoécia otrzymywanej pochodnej. Nasze badania
wykazaly, ze reakcja HTL z chloromréwczanem izobu-
tvlu przebiega w Srodowisku wodnym, bezposrednio po

Tabela 1. Poréwnanie metod oznaczania HTL

W moczu oraz w moczu i $linie

Zalety Ograniczenia

HTL w moczu

Application of GC MS technique for the determination
of homocysteine thiolactone in human urine. Journal of
Chromatography B 1099 (2018) 18-24

2018

M zastosowanie standardu
wewnetrznego

M niska granica wykrywalnosci
na poziomie 5 nM

B derywatyzacja prowadzona
w temperaturze pokojowej

B mafa ilo$¢ zuzywanych
odczynnikow

B brak stabilnosci tworzonej
pochodnej w $rodowisku wodnym

W ekstrakcja w ukiadzie ciecz—ciecz
obarczona doé¢ duzym bledem,
co utrudnia uzyskanie
powtarzalnych wynikow

W czasochtonna procedura przygoto-
wania probki do analizy (>2h)

HTL w moczu i slinie

Quantification of homocysteine thiolactone in human saliva and
2020, ~

urine by gas chromatography-mass spectrometry. Joumnal of

Chromatography B 1149 (2020) 122-155

W krotki catkowity czas analizy
wynoszacy ok. 4,2 minuty
B mozliwosc analizy probek

W reakdja sililacji przebiega
w obecnosci pirydyny
W konieczno$¢ prowadzenia dos¢

moczu i sliny, przy zachowaniu
tych samych warunkow
chromatograficznych

kfopotliwej i czasochtonnej
ekstrakgji w ukfadzie ciecz—ciecz

NAUKA

0,2 M bufor fosforanowy
pH7.0

B NH, CH,
cH
0%\}];/ 3
0

Si(CH.),

NHSi(CH,);

e (0]

pirydyna
kat. 1% TMCS
S 5

Rys. 5. Schemat reakeji derywatyzacji HTL z A — chloromréwczanem izobutylu i B — MSTFA

zmieszaniu reagentéw. Poniewaz powstala pochodna
wykazywala znacznie wigkszg trwafos¢ w fazie orga-
nicznej anizeli wodnej, etapy derywatyzacji i ekstrak-
cji polaczono, oszczedzajac dodatkowo czas. Kolejna
karzyscig wynikajaca z takiego podejscia byto usunie-
cie biatek, ktére moga prowadzi¢ do przedwczesnego
zuzycia, a nawet destrukcji ukfadu chromatograficz-
nego. Jak wiadomo, czasteczka HTL posiada zdolnoé¢
oddziatywania z powierzchnig biatek, co w ostatecznym
rozrachunku moze skutkowa¢ zmniejszeniem odzys-
ku analitu, a w konsekwencji podwyzszeniem grani-
cy oznaczalnoéci metody. Zablokowanie grupy -NH,
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Tabela 2. Typowe trudnosci towarzyszace oznaczaniu HTL w moczu i $linie technika GC MS

Problem Proponowany sposob rozwigzania

Zbyt niska lotnos¢, niewielka | M przeprowadzenie derywatyzacji chemiczne
trwatoéc termiczna analitu

Znaczna zlozonosc¢ matrycy, W uproszczenie matrycy na etapie przygotowania probki do analizy, np. poprzez ekstrakcje
w tym obecnos¢ substancji ciecz—ciecz/ciecz—ciato state

wielkoczgsteczkowych — biatek | W odbiafczenie probek poprzez dodatek kwasu nieorganicznego, rozpuszczalnika
organicznego badz na drodze ekstrakgji lub filtracji w obnizonej temperaturze na filtrach
membranowych typu cut-off

Obecnosc wody w medium, W koniecznosc stosowania doktadnie osuszonych rozpuszczalnikéw

w ktorym przebiega reakcja W odparowanie wodnych roztworow (probek) do sucha i rozpuszczenie powstatego osadu
derywatyzagji w odpowiednie] mieszaninie derywatyzujace]

Koniecznos¢ utrzymywania W prowadzenie reakcji derywatyzacji w termostacie

podwyzszonej temperatury W prowadzenie derywatyzaci w trybie online, z wykorzystaniem tzw. ,nastrzykéw

reakgji derywatyzacji kanapkowych

Mata powtarzalnos¢ W wprowadzenie do procedury analityczne] standardu wewnetrznego

i wzglednie niska wydajnosé
reakgji derywatyzadji

& Ograniczona trwatosc W okreslenie trwztosc Ltworzone) pachodne] w rdznych rozpuszezalnikach, do ktorych

N utworzonej pochodnej utworzona po = ekstrahowana

= M ekstrakdja ana dnego do fazy organicznej

<C W Scista kontrola 1= tury przechowywania probki po etapie derywatyzadji

< Utworzenie wiecej niz W optymalizacz waruneow rozdzielania, wtym praca w trybie programowej temperatury
jednej pochodnej podczas pieca i detekt
derywatyzacji W detekda w AN Lo SN podzial czasu analizy na segmenty

M optymaliza "2tury cozownika probek oraz trybu jego pracy, w tym okreslenie
potrzeby wprowadzan 2 0700k 7 lub bez podzialu strumienia gazu no$nego
Niestabilnos¢ warunkow W praca ukladu GC w trybie programowej zmiany
chromatograficznych (piki temperatury piec
»duchy”) W kondycjonowane Liadu chromatograficznego pomiedzy analizami
Wysoka granica oznaczalnosci | M optymalizaca temoeratur, dozownika oraz objetosci probki wprowadzanej do uktadu GC
opracowanej metody M optyma parametrow detektora MS
W zatgzenie probi 2 etapie jef przygotowania do analizy
w czasteczce HTL w wyniku reakcji dervwanz & wkorzystanie na okoliczno$¢ oznaczania zwigzkow
pozwolilo na znaczne ograniczenie teco oo oo wi=lomyveh jest zadaniem irracjonalnym, a juz na pewno
W trakcie opracowywania procedur przvecton sz ooo- trudnvm do zrealizowania. Najnowsze badania dostar-
bek moczu oraz $liny do ich analizy na zaw e =70 zaja przekonujacych dowoddw, ze podczas oznaczania
jak réwniez na etapie doboru optymalmicn warinn HTL w probkach biologicznych technika GC MS moze
chromatograficznych, pojawialo sie wiele nronen stanowic przydatne i precyzyjne narzedzie, konkuren-
ktore wynikaty przede wszystkim z charaizers cnem 2o cyjne w stosunku do tych opartych na technikach sepa-
nego analitu, ale i specyfiki badanego = racjl w fazie ciekfej. Oczywiscie niezbednym lub wrecz
gicznego. W tabeli 2 zostaly zestawione ¢ = rodno- Kluczowym etapem procedury analitycznej jest w tym
éci oraz mozliwe sposoby ich rozwiazan sotezn e przypadku derywatyzacja analitu. W wyniku tego proce-
obydwie metody zostaly z powodzenem wiirmisane su HTL przeksztalcany jest w lotng i termicznie stabilng
w analizie probek pobranych od poter = zorownon pochodng, wykazujaca wiladciwosci fizykochemiczne
ochotnikow. Uzyskane wyniki pozwalas pemvniszizal sprzyjajace rejestracji sygnafu analitycznego. Co waine,
ze w niedalekiej przysztosci metody te mogs znalezd uproszezenie matrycy, bedace wynikiem prowadzonej
zastosowanie w badaniach klinicznvch prowzdzonch  jednoczeénie ekstrakcji ciecz—ciecz jest nie mniej wazne
na duzych populacjach. i stanowi o przydatnosci opracowanych metod. '
f

Podsumowanie Monika Wieczorek, Justyna Piechocka,
Powszechnie przyjmuje sie, ze technivz CO WS <anowi Rafat Glowacki*
skuteczne narzedzie do efektvwnezo roziz < ano i iden-  Katedra Chemii Srodowiska, Wydziat Chemii,
tyfikacji lotnych skladnikow probek bioiogznich Ztego  Uniwersytet todzki
wzgledu, w wielu przypadkach moze widzawac <ie. ze *e-mail: rafal.glowacki@chemia.uni.lodz.pl
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5. Podsumowanie

Uwzgledniajac role HTL w patogenezie chorob cywilizacyjnych oraz mala
dostepnos¢ metod umozliwiajacych jego oznaczanie w materiale powszechnie
wykorzystywanym w diagnostyce, jako gtowny cel mojej pracy doktorskiej obratam
stworzenie odpowiednich narzedzi analitycznych. Postawilam takze hipotezg, ze HTL jest
obecny w §linie cztowieka, a nastgpnie dokonatam jej pozytywnej weryfikacji. W ramach
rozprawy doktorskiej opracowatam trzy nowe metody analityczne, umozliwiajgce
oznaczenie zawartosci HTL w probkach moczu i $liny [D1, D2, D3]. W badaniach
zastosowalam odmienne od klasycznego podejscie w zakresie doboru techniki
analitycznej. Po raz pierwszy wykazalam bowiem przydatnos¢ GC-MS do oznaczenia
HTL w tak zlozonych matrycach. Zaproponowatam oryginalne procedury przygotowania
probki do analizy, uwzgledniajac specyfike GC. Szczegdlng uwage zwrocitam na
mozliwo$¢ wykorzystania technik ekstrakcyjnych, takze do odbialczania probki oraz
odpowiedniag modyfikacj¢ chemiczng analitu. Nowatorski charakter przeprowadzonych
przeze mnie badan dotyczyl rowniez wykrycia HTL w §linie czlowieka. Dzigki temu
mozliwe bylo wstepne zbadanie relacji pomiedzy zawartoscig HTL w waznych pod katem
diagnostyki ptynach biologicznych, takich jak mocz oraz $lina [D2]. Opracowatam takze
procedurg oznaczania HTL w obecnosci Met, Cys i Hcy w $linie [D3]. Jest to pierwsze
doniesienie na temat mozliwos$ci wykorzystania GC do tego celu.

W trakcie opracowywania procedur przygotowania probek moczu oraz $liny do ich
analizy na zawartos¢ HTL technikg GC-MS [D1, D2, D3], jak réwniez na etapie doboru
optymalnych warunkéw chromatograficznych, pojawialo si¢ wiele problemow, ktore staty
si¢ inspiracja do napisania artykulu w czasopi$mie Analityka, w ktdrym zestawitam
podstawowe trudnos$ci wraz z proponowanymi sposobami ich rozwigzania [D4].

Opracowane przeze mnie metody moga stanowi¢ w przysztosci uzyteczne
narzedzia analityczne, konkurencyjne w stosunku do tych opartych na technikach separacji
w fazie cieklej. Moze si¢ to przyczyni¢ do lepszego zrozumienia fizjologicznej i
patologicznej roli HTL w organizmach zywych, a takze poszerzenia wiedzy na temat
potencjatu diagnostycznego §$liny. Z punktu widzenia mozliwosci oznaczania HTL,
opracowane przeze mnie metody istotnie wzbogacajg wiedzg praktyczng z zakresu jego

analityki.
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5.1. Zalety i ograniczenia opracowanych metod

W kazdej zaprojektowanej przeze mnie procedurze wykorzystatam klasyczne techniki
przygotowania probki do analizy, takie jak ekstrakcja, odbialczanie oraz derywatyzacja,
ktore wywieraja ogromny wplyw na doktadnos¢ i precyzje uzyskiwanych wynikow. Aby
otrzyma¢ pochodng HTL kompatybilng z GC-MS, kluczowym etapem byto
przeprowadzenie reakcji chemicznej z odpowiednim odczynnikiem derywatyzujgcym.
Okazato si¢ to szczegblnym wyzwaniem. Pomimo rygorystycznego przestrzegania
stabilnosci warunkow reakcji (stosunek molowy reagentow, czas, temperatura), powracat
problem niskiej powtarzalnosci i wydajnosci. W efekcie obserwowatam znaczne fluktuacje
wartosci parametréw walidacyjnych, ktore nie zawsze spetniaty kryteria przypisane dla
probek biologicznych.

Obecnie zaden z komercyjnie dostgpnych odczynnikow derywatyzujacych nie jest
pozbawiony wad, dlatego tez majagc na uwadze znikomg ilo$¢ informacji na temat
derywatyzacji HTL, szczegélng uwage poswiecitam poszukiwaniom odpowiedniego
reagenta. W swoich badaniach testowalam dwa odczynniki derywatyzujace, a mianowicie
IBCF oraz MSTFA, ktére umozliwily modyfikacj¢ chemiczng grupy aminowej HTL,
odpowiednio w wyniku reakcji acylacji i sililacji. Moje badania wykazaty, ze reakcja HTL
z IBCF moze przebiega¢ w srodowisku wodnym, bezposrednio po zmieszaniu reagentow,
co wymaga jednak od eksperymentatora przygotowania probek w $cistym rezimie
czasowym. Jest to zwigzane ze stosunkowo niewielka trwatoscig pochodnej. Poniewaz
powstata pochodna wykazywata wigksza stabilno§¢ w fazie organicznej nizeli wodnej,
etapy derywatyzacji i ekstrakcji potaczono, oszczedzajac przy tym czas oraz minimalizujac
ewentualne straty wynikajace z rozktadu pochodnej. Inne podejmowane przeze mnie
dzialania zmierzajace do ograniczenia catkowitego bledu popelnianego na etapie
przygotowania probki oraz jej koncowej analizy, polegaty na wprowadzeniu standardu
wewngtrznego (lakton homoseryny), ktory byt obecny w badanym roztworze na kazdym
etapie procedury analitycznej (D1). Takie podejscie potwierdzito, ze obecnos¢ IS, ktory
wykazuje duze podobienstwo strukturalne do oznaczanego analitu, a tym samym posiada
podobne whasciwosci fizykochemiczne, wptywa korzystnie na precyzje metody. Co jednak
nalezy podkresli¢, stosunkowo dlugi czas przygotowania probki do analizy (~2h), brak
automatyzacji poszczegoélnych etapdw, charakterystyka Kinetyki reakcji oraz ograniczona
stabilno$¢ pochodnej w roztworze wodnym sa czynnikami, ktére W znacznym stopniu
utrudniaja przygotowanie duzej serii probek, co moze by¢ problematyczne w przypadku

badan populacyjnych. Majac na wzgledzie powyzsze fakty dotyczace wykorzystania IBCF
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do derywatyzacji HTL, w kolejnym etapie podjetam probe znalezienia innego odczynnika
derywatyzujacego, dla ktérego reakcja z analitem przebiegataby z wigksza wydajno$cig i
powtarzalno$cig. Wybratam do tego celu mieszaning MSTFA i 1% TMCS, dzi¢ki czemu,
w wyniku reakcji otrzymatam trimetylosililowg lotng pochodng (D2). W konsekwencji
pozwolito to na oznaczanie analitu w dwoch matrycach biologicznych, tj. moczu i $linie,
przy zachowaniu tej samej procedury przygotowania prébki oraz tych samych warunkéw
rozdzielania chromatograficznego. Podobnie jednak jak w przypadku procedury opisanej
w pracy D1, metoda nie jest wolna od ograniczen. Pomimo, ze calkowity czas analizy
jednej probki wynosi mniej niz 5 min, to ze wzgledu na stosunkowo niska stabilnos¢
otrzymanej pochodnej HTL, probki nalezy przygotowywac bezposrednio przed analiza,
zachowujac state interwaly czasowe podczas kolejnych operacji. Utrudnia to w oczywisty
sposOb analize duzej serii probek. Dodatkowo, reakcja sililacji zachodzi wylgcznie w
obecnosci bezwodnej pirydyny, co wymaga pracy pod dygestorium przy zachowaniu
niezbednych srodkow ostroznosci, ale takze doktadnego osuszenia odczynnikow. W moich
badaniach do odparowania pozostatosci po etapie ekstrakcji wykorzystalam prozniowy
koncentrator probek, czego efektem byla oszczedno$¢ czasu a takze zmniejszenie
szybkosci rozktadu badanego zwigzku. Ztozono$¢ matrycy biologicznej oraz obecno$¢
substancji przeszkadzajacych, takich jak biatka w przypadku S$liny, byly glownym
powodem wykorzystania ekstrakcji, ktéra z jednej strony zwigksza selektywno$¢ poprzez
wyeliminowanie z badanej probki zwiazkow hydrofilowych, z drugiej zas, prowadzona w
spos6b manualny przyczynia si¢ do wzrostu catkowitego bledu analizy. Zakonczone
sukcesem eksperymenty, w ktorych wykorzystalam reakcje sililacji do uczynienia HTL
lotnym (D2), sktonily mnie do kontynuowania badan w tym zakresie, przy zatozeniu, ze w
probkach biologicznych znajdujg si¢ inne biologicznie wazne zwiazki siarki, ktore
powinny by¢ oznaczane z HTL w jednym toku analitycznym (D3). Opracowana przeze
mnie nowa procedura charakteryzuje si¢ tym, ze etap deproteinizacji prowadzony jest
jednoczesnie z redukcjg wigzan dwusiarczkowych. Podejscie to okazato si¢ odpowiednie w
kontekscie skrocenia czasu przygotowania probki. Z analitycznego punktu widzenia jest to
réwniez bardzo korzystne z powodu zwigkszenia odzysku HTL oraz pozostatych analitow,
a mianowicie Met, Cys i Hcy. Metoda zostata wykorzystana do oznaczania wspomnianych
zwigzkéw w probkach sliny. Niestety, proby zaadoptowania tej metodyki do prébek moczu
zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Wybrane warunki chromatograficzne pozwolity
natomiast na efektywng separacj¢ poszczegodlnych sktadnikow probki Sliny, w wyniku

czego uzyskatam cztery, dobrze rozdzielone sygnaty analityczne, w tym pochodzacy od
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obiektu moich badan, czyli HTL. W konsekwencji metoda umozliwia jednoczesne
oznaczanie czterech sktadnikow, w tym HTL i Met. Co nalezy podkresli¢, prezentowana W
ramach niniejszej rozprawy praca (D3) stanowi pierwsze doniesienie na ten temat.
Podobnie jak w wyzej wymienionych przypadkach (D1, D2), postepowanie analityczne
rozpoczynatam od usunigcia biatek z materiatu biologicznego, ktore skutecznie wytracitam
poprzez dodatek MeCN w wyznaczonym eksperymentalnie stosunku objg¢tosciowym 4:1
(v/v). Analogicznie do przypadku opisanego w pracy D2 pewnym utrudnieniem byta
konieczno$¢ stosowania bezwodnej pirydyny na etapie derywatyzacji, z wykorzystaniem
mieszaniny MSTFA i 1% TMCS oraz ograniczona trwatos¢ sililowej pochodnej HTL,

ktora utrudniata aplikacje metody do badan populacyjnych.

5.2. Whioski dotyczace §liny jako potencjalnego zamiennika moczu i osocza

Wykorzystywana w diagnostyce medycznej analiza ptyndw ustrojowych stanowi
jedno z gtéwnych zrodet informacji o stanie zdrowia pacjenta oraz wystepujacych w jego
organizmie zmianach patologicznych. Liczne badania naukowe potwierdzaja, ze wiele
zwigzkéw obecnych w ustroju czlowieka pelni role markerow chordb. Istnieje zatem
konieczno$¢ poszukiwania nowych, bardziej specyficznych wskaznikow w roéznych
matrycach oraz opracowywania wysoce selektywnych i czulych metod analitycznych,
ktére umozliwig ich oznaczanie. Kluczem do sukcesu jest odpowiednie pobranie materiatu
biologicznego do badan oraz jego obrébka przed pomiarem, co wymaga od badacza
staranno$ci na kazdym etapie postgpowania analitycznego. Zdecydowania wigkszos¢
opisanych badan klinicznych zmierza w Kierunku oznaczenia jak najwigkszej liczby
biomarkeréw w ptynach biologicznych, takich jak mocz i krew (osocze/surowica), ktore ze
wzgledu na zlozono$¢ matrycy dostarczajg Sszeregu istotnych informacji o stanie
fizjologicznym organizmu. Niemniej jednak istnieje konieczno$¢ poszukiwania nowych
rozwigzan, ktoére umozliwilyby wczesne i trafne rozpoznanie schorzen. Dlatego tez w
ostatnim czasie coraz wigcej uwagi poswigca si¢ tzw. niekonwencjonalnym matrycom,
sposrod ktorych $lina cieszy si¢ najwigkszym zainteresowaniem. Zebrane dowody
potwierdzaja, zeé moze ona penié¢ funkcje realnego zamiennika dla wyzej wspomnianych
plynow ustrojowych. Przeprowadzone przeze mnie eksperymenty mogly umozliwi¢
weryfikacje tezy, ktora zakladata, ze $lina moze zastgpi¢ w badaniach klinicznych
tradycyjne ptyny ustrojowe w konteks$cie badan nad zwigzkiem HTL z rozwojem
niektorych chordb. Przeprowadzone przeze mnie wstepne badania dotyczace korelacji

pomiedzy zawartoscig HTL w moczu oraz $linie nie dajg w tej kwestii jednoznacznej
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odpowiedzi. Bez watpienia wymagajg rozszerzenia na duza grupg badawcza i to zarbwno
w odniesieniu do 0s6b zdrowych jak i chorych. Co jednak nalezy podkresli¢, opracowane
przez mnie narzedzia analityczne, pomimo pewnych ograniczen, umozliwiaja oznaczanie
HTL w obydwu tych matrycach i stwarzajg mozliwo$¢ takich badan.

Slina to tatwo dostepny plyn biologiczny, ktorego pobranie do analizy odbywa sie
w sposOb nieinwazyjny z minimalnym ryzykiem zarazenia personelu medycznego.
Niemniej jednak atrakcyjnos$¢ tej matrycy przypisywana jest gtownie obecnym w nigj
zwigzkom, ktorych pozyskanie z innych zrodet bytoby niemozliwe. Co wazne, ztozono$é
sktadu §liny jest mniejsza w poroéwnaniu z krwig/moczem, co zapewnia zadawalajaca
rozdzielczo$¢ pomiedzy wszystkimi sktadnikami probki w przypadku stosowania technik
separacyjnych, a nizsze stezenie biatek minimalizuje ryzyko wigzania analitow przez duze
bioczasteczki i ich utrate na etapie odbiatczania. Z drugiej strony, mniejsza w ujeciu
stgzeniowym zawarto$¢ analitow w §linie, w porOéwnaniu z ich poziomem we Kkrwi,
powoduje trudnosci w opracowaniu dostatecznie doktadnych, precyzyjnych i selektywnych
metod analitycznych. Jest to szczegdlnie wazne w badaniach medycznych, ktérych celem
jest oparcie diagnozy na wynikach bazujacych na wspomnianych narzg¢dziach. Stwarza to
konieczno$¢ pracy z wykorzystaniem bardzo czutych detektordw, ktore nie zawsze
stanowig podstawowe wyposazenie laboratoriow naukowych, gltéwnie ze wzgledu na
wysoki koszt zakupu i eksploatacji. W rezultacie, niewystarczajaco czute techniki detekcji,
niskie stezenia analitow, zmienno$¢ sktadu matrycy, brak standaryzacji pobrania materiatu
do badan powoduja, zZe $lina nadal nie stanowi pelnej alternatywy dla tradycyjnych ptynow
biologicznych. Niemniej jednak sg to ograniczenia, ktore gtownie poprzez intensywny
rozwoj technik przygotowania prébki do analizy mogg by¢ znaczaco zminimalizowane,
zwlaszcza 7ze ostatnie doniesienia literaturowe jednoznacznie potwierdzaja pozytywng
korelacje stezeniowa pomiedzy niektorymi analitami zawartymi w $linie, moczu i osoczu
krwi. Z pewnoscig wnioski dotyczace $liny, jako materialu odpowiedniego do badan
zawarto$ci HTL nalezy podda¢ dalszej weryfikacji, prowadzac rozszerzone eksperymenty
na duzej grupie badawczej, zr6znicowanej pod wzgledem pici, wieku, a by¢ moze tez wagi
oraz prowadzonego trybu zycia i zwigzanym z nim stanem zdrowia. Reasumujgc, pomimo
niewatpliwych zalet wynikajacych z wykorzystania $liny w diagnostyce, w tym réwniez
korzysci ekonomicznych, materiat ten nadal nie stanowi pelnej alternatywy dla
tradycyjnych ptynéw ustrojowych. Dzieje si¢ tak gldéwnie ze wzgledu na bardzo niskie

stezenia analitow i wynikajace z tego faktu trudnosci z detekcja oraz problemy ze
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standaryzacjg probki na etapie pobierania. Nie zmienia to jednak faktu, ze badania w tym

obszarze powinny by¢ kontynuowane.
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6. Whnioski koncowe

Na podstawie przeprowadzonych, w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej

eksperymentow mozna sformutowac szereg waznych, z praktycznego punktu widzenia,

whnioskow.

1.

Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywana jako technika analityczna podczas oznaczania HTL w prdbkach
moczu i $liny czlowieka.

Najstabszym ogniwem calej procedury analitycznej jest etap przygotowania probki
do analizy, a w szczegdlnosci moment przeprowadzania analitu w lotng pochodna.
Komercyjnie dostgpne odczynniki takie jak chloromrowczan izobutylu oraz
N-trimetylosililo-N-metylotrifluoroacetamid, moga by¢ wykorzystane do
derywatyzacji HTL, niemniej jednak w sposob szczegdlny nalezy kontrolowaé
warunki, w ktérych prowadzona jest reakcja.

Trwato$¢ uzyskanych pochodnych jest ograniczona, totez probka powinna by¢
przygotowywana bezposrednio przed analiza, co z kolei moze utrudniac¢
potencjalne badania przesiewowe.

Przygotowanie prébki biologicznej do analizy, w tym przypadku $liny oraz moczu,
wymaga zastosowania ekstrakcji w celu uproszczenia matrycy oraz zatezenia
analitu.

HTL jest obecny w $linie cztowieka.

Stezenie HTL w §linie jest zblizone do tego, obserwowanego w probkach moczu.
Nie stwierdzono jednoznacznie pozytywnej korelacji pomi¢dzy zawartoscig HTL w
moczu i §linie tych samych osob, co jednak moze by¢ wynikiem matej liczby
zbadanych probek.

Opracowane narzedzia analityczne sg pierwszymi bazujacymi na technice GC-MS,
ktére umozliwiajg oznaczanie HTL w moczu oraz §linie cztowieka i pomimo

swoich ograniczen, moga stanowi¢ realng alternatywe dla metod wykorzystujacych

HPLC i CE.
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Abstract

The subject of the research conducted as a part of the dissertation was focused on
elaboration of a new, reliable and robust methods based on gas chromatography-mass
spectrometry technique (GC-MS), enabling determination of homocysteine thiolactone
(HTL) in biological specimens in the presence of low molecular mass thiols, methionine
(Met), homocysteine (Hcy), and cysteine (Cys). As a result the work provided convincing
evidence that GC-MS technique can be successfully used in analysis of human urine and
saliva for mentioned above non-volatile sulfur-containing compounds.

Taking into account the requirements of GC-MS, one of the main goals of my
studies was to elaborate reliable and useful sample preparation procedures. On this field
special attention | have paid on the possibilities of using extraction techniques,
deproteinization, analytes preconcentration by drying under vacuum and appropriate
chemical modification/derivatization of the compounds studied.

During the study three original methods | have developed. Moreover, | have proven
that each of them is able to deliver valuable data concerning concentration of HTL in
human urine and saliva. In this way, | was able to show for the first time that HTL is
present in human saliva. It should be noted that saliva exhibit multiple distinct advantages
over blood (plasma/serum) und urine as a diagnostic specimen. Measured values for
salivary HTL are the first ever reported. Moreover, | have also examined a correlation
between salivary concentration of HTL and its urinary levels. One of elaborated
methodologies has been designed to simultaneous determination in a single run of HTL in
the presence of a number of salivary biologically relevant compounds, such as Met, total
Cys and Hcy. To the best of my knowledge, this is the first and the only available GC-MS
based assay dedicated to salivary methionine related sulfur-containing compounds
determination.

Elaborated assays are primarily characterized by a robust sample preparation
procedure followed by GC-MS analysis. Finally, each of developed methodologies is
characterized by satisfactory validation parameters, expressed as linearity, precision,
accuracy and limit of quantification (LOQ). I have also shown that elaborated assays can
act as an exquisite tools for determination of HTL in saliva as well as urine samples
donated by apparently healthy volunteers. Thus, despite some limitations, they can be used
in the future as an analytical tools facilitating finding of evidences supporting thesis

dealing with association of aminothiols with cardiovascular diseases.
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