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Panu Profesorowi Rafatowi Gtowackiemu sktadam serdeczne podziekowania
za opieke naukowg, cenne wskazowki merytoryczne oraz wsparcie na kazdym
etapie realizacji pracy. Dziekuje za zaufanie, mozliwo$¢ rozwoju naukowego oraz
stworzenie warunkow sprzyjajgcych prowadzeniu badan. Pariska wiedza

i doswiadczenie miaty fundamentalne znaczenie dla powstania niniejszej

rozprawy.

Szczegdlne podziekowania sktadam Pani Profesor Justynie Piechockiej, za
codzienne wsparcie, cierpliwosc i zyczliwoSc¢ okazywane podczas realizacji badan.
Dziekuje za niezliczone konsultacje, pomoc w rozwiazywaniu problemow
badawczych, konstruktywng krytyke, motywacje w chwilach zwatpienia oraz
wsparcie — nieocenione nie tylko w wymiarze naukowym, ale rowniez osobistym.

Serdeczne podzigkowania sktadam wszystkim Pracownikom oraz Doktorantom

Katedry Chemii Srodowiska za wspdlnie spedzone lata, liczne dyskusje naukowe,

wymiane doswiadczen, zyczliwg atmosfere oraz wszelkg pomoc podczas realizacji
badan.

Najwieksze podziekowania sktadam moim Rodzicom Matgorzacie i Tomaszowi
za bezwarunkowg mitoS¢, wsparcie i wiare we mnie na kazdym etapie Zycia oraz
Narzeczonemu Adrianowi za cierpliwo$¢, wyrozumiato$c, troske a przede
wszystkim spokoj, ktory w chwilach zwatpienia okazat sie najcenniejszy.

Te prace dedykuje Wam — z mitoscia, wdziecznoscia i szacunkiem.
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Wykaz stosowanych skrétow i symboli

4-DPD

AA

ACN

ATP

BBCP
CMQT

Cys
Cys-Gly

FA

GC

GSH

Hcy
Homo-TCA
HPLC
HPLC-MS/MS

HPLC-UV

HPLC-MS

HPPTCA

4-deoksypirydoksyna

aldehyd octowy

acetonitryl

adenozynotrifosforan

bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy
tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy
cysteina

cysteinyloglicyna

kwas mrowkowy

chromatografia gazowa

glutation

homocysteina

kwas 1,3-tiazyno-4-karboksylowy

wysokosprawna chromatografia cieczowa

wysokosprawna  chromatografia cieczowa  sprzezona
z tandemowg spektometrig mas

wysokosprawna  chromatografia  cieczowa  sprzezona
z detekcjg spektrofotometryczng

wysokosprawna  chromatografia  cieczowa  sprzezona
ze spektometrig mas

kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-

pirydylo) -1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy
tiolakton homocysteiny

wskaznik oddziatywania czasopisma
wzorzec wewnetrzny

ekstrakcja ciecz-ciecz
adenozylotransferaza metioninowa
cysteamina

metionina

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

tryb monitorowania wielokrotnych przejs¢ jonowych



MS spektometria mas

MS/MS tandemowa spektometria mas

MTCA kwas 2-metylo-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy
MTR syntaza metioninowa

NAC N-acetylocysteina

PCA kwas chlorowy(VII)

PES polieterosulfon

PLP fosforan 5’-pirydoksalu

re-LLE reekstrakcje

SAH S-adenozylohomocysteina

SPE ekstrakcja ciecz-ciato state

TCA kwas 1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy

TCEP tris (2-karboksyetylo) fosfina

uv promieniowanie z zakresu ultrafioletu

UV-Vis promieniowanie z zakresu ultrafioletu i Swiatta widzialnego

Liczba punktoéw dla czasopism zostata okreslona na podstawie danych z wykazu
czasopism naukowych i recenzowanych materiatbw z  konferenciji
miedzynarodowych, wskazanych w komunikacie Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (MNiSW) z dnia 05.01.2024 r.

W niniejszej rozprawie jako miare oddziatywania czasopism naukowych
zastosowano piecioletni wskaznik Impact Factor (IFs), ktérego wartosci zostaty
okreslone na podstawie danych z bazy Journal Citation Reports (dostep dnia
20.06.2026 r.)



Wprowadzenie do

tematyki badan



1. Biologicznie istothne maloczasteczkowe zwigzki siarki

1.1. Metabolizm maloczasteczkowych zwiazkéw siarki i ich

pochodnych

Matoczgsteczkowe tiole, w duzym uproszczeniu, powstajg w wyniku przemian
metabolicznych metioniny (Met), ktéra dostarczana jest do organizmu wraz
z pozywieniem [1,2]. W warunkach fizjologicznych Met ulega demetylacji w reakgc;ji
katalizowanej przez adenozylotransferaze metioninowg (MAT), zachodzacej
w obecnosci adenozynotrifosforanu (ATP), czego efektem jest powstanie
S-adenozylometioniny, a nastepnie S-adenozylohomocysteiny (SAH). W wyniku
hydrolizy SAH dochodzi do wytworzenia homocysteiny (Hcy), stanowigcej istotny
metabolit przemian zwigzkdw tiolowych [3]. Dalszy metabolizm Hcy uzalezniony jest
od aktualnych potrzeb komorki oraz dostepnosci odpowiednich kofaktoréw
enzymatycznych. Hcy moze podlega¢c dwom podstawowym szlakom przemian
metabolicznych. Pierwszy z nich obejmuje proces remetylacji, prowadzgcy do
odtworzenia Met przy udziale syntazy metioninowej (MTR), wymagajgcej obecnosci
witaminy B2 oraz kwasu foliowego (witaminy Bo). Alternatywng droge stanowi
nieodwracalny proces transsulfuracji, w ktérym Hcy reaguje z seryng, prowadzgc
do powstania cystationiny, ktérej to rozpad towarzyszy powstawaniu cysteiny (Cys)
[2,3]. Kofaktorem tych przemian enzymatycznych jest witamina Bs. Powstata Cys
uczestniczy nastepnie w syntezie glutationu (GSH), ktéry stanowi jeden
Z najwazniejszych wewnatrzczgsteczkowych przeciwutleniaczy [4]. Enzymatyczna
degradacja GSH prowadzi do utworzenia cysteinyloglicyny (Cys-Gly), ktérej dalszy
rozpad umozliwia ponowne uwolnienie wolnej Cys. Aminokwas ten moze zostaé
ponownie wykorzystany do syntezy y-glutamylocysteiny, bedacej bezposrednim
prekursorem GSH. Opisane tutaj pokrétce procesy biosyntezy i biodegradacji GSH
stanowig element cyklu y-glutamylowego, odgrywajgcego kluczowg role
w utrzymaniu homeostazy oksydacyjno-redukcyjnej komoérki  [3].  Oprocz
klasycznych, enzymatycznie kontrolowanych szlakéw metabolicznych, wolna Cys
moze ulega¢ dodatkowym przemianom wynikajgcym z jej wysokiej reaktywnosci
chemicznej. W obecnosci fosforanu 5’-pirydoksalu (PLP), aktywnej metabolicznie
formy witaminy Bs, mozliwe sg reakcje kondensacji pomiedzy grupg aldehydowg
PLP a grupg aminowg oraz reaktywnymi centrami Cys, prowadzgce do powstania

przejsciowych struktur zasady Schiffa. W dalszych etapach dochodzi do cyklizacji,
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czego efektem jest utworzenie kwasu 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-
metylo-4-pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowego  (HPPTCA) [5,6]. Jego
powstawanie odzwierciedla dodatkowy kierunek ,przetwarzania” puli Cys, przy
czym metabolizm aminokwasow siarkowych obejmuje nie tylko szlaki
enzymatyczne, ale rowniez reakcje nieenzymatyczne. Hcy z kolei, w niewielkim
stopniu moze ulega¢ réwniez alternatywnym, niekorzystnym przemianom
prowadzgcym do powstania jej cyklicznej pochodnej, a mianowicie tiolaktonu
homocysteiny (HTL). Zwigzek ten charakteryzuje sie wysokg reaktywnoscig
wzgledem biatek, co skutkuje ich chemiczng modyfikacjg, okreslang jako
N-homocysteinylacja. Mechanizm tego procesu polega na tworzeniu wigzania
amidowego pomiedzy HTL a grupg aminowg reszt lizyny obecnych w strukturze
biatek, co skutkuje powstawaniem struktur o trwale zmienionych witasciwos$ciach
biologicznych [2,7]. Nalezy podkresli¢, ze opisane szlaki metaboliczne zachodzg
fizjologicznie w organizmie cztowieka, przy zachowaniu odpowiedniej podazy Met
oraz witamin z grupy B, gtownie B12, Bs i Bo, a takze przy prawidtowej aktywnosci
enzymow uczestniczgcych w metabolizmie Hcy. Zaburzenia tych procesow,
wynikajgce zaréwno z czynnikbw genetycznych jak i srodowiskowych, mogg
prowadzi¢ do nasilenia przemiany Hcy do HTL [8]. Konsekwencjg tego zjawiska sg
nie tylko nieprawidtowosci metabolizmu Hcy, lecz réwniez uposledzenie szlakow
przemian innych biologicznie istotnych zwigzkéw siarki, co moze miec¢ znaczenie
w patogenezie wielu choréb. Opisany powyzej szlak przemian metabolicznych
matoczgsteczkowych tioli i ich pochodnych zobrazowano schematycznie na

Rysunku 1.
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Rysunek 1. Uproszczony schemat szlaku przemian metabolicznych
matgczgsteczkowych zwigzkdéw siarki i ich pochodnych, poglgdowo obrazujgcy
relacie miedzy nimi. Objasnienia: MTR - syntaza metioninowa;
ATP - adenozynotrifosforan; MAT - adenozylotransferaza metioninowa;
SAH - S-adenozylohomocysteina, MRS - syntetaza metionylo-tRNA, PLP - fosforan
5’-pirydoksalu, HPPTCA - kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-
pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy. Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie

informacji zawartych w literaturze [2,3,5,7].

1.2. Rola matoczasteczkowych zwigzkéw siarki w stanach
fizjologicznych i patologicznych

Hcy oraz zwigzane z nig metabolicznie zwigzki tiolowe, takie jak Cys, GSH
i Cys-Gly (Rysunek 2), petnig istotng role w regulacji proceséw metabolicznych oraz
utrzymaniu homeostazy komérkowej. Ze wzgledu na ich znaczenie biologiczne
zaliczane sg do grupy kluczowych zwigzkéw siarki, obok takich substancji jak
koenzym A, albumina czy siarkowodér oraz produkty jego przemian. Wspdlng cechg
wymienionych tioli jest obecnos¢ grupy tiolowej (-SH), determinujgcej ich

wiasciwosci redukujgce oraz zdolnos$¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw, w tym



reaktywnych form tlenu. W reakcjach zachodzgcych miedzy utleniaczami a tiolami
dochodzi do neutralizacji utleniacza do wzglednie mniej toksycznego produktu
ubocznego, czemu towarzyszy powstawanie disiarczkow. Proces ten ma charakter
odwracalny, dzieki obecnosci w uktadach biologicznych reduktaz katalizujgcych
redukcje disiarczkow do wolnych tioli. Dzieki temu energia metabolizmu
komorkowego pozostaje sprzezona z utrzymaniem prawidlowego stanu
oksydacyjno-redukcyjnego  (redoks) ukfadéw tiolowych [3,9]. Znaczenie
matoczgsteczkowych tioli nie ogranicza sie jednak wytgcznie do ochrony komérek
przed stresem oksydacyjnym. Zwigzki te uczestniczg réwniez w procesach
detoksykacji, transdukcji sygnatu komorkowego, regulacji apoptozy i odpowiedzi
immunologicznej, metabolizmie ksenobiotykow, a takze w utrzymaniu prawidtowej
struktury oraz aktywnosci biatek i enzyméw [3,4,10,11]. Pomimo ich fizjologicznie
ochronnej funkcji, zaburzenia stezenia zwigzkéw tiolowych mogg prowadzi¢ do
nasilenia proceséw utleniania oraz uszkodzen komodrkowych. W konsekwencji,
nieprawidtowos$ci w metabolizmie tioli uznawane sg za istotny element patogenezy
wielu chordb cywilizacyjnych, szczegolnie choréb ukfadu sercowo-naczyniowego,
cukrzycy, choréb neurodegeneracyjnych oraz nowotworow [2,8,9,12-17].

Coraz wieksze zainteresowanie wsrod naukowcéw budzg mniej poznane
pochodne siarkowe, takie HTL czy HPPTCA (Rysunek 2), ktorych aktywnosé
biologiczna oraz potencjalne znaczenie diagnostyczne i patofizjologiczne pozostajg
przedmiotem licznych badan. W odniesieniu do HTL przeprowadzone dotychczas
badania kliniczne jednoznacznie wykazaty, ze jego podwyzszone stezenie
w ptynach ustrojowych towarzyszy przebiegowi choréb uktadu
sercowo-naczyniowego (miazdzyca), zaburzeniom ptodnosci, chorobom
metabolicznym (cukrzyca) czy neurodegeneracyjnym (choroba Alzheimera)
[2,7,18-21]. Ponadto wykazano, ze wysokie stezenie HTL w moczu stanowi
niezalezny czynnik ryzyka wystgpienia ostrego zawatu miesnia sercowego
u pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca [22]. Z punktu widzenia znaczenia
biologicznego HPPTCA jest nieporownywalnie mniej poznanym zwigzkiem. Nalezy
on do grupy tiazolidyn, a mozliwos$¢ jego powstawania w warunkach zblizonych do
fizjologicznych zostata potwierdzona m.in. w badaniach in vitro [5,6,23].
W kontekécie endogennego powstawania tej pochodnej nalezy uwzglednic
mozliwos¢ wykorzystania suplementacji witaminami z grupy B, w celu redukciji

patologicznie podwyzszonego stezenia Hcy lub Cys u cztowieka [24—26]. Zasadnym
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jest wiec stwierdzenie, iz tworzenie sie HPPTCA stanowi jedng z drég eliminacji czy
tez neutralizacji Cys. Z drugiej strony proces powstawania tego zwigzku wigze sie
z wykorzystaniem aktywnej metabolicznie formy witaminy Be, co potencjalnie moze
wplywacé na zmniejszenie jej podazy i sprzyja¢ rozwojowi niedoborow. Obecnos¢
HPPTCA potwierdzono takze in vivo [27-29], jednak jego dokfadna rola biologiczna
oraz znaczenie fizjologiczne i patofizjologiczne nie zostaty jeszcze jednoznacznie
okreslone. Z tego wzgledu zwigzek ten pozostaje ciekawym obiektem badan
w kontekscie metabolizmu zwigzkéw tiolowych oraz potencjalnego znaczenia

diagnostycznego.

0 o) o)
HS
OH HS/\HkOH s\b/"‘“z
NH, NH,
Hcy Cys HTL

H
0 o) o SH 0
HO N
AP NN P WP
H H
o) NH, NH, o)
SH

Cys-Gly G

HPPTCA

Rysunek 2. Pogladowe struktury chemiczne matoczgsteczkowych tioli i ich
pochodnych, stanowigcych obiekty badan. Objasnienia: Cys - cysteina;
Cys-Gly - cysteinyloglicyna; GSH - glutation; Hcy - homocysteina; HTL - tiolakton
homocysteiny; HPPTCA - kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-
pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy.
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2. Charakterystyka badanych préobek

2.1. Osocze i mocz jako matryce biologiczne

Jednym z potencjalnych Zzrodet informacji o stanie zdrowia cztowieka
i wystepujgcych w jego organizmie stanach patologicznych jest analiza ptyndw
biologicznych. Do najczesciej wykorzystywanych w diagnostyce medycznej zalicza
sie krew (osocze, surowica) oraz mocz. Pomimo ze w ostatnich latach zwrécono
wiekszg uwage na ptyny ustrojowe, ktdre uznawane sg za niekonwencjonalne,
np. sline [30,31], to nadal wspomniane wczesniej matryce stanowig ztoty standard
w badaniach klinicznych.

Plyny biologiczne stanowig wymagajgcy materiat analityczny, gtownie ze
wzgledu na mnogos¢ tworzacych je sktadnikow (tzw. matryca). Dodatkowym
wyzwaniem jest koniecznos¢ prawidtowego pobrania ptynu, zgodnie z okreslonymi
procedurami, ktérych Sciste przestrzeganie ma kluczowe znaczenie dla
ograniczenia ryzyka zanieczyszczenia probki oraz przedwczesnej degradaciji
analitow. Skfad chemiczny matrycy determinuje sposob jej dalszego przygotowania,
zwtaszcza w przypadku metod wykorzystujgcych techniki separacyjne, w tym
chromatograficzne. Etap przygotowania prébki do analizy stanowi kluczowy
element catego procesu analitycznego, gdyz w jego obrebie generowana jest
najwigksza liczba btedow. W zwigzku z tym projektowanie procedur przygotowania
materiatu badawczego wymaga pogtebionej znajomosci wtasciwosci, w tym sktadu
analizowanej matrycy, co pozwala na ograniczenie potencjalnych zrodet
niepewnosci (Tabela 1).

Osocze stanowi ptynng frakcje krwi, obejmujgcag okoto 55% jej objetosci. Jego
sktad w przewazajgcej czesci, tj. w okoto 90-92%, stanowi woda, natomiast
pozostate skfadniki obejmujg zaréwno zwigzki organiczne jak i nieorganiczne
[32,33]. Najwiekszg frakcje sktadnikdw osocza stanowig biatka, wsréd ktérych
wyroznia sie przede wszystkim albuminy, globuliny oraz fibrynogen. Albuminy petnig
kluczowg role transportowa, wykazujgc zdolnos¢ wigzania licznych analitéw, w tym
lekéw oraz ich metabolitow. Oprécz biatek stale obecnych w osoczu, mogg w nim
okresowo wystepowac réwniez biatka zwigzane z procesami patologicznymi, takie
jak biatka wydzielane przez komoérki, a takze te pochodzace z rozpadu tkanek

i komorek [34]. W osoczu obecne sg ponadto fosfolipidy, trojglicerydy oraz
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cholesterol. Dodatkowo matryca ta zawiera liczne zwigzki matoczgsteczkowe, takie
jak glukoza, aminokwasy, mocznik, kreatynina, hormony oraz metabolity lekdw, jak
rowniez elektrolity, w tym kationy sodu, potasu i wapnia oraz aniony chlorkowe
[32,33]. W kontekscie wykorzystania osocza w badaniach opartych o techniki
chromatograficzne, szczegdlnie problematyczna w procedurze przygotowania
probek jest, wspomniana wczesniej, obecnos¢ biatek. Wprowadzenie ich do
kolumny w wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) lub chromatografii
gazowej (GC) moze skutkowaé pogorszeniem rozdzielania skfadnikdéw oraz
obnizeniem efektywnosci uktadu chromatograficznego. W skrajnych przypadkach
moze to skutkowaC uszkodzeniem aparatury analitycznej, np. w wyniku
zablokowania kolumny chromatograficznej lub kapilar, totez bardzo czesto na etapie
przygotowania probki stosuje sie odbiatczanie. Duza zawartos$¢ biatek i fosfolipidow
W 0sSO0Czu wymaga zastosowania wieloetapowego oczyszczania probki, nierzadko
z wykorzystaniem technik ekstrakcyjnych. Sktadniki te mogg bowiem powodowac
tzw. efekt matrycowy, szczegodlnie problematyczny w analizach prowadzonych
technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig
mas (HPLC-MS).

Mocz, podobnie jak osocze, sktada sie gtéwnie z wody, stanowigcej okoto 95%
jego objetosci. Pozostate sktadniki obejmujg m.in. mocznik, kreatynine, kwas
moczowy, sole nieorganiczne oraz liczne metabolity pochodzenia endogennego
i egzogennego. U zdrowego cziowieka mocz pozbawiony jest cukrow, biatek,
krwinek biatych i czerwonych oraz bakterii [35]. W przeciwienstwie do osocza, jego
podstawowy sktad cechuje sie jednak znacznie wiekszg zmiennoscig, uzalezniong
od wielu czynnikdw fizjologicznych i $rodowiskowych, takich jak stopien
nawodnienia organizmu, aktywnosc fizyczna, pora dnia czy sposdb odzywiania [36].
Badanie tego ptynu wigze sie z licznymi trudnosciami, wynikajgcymi przede
wszystkim z duzej zmiennosci jego pH oraz rozciehczenia, a takze wysokiej
zawartosci soli. W przeciwienstwie do osocza, ktérego pH utrzymuje sie
w stosunkowo wagskim zakresie od 7,4 do 7,8 [32], odczyn moczu moze podlegacé
znacznym wahaniom, co istotnie wptywa na przebieg i wiarygodnos¢ analiz
laboratoryjnych. Prawidtowe pH moczu moze miescic¢ sie w stosunkowo szerokim
zakresie, wynoszgcym od 4,5 do 8,0. Oznaczanie analitow w tej matrycy wymaga
zatem najczesciej opracowania procedury umozliwiajgcej ujednolicenie odczynu

prébki, niezaleznie od pochodzenia materiatu biologicznego. Z tego wzgledu
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konieczne jest zastosowanie odpowiednich warunkéw pH, ktére umozliwig
optymalny przebieg analizy, co najczesciej czyni sie przy wykorzystaniu réznego
rodzaju buforow. Ponadto mocz stanowi matryce biologiczng, w ktérej badane
zwigzki wystepujg najczesciej w bardzo niskich stezeniach, co wynika miedzy
innymi z jego zmiennego rozcienczenia. Z tego wzgledu konieczne jest stosowanie
procedur normalizacyjnych, umozliwiajgcych uzyskanie poréwnywalnych wynikéw
oznaczen. Najczesciej wykorzystuje sie w tym celu przeliczenie stezenia
oznaczanych analitow wzgledem stezenia kreatyniny, ktorej wydalanie z organizmu
poprzez nerki pozostaje na wzglednie statym poziomie. Takie podejscie pozwala
ograniczy¢ wptyw nawodnienia organizmu oraz objetosci wydalanego moczu na
koncowy wynik oznaczenia [37]. Co wazne, mocz charakteryzuje sie réwniez
wysokim stezeniem soli nieorganicznych, co moze istotnie utrudnia¢ prowadzenie
analiz z  wykorzystaniem technik  chromatograficznych  sprzezonych
ze spektrometrig mas (MS) oraz detekcjg rozpraszania swiatta z odparowaniem
fazy ruchomej. Obecnos¢ sktadnikdw nieorganicznych sprzyja bowiem procesom
krystalizacji oraz moze prowadzi¢ do zaktdcehn procesu jonizacji, wptywajgc
negatywnie na czuto$¢ i powtarzalnos¢ oznaczen. Dodatkowym utrudnieniem jest
wystepowanie licznych zwigzkéw endo- i egzogennych wydalanych z organizmu,
ktore mogg pemi¢ role interferentow i prowadzi¢ do efektu matrycowego,
w szczegolnosci zakiécajgc analizy z wykorzystaniem techniki HPLC-MS. Z tego
wzgledu podczas przygotowania probek moczu dla potrzeb technik
chromatograficznych czesto stosuje sie procedury rozcienczania, odsalania oraz

selektywnej ekstrakcji analitow.

2.2 Owoce jako materiat do badan analitycznych

Rozwazania dotyczace przygotowania probek nie ograniczajg sie wytgcznie do
klasycznych matryc biologicznych. Coraz wieksze znaczenie w badaniach
analitycznych przypisuje sie materiatowi pochodzenia roslinnego, w szczegolnosci
owocom, ktére stanowig bogate zrédto zwigzkow bioaktywnych. Podobnie jak
w przypadku moczu i osocza, podstawowym sktadnikiem owocow jest woda,
stanowigca nawet do 90% ich masy. W poréwnaniu z ptynami biologicznymi owoce
charakteryzujg sie jednak znacznie wigekszg réznorodnoscig sktadu chemicznego
(Tabela 1). Zawierajg miedzy innymi weglowodany (fruktoze, glukoze i sacharoze),

kwasy organiczne, witaminy, zwigzki polifenolowe, naturalne barwniki, btonnik,
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mineraty, pektyny oraz metabolity wtérne, ktorych stezenie zalezy od gatunku,
stopnia dojrzatosci, a takze warunkoéw uprawy i przechowywania [38]. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze wowocach mogg wystepowac réwniez pozostato$ci substancji
pochodzenia antropogenicznego, zwigzane ze srodowiskiem i sposobem uprawy.
Do najczesciej spotykanych nalezg herbicydy i pestycydy, stosowane w ochronie
roslin przed szkodnikami i chorobami. Odpowiedni dobér metod homogenizaciji,
ekstrakcji i oczyszczania probek pozwala ograniczy¢ wptyw substancji
interferujgcych oraz zwiekszy¢ doktadnos¢ i powtarzalnosc uzyskiwanych wynikow
analitycznych. Jest on jednak Scisle zwigzany z formg, w jakiej wystepuje
analizowany owoc, poniewaz probke moze stanowi¢ zaréwno surowy,
nieprzetworzony owoc, jak i uzyskany z niego sok czy dzem. Ponadto, rozwazajgc
owoce jako potencjalng matryce badawczag, nalezy uwzgledni¢, czy analizie
podlega caty owoc, czy jedynie wybrane jego czesci, takie jak skorka, migzsz lub
nasiona.

Materiat roslinny stanowi probke statg, ktéra przed analizg z wykorzystaniem
technik chromatograficznych wymaga odpowiedniego uptynnienia. Kluczowym
etapem przygotowania prébek owocow do analizy jest zatem homogenizacja.
Proces ten jest jednoczesnie jednym z najbardziej problematycznych, poniewaz
podczas niszczenia struktur komorkowych dochodzi do uwalniania nie tylko
analitow, lecz takze enzymow mogacych prowadzi¢ do ich czesciowej lub catkowitej
degradacji. Stad tez powszechnie stosowanym zabiegiem jest przeprowadzanie
homogenizacji na lodzie, przy wykorzystaniu zimnych roztworéw, zamrazanie
prébek owocow chociazby w strumieniu ciektego azotu i rozcieranie zamrozonych
tkanek lub liofilizacja [39-45]. Problemy zwigzane z analizg owocdw nie ograniczajg
sie jednak wytgcznie do obecnosci enzyméw. Istotnym wyzwaniem jest rowniez
wysoka zawarto$¢ cukrow, ktora moze powodowac ttumienie jonizacji w technikach
HPLC-MS oraz utrudniaé zatezanie probek, np. poprzez ich odparowanie do sucha.
Duze znaczenie majg takze zwigzki fenolowe i naturalne barwniki, zwtaszcza
antocyjany obecne w owocach jagodowych. Zwigzki te wykazujg silng absorpcje
promieniowania z zakresu ultrafioletu i Swiatta widzialnego (UV-Vis) i moga
interferowa¢ podczas oznaczen chromatograficznych. Podobnie jak mocz, owoce
stanowig materiat badawczy o zréznicowanym pH i sktadzie chemicznym, zaleznym
miedzy innymi od gatunku oraz stopnia dojrzatosci czy fazy wzrostu owocu, dlatego

kluczowe znaczenie ma zapewnienie statych warunkow ekstrakcji analitow
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z matrycy poprzez odpowiedni dobdér uktadéw buforujgcych. Podobnie jak
w przypadku moczu czy osocza, zastosowanie w analizie owocow znajdujg techniki
ekstrakcji, zaréwno ciecz-ciecz (LLE) jak i ciecz-ciato state (SPE), ale réwniez
technika QUEChERS [46—48].
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych matryc - konsekwencje w kontekscie przygotowania
probek.

Parametr Osocze Mocz Owoce
ptyn biologiczny ptyn biologiczny ztozona matryca
Charakter matrycy o wysokiej zawartosci o0 zmiennym skfadzie roslinna bogata
biatek i lipidow metabolicznym w zwigzki organiczne
Giéwne skiadniki  albuminy, globuliny, OS2k kreatynina, - cukry, polifenole,
. . sole mineralne, kwasy organiczne,
(oprocz wody) fosfolipidy, cholesterol,

metabolity endogenne  barwniki, pektyny

Zawartosc biatek wysoka niska

Sladowa
Zawarto$é lipidow wysoka niska zalezna od rodzaju
owocu
Don‘unUJace_zmazkl fosfolipidy i biatka sole oraz metabolity culfry: polifenole
interferujgce endogenne i pigmenty
Podatno$¢ na efekt .
bardzo wysoka umiarkowana wysoka
matrycowy
stosg\?\jaciistzgniki wytrgcanie biatek, filtracja, homogenizacja,
. , SPE, LLE rozcienczanie, SPE LLE, SPE
przygotowania probek
Wyn'1age.1na L nie nie tak
homogenizacja probki
Stabilnos¢ pH matrycy stabilne zmienne zmienne

bogactwo zwigzkow

bioaktywnych, tatwa

dostepnos¢ materiatu
biologicznego

tatwos¢ pobierania
i duza dostepno$¢,
materiat niezakazny

Gtoéwne zalety wysoka wartosé
matrycy diagnostyczna

duza zmienno$c¢
ztozonos¢ matrycy, sktadu i pH, obecnosé
silny efekt matrycowy, licznych metabolitéw  ztozonos¢ matrycy,
wigzanie analitbw  egzo- i endogennych, silny efekt matrycowy
z biatkami koniecznos¢
normalizacji wynikow
Objasnienia: SPE - ekstrakcja ciecz-ciato state; LLE - ekstrakcja ciecz-ciecz

Gtéwne ograniczenia
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3. Oznaczanie matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki

Ze wzgledu na szereg konsekwencji wynikajgcych z wiasciwosci fizykochemicznych
tioli, w tym stabilnosci, ich oznaczanie w probkach biologicznych stanowi istotne
wyzwanie analityczne. Jednym =z najwazniejszych problemow jest duza
reaktywnos¢ grupy -SH, ktora sprzyja procesom utleniania oraz alkilowania.
W konsekwenciji stezenie tioli moze ulega¢ zmianom juz na etapie przygotowania
materiatlu badawczego, pomiedzy pobraniem probki a koncowg analizg [3].
Dodatkowg trudnosc¢ stanowi ich znaczna polarnos¢ oraz dobra rozpuszczalnosé
w wodzie, co drastycznie ogranicza efektywnos¢ ekstrakcji z matryc biologicznych
i utrudnia rozdzielanie chromatograficzne z zastosowaniem techniki HPLC
w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC) [11]. Wplywa ona réwniez na gorszg
jonizacje w kontekscie wykorzystania detekcji MS. Zwigzki te nie posiadajg
zazwyczaj wiasciwosdci umozliwiajgcych bezposrednig detekcje przy uzyciu
powszechnie stosowanych w technikach separacyjnych, klasycznych detektoréw
[11]. Z kolei niska lotno$¢ oraz ograniczona stabilnos¢ termiczna uniemozliwiajg ich
oznaczanie w postaci niezmienionej z wykorzystaniem GC [3]. Stad tez bardzo
czestym podejsciem, podczas oznaczen tioli, jest zastosowanie derywatyzacji
chemicznej, miedzy innymi po to, aby uzyskane pochodne charakteryzowaty sie
wiekszg hydrofobowoscig, absorbowaly promieniowanie z zakresu UV-Vis lub
wykazywaty fluorescencje. Innym znaczgcym utrudnieniem jest wystepowanie
zwigzkow tiolowych w réznych formach, wsrdd ktorych wskazuje sie tiole utlenione,
zredukowane, zwigzane z biatkami czy tez réznego rodzaju disiarczki mieszane
[49]. Mnogos¢ form tioli, a takze brak naturalnych chromoforéw oraz fluoroforéw
wich strukturze, powodujg koniecznos¢ stosowania ztozonych procedur
analitycznych. Dotyczy to w szczegolnosci oznaczania tioli catkowitych,
definiowanych jako suma zwigzkow zawierajgcych zarowno wolne, jak i zwigzane
grupy -SH. W tego rodzaju analizach, oprécz etapu derywatyzacji, niezbedne jest
przeprowadzenie redukcji wigzan disiarczkowych w celu uwolnienia wszystkich
oznaczanych form. Dodatkowg trudno$¢ stanowi dobdr odpowiednich czynnikéw
redukujgcych i derywatyzujgcych, od ktérych w znacznym stopniu zalezg
skutecznos¢ przygotowania probki oraz wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikow.
Takze stosunkowo niskie stezenie tioli w ptynach biologicznych, rzedu pmol/l [49]

czesto pocigga za sobg koniecznosc¢ zatezania prébek, np. poprzez odparowywanie
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do sucha. Wieloetapowosc¢ proceséw przygotowania prébki stosowanych podczas
oznaczania zwigzkow tiolowych stanowi jeden z istotnych czynnikéw wptywajgcych
na ocene ich ,ucigzliwosci srodowiskowej’ zgodnie z zasadami zielonej chemii.
Koniecznosc¢ przeprowadzania licznych operacji przygotowania prébki, wigze sie ze
zwiekszonym zuzyciem odczynnikow, rozpuszczalnikdbw i energii oraz
generowaniem wiekszej ilosci odpadow. Dodatkowo, rozbudowane procedury
wydtuzajg czas analizy i zwiekszajg ryzyko btedow na poszczegdlnych etapach
postepowania. Pomimo wskazanych utrudnien, dotychczas opracowano wiele
wartosciowych i wiarygodnych metod oznaczania Hcy, Cys, GSH i Cys-Gly przy
wykorzystaniu technik separacyjnych takich jak HPLC, GC oraz elektroforeza
kapilarna [11,30,50-54]. W przeciwienstwie do nich, liczba metod opracowanych dla
potrzeb oznaczania HTL oraz HPPTCA pozostaje dos¢ skromna [27-29,55-57].
Jest to zapewne spowodowane nizszymi stezeniami wspomnianych zwigzkdw,
mniejszg stabilnoscig, ale takze relatywnie pdozniejszym rozpoznaniem ich
znaczenia biologicznego i klinicznego. Najstabiej scharakteryzowanym zwigzkiem
jest HPPTCA, co znajduje odzwierciedlenie w niewielkiej liczbie dostepnych metod
oznaczania [27-29]. Dotychczas w literaturze opisano jedynie pojedyncze
procedury analityczne umozliwiajgce jego oznaczanie, podczas gdy dla
klasycznych tioli opracowano szerokie spektrum metod wykorzystujgcych rézne
techniki detekciji. Najczesciej wykorzystywana w oznaczeniach
matoczgsteczkowych zwigzkow siarki jest technika HPLC-UV, jednakze w ostatnich
latach coraz wiekszg popularnos¢ zyskujg metody oparte na sprzezeniu HPLC-MS.
Te ostatnie charakteryzuje bardzo wysoka czutos¢, pozwalajgca na wykrywanie
substancji na poziomie sladowym, wysoka selektywnos¢ i specyficznosS¢ oraz
mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczania wielu analitdbw bez koniecznosci ich
dokfadnego rozdzielenia. Dodatkowg zaletg jest w tym przypadku brak koniecznosci
przeprowadzania czasochtonnych procedur derywatyzacji, wymaganych podczas
stosowania technik HPLC-UV czy GC. Jednak nawet ta najbardziej selektywna
i czuta technika posiada istotne ograniczenia. Najwieksze spos$rod nich stanowi
wystepowanie silnych efektéw matrycowych, ktérych wyeliminowanie bgdz
minimalizacja wymaga indywidualnego podejscia w zaleznosci od oznaczanego
analitu lub grupy analitéw. Jest to szczegdlnie widoczne podczas oznaczen
w matrycach biologicznych [58]. Wystepowanie wspomnianych niedogodnosci

wigze sie zatem z koniecznoscig oczyszczania materiatu poddawanego badaniom.
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Najprostszym rozwigzaniem jest zastosowanie odpowiedniego rozcienczenia
prébki, jednakze podejscie to nie zawsze przynosi oczekiwany efekt i konieczne jest
przeprowadzenie selektywnej ekstrakcji analitu. Ostatecznie, efekty matrycowe
pozostajg czesto niemozliwe do wyeliminowania, a jedynym rozwigzaniem jest ich
minimalizacja. Z tego powodu w badaniach ilosciowych technikg HPLC-MS czesto
stosuje sie procedury oparte na dodatku wzorca wewnetrznego (IS). Odpowiednio
dobrany IS powinien mie¢ mozliwie zblizone do analitu wtasciwosci
fizykochemiczne, a w konsekwencji chromatograficzne (tj. powinien by¢ eluowany
w zblizonym czasie retencji). Powinien rowniez wykazywa¢ podobng
charakterystyke w kontekscie jonizacji i fragmentacji. Jednoczesnie jego masa
czgsteczkowa powinna sie rozni¢ od masy analitu, a sam zwigzek nie powinien byc¢
naturalnym sktadnikiem prébki [59]. Najlepszym wyborem sg zatem wzorce
znakowane izotopowo, ktore czesto nie sg dostepne komercyjnie (np. HPPTCA) lub
sg bardzo drogie, co znacznie zmniejsza aplikacyjnos¢ metod opracowanych z ich
udziatem. W przypadku analiz dotyczgcych matoczgsteczkowych tioli takze fakt, ze
jonizujg one znacznie tatwiej w trybie jonoéw dodatnich niz ujemnych, moze okazac
sie problematyczny, poniewaz analiza jondw dodatnich jest bardziej podatna na
interferencje pochodzace od tzw. szumu chemicznego. Pomimo wymienionych
ograniczen techniki HPLC-MS sg obecnie uznawane za jedne z najbardziej
perspektywicznych narzedzi do oznaczania zwigzkéw tiolowych w materiale

biologicznym.
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Cel i zakres pracy

Gtownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie narzedzi

analitycznych, opartych na wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezone;j

zroznymi trybami detekcji, dedykowanych oznaczaniu wybranych, waznych

biologicznie zwigzkoéw siarki, w ptynach ustrojowych oraz tzw. superowocach.

Osiggniecie celu nadrzednego byto mozliwe dzieki realizacji szeregu celdéw

szczegotowych, ktére obejmowaty:

opracowanie i optymalizacje etapoéw przygotowania probek osocza,
moczu i owocow jagodowych do analizy chromatograficznej,
uwzgledniajgcych specyfike badanych matryc, ze szczegdélnym
naciskiem na zapewnienie wysokiego odzysku analitow oraz
minimalizacje wptywu skfadnikow matrycy,

dobdr oraz optymalizacje warunkéw rozdzielania chromatograficznego
i parametrow detekcji, zapewniajgcych wysokg czutos¢ i selektywnosc¢
oznaczen,

przeprowadzenie petnej walidacji opracowanych metod zgodnie
z obowigzujgcymi wytycznymi, ale takze ocene stabilnosci oznaczanych
analitow,

zastosowanie zwalidowanych metod do analizy tzw. prébek

rzeczywistych w celu potwierdzenia ich przydatnosci praktycznej.
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Publikacja [D1]:

M Gawel, J. Piechocka, R. Gfowacki, Tiazynowe i tiazolidynowe pochodne
aminokwasow siarkowych i wybranych endogennych aldehydéw. Wiad. Chem. 78
(2024), 1607-1625.

(punktacja MNiSW2024=20)

Wazng grupe zwigzkéw aktywnych biologicznie, obecnych w organizmie
cztowieka, stanowig aminokwasy siarkowe, takie jak homocysteina (Hcy) i cysteina
(Cys). Istotne znaczenie majg réwniez aldehydy, dos¢ powszechnie wystepujgce
w srodowisku naturalnym, ktore do organizmu cziowieka dostajg sie gtownie
poprzez drogi oddechowe. Aldehydy powstajg réwniez endogennie na skutek
przemian metabolicznych aminokwaséw, weglowodandw, witamin, steroidow, amin
biogennych czy tez w procesach komdérkowych, takich jak peroksydacja lipidéw.
Jednym z gtdbwnych czynnikéw decydujgcych o powstawianiu wysoce reaktywnych
aldehydow jest stres oksydacyjny. Wykazano ponadto, ze aminokwasy tiolowe oraz
aldehydy mogg ze sobg reagowac tworzgc tiazynowe i tiazolidynowe pochodne.
Szczegdlnie te, bedace wynikiem reakcji pomiedzy Cys lub Hcy a aldehydem
mréwkowym, aldehydem octowym (AA) czy fosforanem 5’-pirydoksalu (PLP),
wydajg sie istotne z biologicznego punktu widzenia. W organizmie cztowieka,
w wyniku reakcji kondensacji pomiedzy Cys a aldehydem mrowkowym powstaje
kwas 1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy (TCA). Zwigzek ten wykazuje aktywnos$é
przeciwutleniajgcg oraz zdolnos¢ do neutralizacji wolnych rodnikdw, co moze
ogranicza¢ uszkodzenia bton komérkowych oraz przyczyniaé sie do spowolnienia
procesow starzenia. TCA stosowany jest szeroko jako suplement diety
o potencjalnym dziataniu hepatoprotekcyjnym, przeciwzapalnym
i przeciwcukrzycowym. Dotychczas opracowane metody jego oznaczania
w matrycach biologicznych oparte sg na technikach LC-MS/MS, HPLC-UV oraz
GC-MS [60-62]. Dzieki nim wykazano, ze stezenie TCA w moczu moze wzrastac
w warunkach ekspozycji na FA, co sugeruje jego potencjalne zastosowanie jako
biomarkera takiego narazenia.

Wykazano natomiast, ze w reakcji Cys z AA powstaje kwas 2-metylo-1,3-
tiazolidyno-4-karboksylowy (MTCA), ktéry uznawany jest za zwigzek nietoksyczny,

a jego oznaczanie w ptynach biologicznych realizowano gtownie z wykorzystaniem
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technik HPLC-MS/MS oraz GC-MS. Potwierdzono réwniez, ze w wyniku reakcji Cys
z PLP powstaje stosunkowo nietrwata pochodna, a mianowicie kwas 2-(3-hydroksy-
5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy
(HPPTCA). Proces ten zachodzi w warunkach fizjologicznych i wydaje sie, ze moze
wptywaé na metabolizm witaminy Bs. Opracowane dotychczas nieliczne metody,
stuzgce oznaczaniu HPPTCA opierajg sie o techniki HPLC-UV oraz GC-MS.
W ramach niniejszej rozprawy opracowatam pierwszg metode bazujgcag na technice
HPLC-MS/MS [D3].

Ws$rod pochodnych aldehyddéw i Hecy dotychczas najlepiej poznang jest
pochodna powstajgca w wyniku kondensacji tego tiolu z aldehydem mrowkowym
- kwas 1,3-tiazyno-4-karboksylowy (homo-TCA). W badaniach wykorzystano
technike GC-MS, dzieki ktorej oznaczono i potwierdzono obecnos¢ homo-TCA
w moczu cztowieka [63]. Jak dotgd nie opracowano metod umozliwiajgcych
potwierdzenie obecnosci pochodnych Hcy z AA i PLP w ptynach biologicznych
cztowieka.

Tiazynowe i tiazolidynowe pochodne aminokwasow tiolowych oraz
endogennych aldehydéw stanowig bardzo interesujgce obiekty badan. Ich rola
w organizmach zywych pozostaje w duzej mierze niewyjasniona, dlatego kluczowe
znaczenie ma opracowanie odpowiednich metod analitycznych umozliwiajgcych
zarowno potwierdzenie ich obecnosci w ptynach biologicznych cziowieka, jak

i monitorowanie stezen.
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ABSTRACT

Sulfur-containing amino acids, including cysteine (Cys) and homocysteine
(Hey), as well as adehydes such as formaldehyde (FA), acetaldehyde (AA),
pyridoxa 5 -phosphate (PLP), acrolein (ACR), malondialdehyde (MDA), croton
aldehyde (CA) and 4-hydoxynonenal (4-HNE) widely occur in the human body. As
indicated in the literature, abnormal (elevated) concentrations of these compoundsin
humans may result in or even be the cause of the occurrence/development of some
civilization diseases. At the same time, the literature provides the evidence that Cys
and Hcy are ahighly reactive towards aldehydes resulting in formation of substituted
thiazolidine and thiazine carboxylic acids, respectively. Importantly, it has been
shown that these adducts are formed in vitro and in vivo, while chromatographic
techniques are suitable for their monitoring in biological samples. In this work, the
above-mentioned issues are discussed. In particular, Cysand Hecy aswell as selected
endogenous aldehydes are characterized, and their role in human body in health and
diseaseis discussed. Moreover, chromatographic methods enabling determination of
selected adducts of Cys and Hey with the above-mentioned aldehydes in biological
samples are described.

Keywords. homocysteine, cysteine, 1,3-thiazolidine-4-carboxylic acids, 1,3-
thiazine-4-carboxylic acids, chromatography

Stowa kluczowe: homocysteina, cysteina, kwasy 1,3-tiazolidyno-4-karboksylowe,
kwasy 1,3-tiazyno-4-karboksylowe, chromatografia
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AA — aldehyd octowy

ACN — acetonitryl

ACR — akroleina

CA — adehyd krotonowy

- COOH — grupa karboksylowa

Cys —cysteina

GC-MS — chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas

Glu — glutation

FA — adehyd mrowkowy

Hcy — homocysteina

Hcy-PLP — kwas 2-pirydoksylo-1,4-tiazyno-4-karboksylowy

homo-MTCA — kwas 2-metylo-tetrahydro-1,3-tiazyno-4-karboksylowy

homo-TCA — kwas 1,3-tiazyno-4-karboksylowy

HPLC-UV — wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z
detektorem spektrofotometrycznym

HPPTCA — kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-
pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy

LC-MSMS —chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowym

spektrometrem mas

MDA — dialdehyd malonowy

Met — metionina

MTCA — kwas 2-metylo-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy

-NH; — grupa aminowa

PLP — fosforan 5’-pirydoksalu

-SH — grupasulfhydrylowa

TCA — kwas 1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy

4-HNE — 4-hydroksynonenal
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WPROWADZENIE

W organizmie cztowieka zachodzi szereg skomplikowanych przemian
metabolicznych, w wyniku ktérych powstaja rozmaite zwiazki chemiczne,
odpowiedzialne czesto za jego prawidtowe funkcjonowanie. Niekiedy jednak dochodzi
do zachwiania fizjologicznej rownowagi, wskutek czego nastepuje rozwoj rdznego
rodzaju patologii. Zaburzenia w prawidtowym funkcjonowaniu organizmu przyczyniajg
si¢ do wygenerowania szeregu schorzen zaliczanych do chorob cywilizacyjnych, ktorych
geneza z roku na rok zdaje si¢ by¢ coraz lepig poznana. Do wspomnianych patologii
mozna zaliczy¢ np. choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Parkinsonai choroba
Alzheimera, choroby ukiadu krazenia czy choroby nowotworowe. Niewatpliwie
waznymi z biologicznego punktu widzenia zwigzkami, ktore wystgpuja w organizmie
cztowieka sg aminokwasy siarkowe, do ktorych zalicza si¢ m.in. homocysteing (Hcy) i
cysteing (Cys). Inng istotng grupe stanowig adehydy. Wykazano, ze w wielu
przypadkach zwiazki te sg w stanie ze sobg reagowac, a produktami tych reakcji sa
tiazynowe oraz tiazolidynowe pochodne. Z racji ich potencjalng roli w prawidlowym
funkcjonowaniu organizmu cztowieka zasadnym jest ich badanie, w tym opracowywanie
metod oznaczania w ptynach biologicznych. Ninigjsze opracowanie jest poswigcone
pochodnym Hcy oraz Cys z formadehydem (FA), adehydem octowym (AA),
fosforanem 5’-pirydoksalu (PLP), akroleing (ACR), dialdehydem maonowym (MDA),
adehydem krotonowym (CA) oraz 4-hydroksynonenalem (4-HNE).

1. Charakterystyka przedmiotu badan
1.1. Aminokwasy tiolowe — cysteina i homocysteina

Matoczasteczkowe zwigzki siarki, takie jak Cys, Hey (Rysunek 1) czy glutation
(Glu) nalezg do szerokiej i réznorodnej grupy zwiazkdéw — przeciwutleniaczy. Ich
charakterystyczng cechg strukturalng jest posiadanie trzech grup funkcyjnych, tj.
grupy aminowsej (-NH>), karboksylowej (-COOH) i sulfhydrylowej (-SH). Jedna z
ich rol jest natomiast ochrona organizmu przed negatywnymi skutkami dziatania
stresu oksydacyjnego. Szczegdlng role w tym obszarze odgrywa Glu. W warunkach
fizjologicznych aminotiole petnia szereg innych waznych funkcji, a zaktocenia w ich
metabolizmie wigzane sa z rozwojem szeregu tzw. chorob cywilizacyjnych, do
ktorych nalezg choroby ukladu krazenia, choroby neurodegeneracyjne czy
nowotwory. Cys oraz Hcy powstaja w wyniku przemian metabolicznych metioniny
(Met), aminokwasu dostarczanego do organizmu wraz z pokarmem. W pierwszym
etapie wspominanych przemian Met ulega demetylacji, w wyniku ktorej powstaje
Hcy. Taz kolei ulegareakcji transsulfuracji, ktora prowadzi do powstania Cys.
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Zrodlem Cys w organizmie czlowieka jest przede wszystkim petnowartosciowa
zywno$¢, miedzy innymi migso, ryby, jaja, orzechy, nasiona oraz warzywa i owoce.
W przypadku niedoboru moze by¢ dostarczana do organizmu w postaci suplementow
diety [1]. W przeciwienstwie do Cys, Hcy nie wystepuje w produktach spozywczych,
wigc powstaje ona jedynie W wyniku przemian Met. Zaréwno Cys jak i Hey posiadaja
w swojej strukturze niezwykle reaktywna grupe -SH, ktorej obecnos¢ w duzo
wigkszym stopniu niz grupy -COOH i -NH: determinuje wlasciwosci
fizykochemiczne. Tym samym okresla rolg jaka pelnig one w organizmach zywych.

0 0
H
HS “HLOH S MOH
NH, NH,

Cysteina (Cys) Homocysteina (Hcy)

Rysunek 1. Pogladowe struktury chemiczne cysteiny i homocysteiny
Figure 1. Chemical structures of cysteine and homocysteine

1.2. Wybrane endogenne aldehydy

Aldehydy sa to zwigzki chemiczne do$¢ powszechnie wystepujace w
srodowisku. Ekspozycja organizmu czlowieka na czynniki §rodowiskowe przyczynia
si¢ zatem do ich wchianiania, glownie poprzez drogi oddechowe [2]. Na obszarach
uprzemystowionych aldehydy powstaja w wigkszo$ci w wyniku spalania ropy
naftowej i jej pochodnych. Dzieje si¢ to bezposrednio lub tez poprzez przeksztatcanie
weglowodoréow w wyniku fotochemicznych reakcji utleniania [3]. Zrodiem
aldehydow w $rodowisku jest takze dym papierosowy [3]. Co ciekawe wykazano, ze
zrédlem szkodliwych aldehyddéw sg takze popularne w ostatnich latach tzw. e-
papierosy, uwazane za bezpieczniejszg alternatywe dla tradycyjnego palenia tytoniu.
Endogenne aldehydy powstajg rowniez w organizmie cztowieka na skutek przemian
metabolicznych aminokwaséw, weglowodandéw, witamin, steroidow, amin
biogennych czy proceséw komorkowych, takich jak peroksydacja lipidow [4].
Jednym z gléwnych czynnikoéw przyczyniajacych si¢ do powstawania w organizmie
wysoce reaktywnych aldehydow jest stres oksydacyjny. Zwiazki te reaguja
bezposrednio z DNA, czego skutkiem jest doprowadzenie do jego uszkodzen, co z
kolei przyczynia si¢ do rozwoju réznych standw patofizjologicznych, takich jak
nowotwory, stany zapalne czy choroby neurodegeneracyjne [4,5]. Grupa aldehydow
wystepujacych w organizmie cztowieka jest dosé¢ liczna, a wséréd nich mozemy
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wymieni¢ MDA, ACR, CA, 4-HNE — stanowiace glowne produkty peroksydacji
lipidow, a takze PLP, FA i AA (Rysunek 2).

Sposrod endogennych aldehydow najprostszym pod wzgledem budowy jest FA
(metanal, formaldehyd). Powstaje on podczas metabolizmu wielu substanci,
zarowno endo- jak i egzogennych, np. Met, seryny, glicyny, choliny oraz podczas
demetylacji zwigzkéw, ktore w swojej budowie posiadajg grupy: N-, O- oraz S
metylowe. Jest zwigzkiem, ktory ze wzgledu na znaczng rozpuszczalno$¢ w wodzie
fatwo wchiania si¢ do organizmu poprzez drogi oddechowe lub przez skorg.
Poniewaz jest on popularnym odczynnikiem uzywanym w wielu gateziach
przemystu, jego obecno$¢ stanowi niepodwazalnie o ryzyku zawodowym [6].
Stosowany jest powszechnie w produkcji klejow, barwnikoéw, farb oraz lakierow.
Wykorzystywany jest takze w przemysle papierniczym, fotograficznym, garbarskim,
rafineryjnym i w budownictwie [7]. FA zyskal popularno$¢ takze w branzy
kosmetycznej, a jego 37% roztwor w wodzie (formalina) jest powszechnie stosowany
do dezynfekcji oraz jako konserwant. Do organizmu moze dostac si¢ takze w wyniku
spozycia owocOw, surowych warzyw, migsa, ryb czy mleka [8]. FA w srodowisku
powstaje miedzy innymi w wyniku utleniania metanu a takze zwigzkow
wystepujacych naturalnie takich jak terpenoidy [3].

AA (etanal, acetaldehyd) powstaje w organizmie cztowieka, a konkretnie jest on
wytwarzany w watrobie, gtéwnie wskutek przemian metabolicznych spozytego
akoholu etylowego [9]. Podobnie jak FA moze takze zosta¢ wprowadzony do
organizmu drogg pokarmowa [8]. Jego zwiekszone stezenie w organizmie cztowieka
wiaze si¢ z rozwojem szeregu powiklan zwigzanych z nadmiernym spozywaniem
akoholu etylowego, takich jak rak przelyku, watroby czy gardta [5]. Réwniez
wdychanie oparéw acetaldehydu, ktorych zrodlem moga by¢é np. spaliny
samochodowe, moze wywola¢ skutki podobne do zatrucia alkoholem etylowym
(bole glowy, nudnosci, wymioty).

PLP okre$lany jest mianem aktywnej formy witaminy Be. W organizmie
cztowieka powstaje na skutek metabolizmu pirydoksyny pochodzenia roslinnego i
zwierzecego. Zwierzgta oraz cztowiek wykorzystujg takze pirydoksyne syntezowang
w niewielkich ilo$ciach przez bakterie jelitowe oraz dostarczang do organizmu w
postaci suplementow diety. Szczegdlnie bogate Zrodto witaminy Be stanowig migso,
warzywa oraz owoce [10].

ACR (propenal, akroleina) to aldehyd, ktéry produkowany jest przez organizm
cztowieka podczas peroksydacji lipidow 1 na skutek metabolizmu
wielonienasyconych kwasow thuszczowych. Moze takze do niego trafi¢ w wyniku
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narazenia na czynniki zewngetrzne, takie jak wdychanie oparow kuchennych, dymu
papierosowego czy spalin samochodowych. ACR powstaje rowniez w wyniku
biotransformacji  cyklofosfaminu -~  powszechnie  stosowanego  leku
przeciwnowotworowego [11]. Zrodlem ACR jest takze zywnos¢ [12]. Obecnosé
ACR potwierdzono w warzywach, owocach oraz réznego rodzaju popularnych
napojach, takich jak piwo, wino, kawa czy herbata [8]. Poniewaz jest ona
najsilniejszym elektrofilem sposréd wszystkich a,p-nienasyconych aldehydow, do
ktorych zalicza si¢ takze 4-HNE i CA, wykazuje najwickszg reaktywnos¢ w stosunku
do nukleofilowej grupy tiolowej Cys[11].

4-HNE jest silnie reaktywng czasteczka, stanowigca jeden z glownych
czynnikow przyczyniajacych si¢ do powstawania stresu oksydacyjnego. Jedng z
najwazniejszych drog prowadzacych do jego usunigcia z komorek jest zawarta w
szlaku metabolicznym reakcjaz Glu [5].

MDA stanowi jeden z najwazniejszych markeréw stresu oksydacyjnego [5,13].
Wprowadzony moze zosta¢ do organizmu poprzez przewdd pokarmowy, np. po
spozyciu ryb, mig¢sa czy mleka, a jego szczegdlnie wysokg zawarto$¢ odnotowano w
zjelczatej zywnosci [8]. Stanowi glowny i najczeSciej badany produkt peroksydacji
wielonienasyconych kwasow tluszczowych. Wystepuje w olejach, szczegdlnie
roslinnych, lub zywnosci zawierajacej te oleje.

CA pochodzi zaréwno ze zrodet endogennych (peroksydacja lipidow) jak i
egzogennych — wdychanie dymu papierosowego [5]. W srodowisku gtéwnym jego
zrédlem sa spaliny samochodowe. Do atmosfery dostaje si¢ takze na skutek spalania
drewna czy polimerow. Wystepuje takze w niewielkich iloSciach w warzywach,
owocach, mleku, migsie i rybach [8].
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his i 1
H,C
Aldehyd octowy (AA) Aldehyd mrowkowy (FA) Akroleina (ACR)

OH 0 0 0
H,C /\W © j{/\f H;C/\)J\H

4-hydroksynoncnal (4-HNE) Dialdehyd malonowy (MDA)  Aldehyd krotonowy (CA)

HOO
\ LOH
HO P
/ -~
9 on
g
HC” N

Fosforan 5’-pirydoksalu (PLP)

Rysunek 2. Pogladowe struktury chemiczne wybranych endogennych aldehydow
Figure2.  Chemical structures of selected endogenic a dehydes

1.3.Reaktywnos$¢ aldehydow wzgledem cysteiny i homocysteiny

W literaturze opisane sa reakcje Hcy oraz Cys z aldehydami, prowadzace do
powstawaniaodpowiednio kwasow 1,3-tiazyno-4-karboksylowych oraz kwasow 1,3-
tiazolidyno-4-karboksylowych (Rysunek 3). Mechanizm ich tworzenia obejmuje
przylaczenie grupy aminowej Cys lub Hcy do grupy karbonylowej aldehydu.
Pierwszym etapem jest utworzenie zasady Schiffa (iminy), stanowiacej produkt
posredni. W kolejnym kroku dochodzi do ataku nukleofilowego wysoce reaktywnej
grupy -SH na wigzanie C=N w iminie. Ostatnim etapem reakcji jest kondensacja
aminotiolu z odpowiednim aldehydem, w wyniku ktorej powstaje piecioczionowy
pierscien tiazolidynowy (w przypadku reakcji z Cys) lub sze$ciocztonowy pierscien
tiazynowy (w przypadku reakcji z Hey) [14]. Reakcje te sa proste, szybkie i zachodza
w $rodowisku wodnym. Zauwazono, ze otrzymane pochodne charakteryzuje rézna
trwalto$¢, uzalezniona od pH i rodzaju srodowiska reakcji [15]. W literaturze mozna
znalez¢ informacje, iz wspomniane pochodne moga powstawaé zard6wno w
warunkach in vitro jak i in vivo [16,17]. Jak dotad opisano zaledwie kilka metod
umozliwiajacych o0znaczanie tiazolidynowych czy tiazynowych pochodnych
endogennych aminotioli i aldehydéw w probkach biologicznych.

W literaturze istniejg doniesienia o wystgpowaniu tiazolidynowej pochodnej,
bedacej produktem reakcji pomiedzy Cys i ACR [18,19]. Synteza in vitro tego
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zwigzku odbyla si¢ w warunkach zblizonych do fizjologicznych, w $rodowisku
wodnym, w temperaturze pokojowej, bez udziatu dodatkowych katalizatorow [20].
Struktura otrzymanego produktu zostala potwierdzona przy uzyciu technik
chromatografii  cienkowarstwowej, spektrometrii mas oraz magnetycznego
rezonansu jadrowego. Wykazano, ze otrzymany produkt to kwas 2-[2-(2-amino-2-
karboksyetylo)sulfanyloetylo]-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy, gdzie Cys i ACR
wystepujg w stosunku molowym 2:1. Jak wskazujg autorzy tego odkrycia, kwas ten
powstgje poprzez nukleofilowsg addycje Michaela jednej grupy -SH do wigzania
podwdjnego C=C w ACR 1 drugiej grupy -SH do grupy aldehydowej, a nastepnie
cyklizacje poprzez dehydratacje. Przeprowadzono badania w celu poszukiwania
odpowiedzi na pytanie czy wigzanie Cys z ACR moze zmniejszac¢ cytotoksyczno$é
aldehydu. W tym celu przeprowadzono eksperyment na liniach komdrkowych
oskrzeli oraz jelit cztowieka (komoérki HBE oraz Caco-2), ktére poddawano dziataniu
ACR oraz powstalej pochodnej i mierzono m.in. ich Zywotno$¢. W wyniku
przeprowadzonych badan ustalono, ze powstata pochodna wykazuje duzo mniejsza
cytotoksyczno$¢ niz sam aldehyd [20]. Autorzy pracy poczynili dodatkowa
obserwacje dotyczaca stabilno$ci otrzymanego diadduktu w  warunkach
fizjologicznych. Poddali go inkubacji w buforze fosforanowym o pH 7,4 oraz
temperaturze 37°C i stwierdzili, ze w tych warunkach jest on niestabilny.
Zaobserwowali roéwniez, ze ostatecznie tworzy si¢ pochodna tiazolidynowa
posiadajaca jedna czasteczke Cys w swojej strukturze. Autorzy pracy wskazali, ze
oba addukty ulegaly wzajemnej konwersji, a rownowage reakcji w kierunku
tworzenia jedynie diadduktu przesuwa dodatek Cys. Badania wykazaly takze, ze
monoaddukt byt bardziej cytotoksyczny niz diaddukt. Udowodniona wysoka
toksycznos¢ ACR w stosunku do organizmu czlowieka, moze wskazywac¢ na
korzysci ptynace z suplementacji lub diety bogatej w Cys, ktora tworzy z ACR
pochodng o znacznie mniejszej toksycznosci. Niestety nie zostaly przeprowadzone
dodatkowe badaniaw tym zakresie.

Dos¢ dawno, bo w roku 1969, pojawito si¢ w literaturze doniesienie o uzyskaniu
adduktu Cys i MDA [21]. Autor pracy zauwazyl, iz masa molowa pozyskanego
zwigzku odpowiada strukturze sktadajacej si¢ z dwdch czasteczek Cys oraz trzech
czasteczek MDA. Kilkanas$cie lat p6zniej przeprowadzono reakcje pomigdzy MDA
oraz Cys w warunkach zblizonych do fizjologicznych (37°C, pH 7). Stwierdzono
wowczas, ze obie grupy funkcyjne wystepujace w Cys (-NH2 i -SH) biorg udziat w
tworzeniu pochodnej. Niestety nie zostaly przeprowadzone zadne dodatkowe
badania, ktore jednoznacznie potwierdzityby strukture uzyskanej pochodnej [22].
Zostata ona potwierdzona za pomoca analizy elementarnej, MS oraz NMR dopiero
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w roku 1991 [19]. Wykazano wowczas, ze stosunek MDA do Cys w pochodnej
wynosi 3:2. Kilkanascie lat pozniej inna grupa badaczy ustalita, Zze uzyskane przez
nich w wyniku reakcji Cys z MDA, zélte cialo stale jest mieszaning izomerow, w
ktorych stosunek MDA do Cys wynosi 2:2 oraz 3:2. Reakcja zostata przeprowadzona
w pH 7 i temperaturze 25°C, a struktury izomeréw, w ktorych zidentyfikowano takze
pierscien tiazolidynowy, zostaty potwierdzone metodami spektroskopowymi [32].

4-HNE w swojej strukturze posiada trzy ugrupowania, ktére potencjalnie moga
wchodzi¢ w reakcje z innymi czgsteczkami. Sg to: grupa aldehydowa, wigzanie
podwdjne C=C oraz grupa hydroksylowa. To, ktéra z wymienionych grup ulegnie
reakcji zalezy od rodzaju reagenta oraz srodowiska. Wykazano m.in., ze Glu tatwo
reaguje w obojetnych roztworach wodnych z 4-HNE, a produkt reakcji ulega
wewnatrzczasteczkowemu przegrupowaniu do pigciocztonowego cyklicznego
hemiacetalu, ktory stanowi glowny produkt koncowy. Analogiczna reakcja zachodzi
w przypadku gdy obojetny roztwdr Cys zostanie zmieszany z rownomolowg iloscia
4-HNE. Jezeli natomiast Cys znajdzie si¢ w roztworze w nadmiarze to grupa
aldehydowa kondensuje z drugg czasteczkg aminokwasu, aproduktem tej reakcji jest
pochodna tiazolidynowa [19]. Addukty tiolowe 4-hydroksyalkenali w pierwszym
etapie generujg cykliczne poélacetale, ktore moga nastgpnie tworzy¢ pochodne
tiazolidynowe, jednak reakcja ich tworzenia zachodzi wolnigj [23].

Produktem reakcji pomigdzy CA oraz Cys, w przeciwienstwie do pochodnej Cys
i ACR oraz 4-HNE, jest jedynie diaddukt, czyli pochodnatiazolidynowa. Nie tworzy
si¢ hemiacetal poniewaz reakcja kondensacji drugiej czasteczki Cys zachodzi bardzo
szybko [19].

HO
0 0]
ﬁf (\)\OH
S Y NH S Y NH
R R
Pochodna tiazolidynowa Pochodna tiazynowa

Rysunek 3. Pogladowe struktury chemiczne pochodne;j tiazolidynowe;j i tiazynowej
Figure 3. Chemical structures of thiazolidyne and thiazine derivative
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1.4. Aminokwasy tiolowei wybrane endogenne aldehydy w stanach
(pato)fizjologicznych w organizmie czlowieka

W warunkach fizjologicznych Cys jest wbudowywana w biatka, gdzie m.in.
dzieki tworzeniu wigzan disiarczkowych, odpowiada za utrzymanie ich stabilnosci.
Jest takze prekursorem koenzymu A i Glu [1]. Stanowi rowniez glowny sktadnik
budulcowy keratyny wlosow, skéry oraz paznokci. Warunkuje ich wytrzymato$¢
chemiczng oraz fizyczng. Odgrywa ona rowniez kluczowg role w wielu procesach
komoérkowych, takich jak detoksykacja metali oraz ksenobiotykow. W warunkach
fizjologicznych wystgpuje w komorkach na niskim poziomie, co stanowi swego
rodzaju mechanizm obronny przed jej toksycznoscig, szczegodlnie w stosunku do
centralnego uktadu nerwowego [24]. Oznaczana jest cze¢sto w moczu i stuzy jako
jeden ze wskaznikow rozwijajacych si¢ chorob nerek. Cys stanowi takze marker
rozwoju chordb dziedzicznych, takich jak cystynoza oraz cystynuria, w ktérych
przebiegu jej stezenie w moczu wigzane jest z mozliwo$cig rozwoju kamicy nerkowe
[25].

W przypadku Hcy jej stezenie warunkach fizjologicznych jest utrzymywane na
niskim poziomie, dzigki remetylacji do Met i przemianom katabolicznym na drodze
transsulfuracji. Przeksztalcenia te sg kontrolowane przez reakcje enzymatyczne [26].
W osoczu zdrowego czlowieka stezenie catkowitej Hey utrzymuje si¢ hapoziomie 5
— 15 umol/l, a wszelkie warto$ci wykraczajace poza ten zakres mogg $wiadczy¢ o
rozwijajacej si¢ lub trwajacej w organizmie chorobie. Zaburzenia w ilosci Hey w
osoczu moga wynika¢ z zywieniowych niedoborow jej kofaktorow, przewlektych
chordb, leczenia, czynnikdéw fizjologicznych oraz stylu zycia, w tym spozywania
alkoholu czy palenia papierosow [27]. Podwyzszony poziom Hcy w 0soczu,
okre$§lany mianem hiperhomocysteinemii, Stanowi czynnik ryzyka rozwoju
niektorych chordb, w szczegdlnosci zas chorob uktadu krazenia [26].

FA jest substancja silnie toksyczng, ktora przez Miedzynarodowg Agencje
Badan nad Rakiem (International Agency for Research of Cancer - IARC)
sklasyfikowana zostata jako rakotworcza dla ludzi. FA dziata draznigco na spojowki
oczu a takze na blony $luzowe drég oddechowych. Powoduje ponadto zaburzenia
oddychania i podraznienia skory [7]. Wydalany jest z organizmu po przeksztalceniu,
w postaci ditlenku wegla i wody z wydychanym powietrzem oraz w niezmienionej
formie przez nerki [6].

W warunkach fizjologicznych AA reaguje miedzy innymi z aminami
biogennymi, hemoglobing oraz grupami -SH biatek. Wytwarzany jest takze przez
mikroflor¢ bateryjng gornych dréog oddechowych i przewodu pokarmowego na
drodze fermentacji weglowodanéw [28]. AA ze wzgledu na swoj elektrofilowy
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charakter tatwo reaguje ze zwiazkami nukleofilowymi, do ktorych zalicza si¢ np.
aminokwasy, biatka i tiole. Reaktywnos$¢ ta sprawia, iz jest on silnym mutagenem i
klasyfikuje si¢ go jako czynnik rakotworczy. Detoksykowany jest w znacznej mierze
poprzez utlenianie za po$rednictwem dehydrogenazy aldehydowej do kwasu
octowego, ktory nastgpnie wchodzi w cykl kwasu cytrynowego [29].

W organizmach zywych PLP stanowi kofaktor enzymoéw katalizujacych
przebieg wielu waznych reakcji. Bierze udzial migdzy innymi w produkcji
tryptofanu, serotoniny, kwasu solnego w zotadku oraz formowaniu hemoglobiny i
czerwonych krwinek. Odgrywa takze kluczowg rolg we wspieraniu zaréwno
wrodzongj, jak i nabytej odporno$ci organizmu poprzez udzial w produkcji
mikroflory jelitowej [30]. Wykazano, ze PLP odgrywa istotng role
w funkcjonowaniu uktadu krazenia [31], a jego niedobor moze prowadzi¢ do rozwoju
miazdzycy czy udaru. Wykazano rowniez, ze PLP uczestniczy w kondensacji Hey
Z seryng, ktorej jest katalizatorem a reakcja ta stanowi pierwszy etap szlaku
transsulfuracji.

ACR jako silny elektrofil, ktory charakteryzuje si¢ dobrg rozpuszczalnoscig w
wodzie, szybko przemieszcza si¢ przez blony komoérkowe na skutek dyfuzji, aw
konsekwencji wywoluje szereg niekorzystnych reakcji fizjologicznych. Niszczy np.
endogenne uklady antyoksydacyjne poprzez wzmozenie tworzenia reaktywnych
form tlenu w komorkach, co ostatecznie prowadzi m.in. do przerwania blony
komorkowej [20]. ACR jest klasyfikowana jako zwiagzek draznigcy, wysoce
toksyczny oraz potencjalnie kancerogenny. Toksyczno$¢ ACR zostala obszernie
omowiona w wielu publikacjach, gdzie sugeruje si¢ jej powigzanie z wystgpowaniem
roznych standéw patologicznych, takich jak rak phluc, choroba Alzheimera czy
miazdzyca [32,33].

Wykazano powigzanie wystepowania podwyzszonego poziomu 4-HNE w
przebiegu chorob, takich jak choroba Alzheimera czy Parkinsona, poniewaz moze on
Taczy¢ si¢ np. z Cys w biatkach [5], ktéra wykazuje w stosunku do niego wieksze
powinowactwo niz histamina czy lizyna.

Uwaza si¢, ze oznaczenie poziomu MDA jako koncowego produktu
peroksydacji lipidow w okres§lonej tkance jest markerem wystgpujacego w niej stresu
oksydacyjnego, natomiast poziom MDA w 0soczu i moczu reprezentuje stres
oksydacyjny ,,calego ciata” [34].

Wdychanie oparéw CA moze prowadzi¢ do podraznienia oczu, nosa, gardta oraz
ptuc a w konsekwencji powodowac ucisk w klatce piersiowej czy dusznosci [35].
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2. Oznaczanie wybranych tiazolidynowych pochodnych
2.1. Tiazolidynowa pochodna cysteiny i formaldehydu

Wykazano, ze wyniku kondensacji FA z Cys powstaje kwas 1,3-tiazolidyno-4-
karboksylowy (TCA), a reakcja ta zachodzi w roztworach wodnych w szerokim
zakresie pH. Wykazano réwniez, ze TCA moze dziata¢ jako przeciwutleniacz i
zmiatacz wolnych rodnikéw, chronigc w ten sposob blony komoérkowe przed
negatywnymi skutkami ich dziatania. Wplywa to na opo6znianie starzenia, np. w
komorkach watroby, ktore wraz z wiekiem ulegajg coraz to wigkszej degradacji. TCA
sprzedawany jest takze jako suplement diety pod nazwg tioprolina, ktéra posiada
wlasciwosci  hepatoprotekcyjne, przeciwzapalne i przeciwcukrzycowe [36].
Opracowano metode wykorzystujaca technike chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemowym spektrometrem mas (L C-MS/MS), ktéra umozliwia oznaczanie TCA
w probach ptynnych pozywek do hodowli bakterii. Metoda jest dedykowana w
szczegblnosci do TCA produkowanego przez pateczki okreznicy (Escherichia coli),
ktore poddane byty dziataniu FA [37]. Metoda wykorzystuje chloromréwezan etylu
do derywatyzacji analitu w celu zwickszenia jego hydrofobowosci, a same probki
byty dodatkowo oczyszczane technikg ekstrakcji do fazy statej i zatg¢zane poprzez
odparowanie do sucha i ponowne rozpuszczenie w acetonitrylu (ACN) [37].
Opracowana zostala takze metoda wykorzystujaca wysokosprawng chromatografie
cieczowg sprzezong z detekcja spektrofotometryczng (HPLC-UV) do oznaczania
TCA w osoczu pacjentéw chorych na raka szyi i glowy, ktérym podawano tioproling.
Procedura przygotowania probki osocza obejmowata jej odbiatczenie poprzez
dodatek kwasu chlorowego(V11), a nastepnie jej odwirowanie. Uzyskany roztwor
znad osadu, tzw. supernatant byt nastepnie wprowadzany do uktadu
chromatograficznego [36].

Ze wzgledu na fakt, ze TCA jest wydalany przez nerki opracowano metod¢ jego
oznaczania w moczu szczuréw. Oznaczenia miaty odpowiedzie¢ na pytanie czy TCA
w tym ptynie fizjologicznym moze stanowi¢ istotny wskaznik w biologicznym
monitorowaniu narazenia na FA. W tym celu szczury podzielone na trzy grupy byty
poddawane inhalacjom powietrzem czystym oraz powietrzem zawierajgcym niskie i
wysokie stezenie FA. Procedura przygotowania pobranych od zwierzat probek
moczu obejmowala derywatyzacje analitu przy uzyciu chloromréwczanu etylu oraz
ekstrakcje za pomoca toluenu. Fazg organiczng po ekstrakcji odparowano, a
nastepnie pozostato$¢ rozpuszczono w octanie etylu i poddano analizie
chromatograficzne [38]. Stwierdzono, ze w stosunku do préby kontrolnej poziom
TCA znaczaco wzréost w moczu szczuré6w poddawanych inhalacji powietrzem o
wysokiej zawartosci FA.



TIAZYNOWE I TIAZOLYDYNOWE POCHODNE AMINOKWASOW SIARKOWYCH 1621

2.2. Tiazolidynowa pochodna cysteiny i acetaldehydu

Produkt reakcji pomiedzy Cys i AA nosi nazwe¢ kwasu 2-metylo-1,3-
tiazolidyno-4-karboksylowego (MTCA). Podobnie jak w przypadku TCA reakcja
pomigdzy Cys a AA zachodzi w warunkach fizjologicznych, przy czym tempo
powstawania pochodnej jest uzaleznione od stezenia aldehydu. Mozna wigc
zaryzykowaé stwierdzenie, ze synteza MTCA stanowi mechanizm chronigcy
organizm przed toksycznym dzialaniem AA. Taki tok rozumowania wspiera
hipoteze, Ze jest on substancja chronigcg organizm czlowieka przed wystepowaniem
negatywnych skutkéw nadmiernego spozycia alkoholu, np. nowotworem przewodu
pokarmowego. Powstata pochodna nie jest uwazana za substancje toksyczng. W celu
monitorowania obecnosci i stgzenia MTCA w osoczu i moczu cztowieka zostata
opracowana metoda bazujaca na technice LC-MS/MS[29]. W przypadku tej metody
procedura przygotowania probki obejmuje jej odbiatczenie (w przypadku 0socza)
przy uzyciu ACN oraz przeprowadzenie analitu w pochodng za pomoca bezwodnika
octowego w $rodowisku buforu weglanowego 0 pH 9,9, w celu m.in. zapewnienia
stabilnosci zwigzku [29]. Zostala roéwniez opracowana metoda jednoczesnego
oznaczania TCA i MTCA w moczu, oparta na derywatyzacji za pomocg
chloromrowczanu etylu. Probka po etapie derywatyzacji chemicznej poddawana byta
ekstrakcji toluenem, nastgpnie faza organiczna byta odparowywana a pozostatos$c
byla rozpuszczana w octanie etylu i poddawana analizie chromatograficzne;j.
Technikg pomiarowa w tym przypadku byta chromatografia gazowa sprzezona ze
spektrometria mas (GC-MS), a jako wzorzec wewnetrzny wykorzystano
deuterowany MTCA [38].

2.3. Tiazolidynowa pochodna cysteiny i fosforanu 5°-pirydoksalu

Dane literaturowe wskazuja, ze mozliwa jest reakcja pomiedzy Cys a PLP w
srodowisku wodnym, a jg produktem jest kwas 2-(3-hydroksy-5-
fosfonooksymetyl o-2-metyl o-4-pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy
(HPPTCA). Reakcja zachodzi w szerokim zakresie pH, w tym w warunkach
imitujacych fizjologiczne [39,40]. Rola jaka wspomniana pochodna peli w
organizmie cztowieka nie zostata jak dotad okreslona. Mozna natomiast wysnué
pewne hipotezy w tym zakresie. Po pierwsze, tworzenie HPPTCA moze prowadzi¢
do niedoboréw witaminy Be, co pociggatoby za soba szereg niepozadanych skutkow
ze wzgledu na role jakg PLP odgrywa w procesach biochemicznych. Z drugiej jednak
strony rozktadowi HPPTCA w warunkach fizjologicznych towarzyszy odtworzenie
substratow (Cys oraz PLP), co moze wskazywac, ze pochodna ta moze stanowic
swoisty rezerwuar witaminy Be w organizmach zywych [16]. W przeciwienstwie do
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TCA i MTCA, tiazolidynowa pochodna Cys i PLP jest nietrwata, m.in. dlatego tez
nie jest dostgpna komercyjnie. Jak wspomniano wczesniej aminokwasy tiolowe
pelnig wiele waznych funkcji w organizmie. Jest to powdd, dla ktérego jedna z
opracowanych metod umozliwia jednoczesne oznaczeniec HPPTCA oraz czterech
najwazniejszych aminokwasow tiolowyh wystepujacych w organizmie cztowieka
[41], w tym Cys oraz Hcy. Przed poddaniem probki osocza analizie z
wykorzystaniem techniki HPLC-UV w procedurze przygotowania probki
zastosowano  redukcje  wigzan  disiarczkowych  przy  uzyciu  tris(2-
karboksyetylo)fosfiny, konwersje analitow w odpowiednie pochodne Zz
wykorzystaniem  tetrafluoroboranu  2-chloro-1-metylochinoliniowego  oraz
odbiatczenie kwasem chlorowym (VI1). W inngj metodzie do oznaczania HPPTCA
w osoczu czlowieka wykorzystano technike GC-MS. W tym przypadku bardzo
istotnym elementem procedury przygotowania probki jest odbialczanie osocza na
drodze ultrafiltracji przy wykorzystaniu filtrow typu cut-off. Otrzymany filtrat byt
nastgpnie odparowywany do sucha w koncentratorze prézniowym, po czym
dodawana byla mieszanina derywatyzujgca, w ktérej sklad wchodzity N-
trimetylosililo-N-metylotrifluoroacetamid z dodatkiem 1% chlorku trimetylosilanu
oraz pirydyna[16].

3. Metody oznaczania wybranych tiazynowych pochodnych
3.1. Tiazynowa pochodna homocysteiny i formaldehydu

Produktem reakcji kondensacji Hcy z FA w srodowisku wodnym jest kwas 1,3-
tiazyno-4-karboksylowy (homo-TCA), a reakcja zachodzi w warunkach imitujacych
warunki fizjologiczne [42]. Produkt powstaje w $rodowisku wodnym o szerokim
zakresie pH, mieszczacym si¢ w przedziale 5 - 10. Stwierdzono, ze szybkosc¢ tej
reakcji zalezy od pH $rodowiska ze wskazaniem, iz zachodzi ona szybciej w
srodowisku o odczynie kwasnym. Wykazano, ze reakcja pomi¢dzy wspomnianymi
substancjami zachodzi rowniez w organizmie czlowieka a utworzona tiazyna jest
obecna w moczu [17]. W badaniach wykorzystano technike GC-MS. Procedura
przygotowania probki obejmowata m.in. modyfikacje chemiczng analitu za pomoca
chloromréwczanu izobutylu. Celem tego zabiegu byto uzyskanie stabilnej i lotnej
pochodnej. Role katalizatora w tej reakcji petnita pirydyna. W nastepnym etapie
uzyskana pochodna byta ekstrahowana z mieszaniny reakcyjnej przy pomocy octanu
etylu i w takiej formie natychmiast poddawana byta analizie chromatograficznej ze
wzgledu na bardzo ograniczona stabilnosc.
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3.2. Tiazynowa pochodna homocysteiny i acetaldehydu

Produktem nieenzymatycznej i odwracalng reakcji Hcy z AA jest kwas 2-
metylotetrahydro-1,3-tiazyno-4-karboksylowy (homo-MTCA). Dotychczas nie
opracowano jednak metody, ktéra umozliwitaby potwierdzenie obecnosci tej
pochodnej w ptynach biologicznych cztowieka. Autorzy pracy podjeli jednak probe
adaptowania chromatograficzneg metody oznaczania pochodng Cys i AA w
probkach osocza i moczu na potrzeby przeprowadzenia badan wstepnych w tym
zakresie [29]. Metoda ta opiera si¢ na wykorzystaniu techniki LC-MS/MS. W
omawianym przypadku procedura przygotowania probki obejmowata zasadniczo
dwa etapy. Pierwszym z nich (szczegolnie w przypadku probek osocza) byto ich
odbialczenie za pomoca dodatku ACN oraz wirowanie. Drugi etap stanowita
konwersja analitu w pochodng za pomocg bezwodnika octowego w celu zwigkszenia
stabilno$ci analitu. Reakcja derywatyzacji przebiegala w $rodowisku buforu
weglanowego o pH 9,9 w temperaturze 37 °C. Po uptywie 30 minut probki poddano
analizie chromatograficznej. Co istotne, wykorzystanie tego narz¢dzia analitycznego
nie umozliwilo potwierdzenia/wykluczenia obecno$ci homo-MTCA w

analizowanych probkach moczu i osocza.

3.3. Tiazynowa pochodna homocysteiny i fosforanu 5°-pirydoksalu

Produktem nieenzymatycznej i odwracalng reakcji Hcy z PLP jest kwas 2-
pirydoksylo-1,4-tiazyno-4-karboksylowy (Hcy-PLP). Co ciekawe reakcja tego typu
zachodzi w warunkach imitujgcych fizjologiczne (in vitro). Dotychczas nie
opracowano metody umozliwiajgcej potwierdzenie obecnosci i 0znaczenie Hey-PLP
w probkach ptynoéw biologicznych czlowieka. Bioragc pod uwage fakt, ze zarowno
PLP oraz Hcy sa sktadnikami 0socza czy tez moczu, mozna przypuszczal, ze
produkty tych reakcji powinny by¢ rowniez obecne we wspomnianym materiale.
Autorzy pracy [14] wskazali natomiast mozliwo$¢ wykorzystania PLP jako
odczynnika derywatyzujacego tiole, takie jak Hey i Cys. Zaprojektowana przez nich
metoda wykorzystuje na etapie analizy technik¢ HPLC-UV i umozliwia 0znaczenie
calkowitej zawartosci Hey i Cys w probkach osocza. W omawianym przypadku
procedura przygotowania probek do analizy chromatograficznej obejmuje kilka
etapow, takich jak redukcja wigzan disiarczkowych, derywatyzacja oraz
odbialczanie. W pierwszym etapie do probek osocza dodano bufor fosforanowy o pH
7,8 oraz odczynnik redukujacy wigzania disiarczkowe — tris(2-karboksyetylo)fosfine.
Po uptywie 15 minut probki potraktowano roztworem PLP i pozostawiono na 15
minut w temperaturze 45°C. Po uptywie wskazanego czasu zawarto$ci probowek
poddano dziataniu kwasu chlorowego(V11), a nastgpnie odwirowano w celu
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usuniecia biatlek z osocza. Uzyskany supernatant poddawano andizie
chromatograficzne.

UWAGI KONCOWE

Tiazynowe oraz tiazolidynowe pochodne aminokwasow tiolowych i endogennych
aldehydow stanowig niezmiernie interesujace obiekty badan. Ich rola w organizmach
zywych jest praktycznie nieznana, dlatego tez bardzo wazne jest stworzenie
odpowiednich narzedzi analitycznych, ktore umozliwig monitorowanie ich stezenia W
ptynach biologicznych. Utatwi to poszukiwanie potencjalnego zwigzku pomiedzy ich
zawarto$cig a rozwojem chorob. Istnieje tym samym realna potrzeba opracowywania
nowych oraz ciggtego udoskonalania opisanych juz, nielicznych metod, tak aby byty one
proste, szybkie i zgodne z zasadami zielonej chemii, a przy tym aby umozliwiaty

oznaczanie wspomnianych zwiazkoéw w réznych matrycach, z jak najlepsza doktadnos$cia

i precyzja.
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Termin ,superowoce” (ang. superfruits) odnosi sie do naturalne wystepujgcych,
niepoddanych modyfikacjom genetycznym owocow, ktére charakteryzujg sie
wyjatkowo wysokg zawartoscig zwigzkow bioaktywnych, takich jak antyoksydanty,
witaminy, mineraty oraz bfonnik. Dodatkowo, do grupy tej zalicza sie owoce
wyrdzniajgce sie atrakcyjnymi cechami organoleptycznymi takimi jak barwa, smak,
aromat, a takze czesto egzotycznym pochodzeniem. Istotnym kryterium klasyfikacji
superowocow jest udokumentowane korzystne oddziatywanie ich spozywania na
organizm cztowieka, przyczyniajgce sie w dtugotrwatej perspektywie do obnizenia
ryzyka rozwoju choréb cywilizacyjnych. Szczegdlnie dobrze udokumentowany
w literaturze przedmiotu jest korzystny wplyw owocéw jagodowych na
funkcjonowanie organizmu cziowieka. Dotyczy to zaréwno gatunkéw
z powodzeniem uprawianych w Polsce, takich jak boréwka, malina czy jagoda
lesna, jak i owocow pochodzgcych z odlegtych regiondéw swiata np. jagdd berberysu
uprawianych w Patagonii.

Spektrum zwigzkéw chemicznych oznaczanych w superowocach jest
niezwykle szerokie. Wspotczesne badania koncentrujg sie przede wszystkim na
antyoksydantach, witaminach oraz sktadnikach mineralnych. Najlepiej poznang
i najczesciej analizowang klase zwigzkoéw stanowig polifenole. Do tej grupy zalicza
sie m.in. flawonoidy, takie jak antocyjany, izoflawony, flawonole, katechiny,
elagotaniny oraz ksantony, jak réwniez kwasy fenolowe obejmujgce pochodne
kwasu cynamonowego oraz benzoesowego. Pomimo licznych badan dotyczgcych
zawartosci poliflenoli w superowocach, poréwnywanie wynikow 2z danymi
literaturowymi pozostaje problematyczne. Wynika to z faktu, ze zawartos¢ zwigzkéw
w matrycy zalezny nie tylko od gatunku i odmiany owocu, lecz takze od stopnia
dojrzatosci, warunkéw klimatycznych czy magazynowania. Sezonowo$¢ wielu
owocow, szczegolnie uprawianych w klimacie umiarkowatam, skutkuje ich

powszechnym przetwarzaniem w postaci sokow i dzemow. W konsekwencji wzrosto
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zainteresowanie analizg zawartosci zwigzkow bioaktywnych réwniez w produktach
przetworzonych.

Sama analityka owocow czy ich przetworow, w kontekscie oznaczania
przeciwutleniaczy, jest bardzo problematyczna i wymaga od badaczy
wszechstronnego podejscia. Ztozonos¢ matrycy owocowej oraz niskie stezenia
analitbw determinujg  konieczno$¢ stosowania wyrafinowanych technik
instrumentalnych o wysokiej czutosci. Obecnie w analizie superowocow dominujgcag
role odgrywa wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona z réznymi
trybami detekcji. Biorgc pod uwage aktualne kierunki rozwoju bioanalizy, nalezy
oczekiwac, ze przyszte metody oznaczania zwigzkéw w probkach owocow bedg
w coraz wiekszym stopniu opieraty sie na nowoczesnych technikach separacyjnych,
przy jednoczesnym uwzglednieniu zasad zielonej chemii, w szczegdlnosci
w zakresie ograniczania zuzycia rozpuszczalnikow, redukcji liczby etapow

przygotowania probki oraz minimalizacji generowanych odpadow.
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W dobie trendéw promujacych zdrowy styl Zycia nieustannie na popularnosci zyskuje tak zwany
superfood, czyli z zatozenia nieprzetworzona zywnos¢ pochodzenia naturalnego, bogata w sktadniki
odzywcze, ktorych ilos¢ i whasciwosci majq dziata¢ korzystnie na organizm cztowieka.

~Superowoce” okiem
chemika analityka

PRAKTYKA

Z roku na rok coraz wieksza uwage przywiazuje sie
do prawidlowego zywienia. Powszechnie wiadomo,
ze spozywane pokarmy powinny nie tylko dostarczac
energii, ale takze by¢ bogate w skfadniki odzywcze
niezbedne do prawidtowego funkcjonowania organi-
zmu. Owoce od zawsze uwazane byly za zrédlo cen-
nych sktadnikéw pokarmowych, a dietetycy nieustan-
nie podkreslaja, ze ich spozycie w odpowiedniej ilosci
jest dobrym nawykiem zywieniowym. Wéréd owocow
szczegblng grupe stanowia tak zwane superowoce,
ktére w ostatnich latach zyskuja coraz wigksza popular-
nos¢. W konsekwencji wzrost zainteresowania rynkiem
Jsuperowocow” przyczynit sie do rozwoju nowych kie-
runkéw badan naukowych.

Kilka stéw o ,,superowocach”

Mianem ,superowocéw” (ang. superfruits) okreslane sa
niezmodyfikowane w zaden sposob, naturalnie wyste-
pujace owoce, szczegdlnie bogate w antyoksydanty,
mineraly, witaminy oraz bionnik. Dodatkowa, zgodnie

Fot. Wybrane ,superowoce” dostepne na rynku polskim.
Od lewej: czerwona porzeczka, boréwka, malina, truskawka.
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z definicja, ,superowoc” powinien wyrdzniaé ciekawy
wyglad, smak, zapach oraz najlepiej egzotyczne pocho-
dzenie. Kolejnym istotnym, jezeli nie najwazniejszym,
wymaganiem stawianym ,superowocom” jest fakt
powigzania ich spozycia z dobroczynnym oddziatywa-
niem na ludzki organizm, przyczyniajacym sie ostatecz-
nie do zmniejszenia ryzyka zachorowania na choroby
cywilizacyjne. Co warte podkreslenia, 6w pozytywny
wplyw musi znaleZ¢ poparcie w wynikach badari in vivo
i/lub in vitro. W tym kontekscie istotne okazuja sie dane
epidemiologiczne wskazujace na ograniczenie wyste-
powania réznorakich choréb w populacji 0s6b spozy-
wajacych regularnie okreslone owoce.

Termin ,superowoc” po raz pierwszy zostat zdefiniowa-
ny w 2004 roku, gdy pojawit sie w ksiazce zatytutowa-
nej SuperFoods RX — Fourteen Foods That Will Change
Your Life autorstwa Stevena Pratta i Kathy Matthews. Od
tamtej pory stopniowo zyskuje coraz wiekszaq popular-
nos¢, glownie dzieki reklamom w $rodkach masowe-
go przekazu. Niestety, obecnie staje sie on w glownej
mierze hastem komercyjnym, czesto naduzywanym
w celu zachecenia potencjalnych konsumentéw do
zakupu okrelonego produktu, pomimo braku danych
badawczych wskazujacych na jego korzystny wptyw na
funkcjonowanie organizmow zywych.

Jak wczesniej wspomniano, najwazniejszym wymo-
giem stawianym owocom, ktére maja potencjalnie
zosta¢ okreslone mianem ,super”, jest ich dobroczyn-
ny wplyw na organizm czlowieka. Co wazne, badania
przeprowadzone na przestrzeni ostatnich kilkudziesie-
ciu lat dostarczyty dowodéw, ktére potwierdzity pro-
zdrowotne dzialanie wielu z nich. Szczegélnie sze-
roko w literaturze udokumentowano pozytywny
wptyw na funkcjonowanie organizmu cztowieka
owocow jagodowych, zaréwno tych uprawianych
z powodzeniem w Polsce (boréwka, malina, jagoda
lesna), jak i tych pochodzacych z krancow swiata,
na przykfad jagody berberysu uprawiane w Patagonii.
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych , superowocow”
Owoc Wysoka Bogaty Zr6dto Wysoka Wysoka

zawartosc w bfonnik mineratéw zawartosc zawartosc
witaminy C polifenoli kwasow
organicznych

Wiénia + + - +
Truskawka + + + +
Zurawina + + +
Malina + + + + -
Jezyna 4

= :

_g Borowka + +

? Jagoda acai + + 4

§ Jagoda goji + +

= Wiciokrzew siny + + 4 +
Porzeczka -
Czarny bez + + + +
Rokitnik + + + +
Aronia + +
Grapefruit + + +
Czerwone winogrona iy

@ |Guarana +

g

= Mangostan + &

:g Granat + + E +

ﬂg— Acerola + s + +
Papaja + + +
Guawa + -+ 3 +

Poza korzystnym wptywem na ukiad nerwowy,
uktad krazenia czy dziataniem przeciwnowotworo-
wym stwierdzono, ze ,superowoce” bogate s3 takze
w sktadniki niezbedne do prawidtowego funkcjono-
wania watroby (np. jagoda acai), narzadu wzroku
(np. jagoda kamczacka), przyczyniajace sie do utrzy-
mania prawidtowego stezenia glukozy we krwi (np.
owoce aronii), dziafajace ochronnie na uktad pokar-
mowy (np. grapefruit, mangostan), przeciwmiazdzy-
cowo (np. jagody goji) czy wspomagajace prawidto-
we funkcjonowanie ukladu moczowego (np. zurawi-
na). Obecnie do ,superowocdw” zalicza si¢ zarowno
owoce uprawiane w krajach europejskich (fot.), takie
jak porzeczki (czarna, biata i czerwona), boréwka,
agrest, czarny bez, malina, truskawka, jezyna, jagody
(lesna, kamczacka — wiciokrzew siny, acai, oraz goji
— wilcza jagoda), aronia, zurawina, jak i szereg owo-
cow egzotycznych, w tym mangostan, jagody maqui,
granat, grapefruit, papaja czy guawa.
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Analityka prébek ,, superowocéw” oparta

na wykorzystaniu technik separacyjnych

Spektrum zwiazkdéw oznaczanych w ~superowocach”
jest niezwykle szerokie. Obecnie prowadzone badania
ukierunkowane sa w szczegdlnosci na monitorowanie
ich sktadu pod katem obecnosci i zawartosci substan-
gji klasyfikowanych jako antyoksydanty, witaminy czy
sktadniki mineralne. Zdecydowanie najlepiej poznana
(najczesciej oznaczang) grupg zwiazkéw, stanowig-
cych skfadniki ,superowocéw”, sa przeciwutleniacze,
a wérdd nich polifenole, takie jak flawonoidy (anto-
cyjany, izoflawony, flawonole, katechiny, elagotani-
ny, ksantony) oraz kwasy fenolowe (pochodne kwasu
cynamonowego: kwas kawowy, felurowy, kumarowy;
pochodne kwasu benzoesowego: kwas hydroksyben-
zoesowy, galusowy). Przykiady istotnych grup zwigz-
kéw chemicznych, stanowiacych sktadniki wybranych
Lsuperowocow” w kontekscie prawidtowego funkcjo-
nowania organizmu czfowieka, zestawiono w tabeli 1.



Podstawowym  skiadnikiem wszystkich owocéw jest
waoda stanowigca az 90% ich masy, co pozwala odniesé
zludne wrazenie, ze s3 one materiatem do badari nie-
przysparzajacych wiekszych probleméw. W rzeczywi-
stosci mnogosc i zrbznicowanie zwigzkdw stanowiacych
pozostate skiadniki owocow jest zaskakujaco duza.
Wirod nich wymieni¢ nalezy miedzy innymi weglowo-
dany (fruktoza, glukoza, sacharoza), kwasy organicz-
ne, pektyny, zwiazki polifenolowe, witaminy, bfonnik,
mineraly oraz barwniki. Wspomniana zlozono$¢ matry-
Cy pociaga za sobg koniecznos¢ poddania prabki czesto
wieloetapowemu i czasochtonnemu procesowi jej przy-
gotowania do analizy, ktorego celem jest selektywna
izolacja analitu oraz oczyszczenie probki ze wszystkich
substancji przeszkadzajacych. Z tego wzgledu prébki
owocow najczesciej podlegaja takim etapom ich przy-
gotowania, jak homogenizacja tkanek, ekstrakcja czy
filtrowanie. Wptyw na ilo¢ oraz stopien skomplikowa-
nia dziatain podejmowanych podczas przygotowania
materiatu do badain ma takze posta¢ owocu, a miano-
wicie, czy jest Lo surowy, nieprzetworzony produkt czy
moze uzyskany z niego dzem lub sok. Rownie istotne
jest, czy analizie podlega caly owoc, czy tez wytacznie
jego skorka lub nasiona. Generalnie, liczba etapéw pro-
cedury przygotowania probki, ktérym musi podlegaé
material, nim zostanie poddany analizie, wzrasta wraz
ze spadkiem jego stopnia uptynnienia. Istotnym aspek-
tem, ktéry nalezy niewatpliwie wzia¢ pod uwage na
etapie projektowania procedury przygotowania prébek
owoacow do analizy, jest mozliwos¢ jej rozkladu i utra-
ty analitu wskutek zachodzacych w probkach owocéw
licznych reakcji enzymatycznych. Pomimo przeprowa-
dzenia szeregu badan dotyczacych zawartoéci polife-
noli w ,superowocach” to nadal pordéwnanie oznaczo-
nych zawartosci z danymi literaturowymi przysparza
naukowcom wielu probleméw. Zwiazane jest to z fak-
tem, ze zawartosc tych zwigzkéw zalezna jest nie tylko
od odmiany owocu, ale takze od stopnia jego dojrzato-
sci, warunkéw klimatycznych, w jakich dany owoc jest
uprawiany. Szczeg6lnie chodzi tutaj o nastonecznienie
oraz temperature. Istotne sg tez warunki przechowywa-
nia owocu po jego zebraniu. Szczegolnie jezeli chodzi
0 oznaczenia prowadzone w owocach, ktére zostaly
zakupione w sklepach.

W wigkszosci metod opisanych w literaturze specja-
listycznej owoce zaraz po zebraniu zostaly zamrozo-
ne i przechowywane do momentu analizy w tempe-
raturze nawet -80 °C. Jedynie w przypadku oznaczen
majacych na celu wskazanie zawartosci witaminy C
pracowano na probkach $wiezych owocow. W wiek-
szosci opracowant wskazane zostalo, iz owoce przed
analiza poddane byly procesowi liofilizacji, a nastgpnie

homogenat poddawano wirowaniu, sonikacji oraz
filtracji, stosujac glownie odpowiednie filtry mem-
branowe. Uzyskany koficowo supernatant/przesacz
mogt zosta¢ nastgpnie poddany na przyklad proceso-
wi ekstrakcji do fazy stalej. Drugim podejiciem bylo
odparowanie uzyskanego supernatantu/przesaczu
do sucha i jego ponowne rozpuszczenie. Poddanie
probki owocu procesom ekstrakji ciecz—ciecz oraz
ciecz—ciafo stafe jest szczego6lnie wazne podczas wyko-
rzystywania do oznaczeii wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej sprzezonej z detekcjg mas (HPLC-MS,
HPLC-MS/MS), poniewaz zachodzi tutaj mozliwosé
wystepowania supresji sygnafu analitycznego przez sub-
stancje niebedace celem danego oznaczenia. Koniecz-
noS¢ przeprowadzania procesu ekstrakcji pociaga za
sobg straty oznaczanych analitéw, poniewaz proces ten
nigdy nie przebiega ze 100-procentowa wydajnoscia,
a wraz ze wzrostem liczby powtérzeri wzrasta takze ryzy-
ko popetnienia bledu. Stad tez pozadanym dziataniem
jest ograniczenie liczby etapow, kiérym prébka jest pod-
dawana przed analiza, aby znalez¢ takie rozwiazanie,
ktére przy uzyskaniu jak najlepszej wydajnosci procesu
jednoczeénie znacznie ograniczy pracochfonnoé¢ oraz
czasochfonnos¢, a w konsekwencji popetniany blad.

Podczas oznaczania wspomnianych w tekécie zwiaz-
kéw nie zachodzita konieczno$¢ przeprowadzania
derywatyzacji (konwersji analitbw w pochodne), ktéra
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szczegdlnie wazna jest podczas oznaczeii, w kt6rych
uzywane sa detektory spektrofotometryczne lub flu-
orymetryczne. W technikach tych bowiem analit musi
mie¢ odpowiednie wlasciwosci, dzigki ktérym mozliwa
jest jego detekcja — mie¢ w swojej czasteczce ugru-
powanie fluoroforowe lub chromoforowe. Jedynym
przyktadem, w przypadku ktdrego autorzy wspominajq
o przeprowadzeniu analitbw w pochodne, jest ozna-
czanie zawartosci witaminy C, — przeprowadzenie
kwasu dehydroaskobinowego w pochodng wykazujaca
fluorescencje. W przypadku oznaczen prowadzonych
przy uzyciu detekcji mas upochodnianie analitéw nie
jest zazwyczaj konieczne.

Tabela 2. Zestawienie wybranych metod oznaczania istotnych

biologicznie zwigzkow w ,,superowocach”

Probka biologiczna Grupa oznaczanych zwigzkow | Technika
pomiarowa

Owoce mangostanu Benzofenony, bioflawonoidy | LC-UV
Poliizoprenylowane LC-MS/MS
benzofenony

Bordwki, truskawki Polifenole LC-MS/MS

Borowki, jezyny, porzeczki | Witamina C, kwasy organiczne: | LC-UV

czerwone, porzeczki cytrynowy, chinowy, jabtkowy

czarne, maliny

Jagody maqui Antocyjany LC-UV-MS/MS

Porzeczki, truskawki Flawonole, kwasy fenolowe, | LC-UV-MS/MS
antocyjany, elagotaniny, LC-Uv
witamina C

Granaty Antocyjany, elagotaniny, LC-UV-MS/MS
kwasy fenolowe, flawonole

Jagody kamczackie Antocyjany, flawonoidy, LC-UV-MS/MS
kwasy fenolowe

Jagody berberysu Flawonole LC-UV-MS/MS

Wiciokrzew siny Makroelementy CITP-CD

Truskawki, jezyny, maliny, | Karotenoidy LC-UV

boréwki, czarne porzeczki,

czerwone porzeczki

Borowki, czarne porzeczki, | Antocyjanidyny LC-uv

truskawki

Czarne porzeczki, Antocyjany LC-uv

truskawki

Jezyny Katechiny CE-LV

Objagnienia: LC — chromatografia cieczowa, UV — detektor

spektrofotometryczny, MS/MS — tandemowy spektrometr mas,

CITP — izotachoforeza kapilarna, CE — elektroforeza kapilarna,

CD — detektor konduktometryczny
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Waznym aspektem w przypadku okreslania zawartoéci
danych zwigzkéw w badanym ,superowocu” jest to,
w jakiej formie sie on znajduje — surowej czy przetwo-
rzonej. Nie mniej wazne jest to, czy bedzie on anali-
zowany w catoéci, z uwzglednieniem zaréwno pestki,
skorki i miazszu, czy tez kazdy z wymienionych elemen-
téw bedzie analizowany oddzielnie. Godnym rozwaza-
nia moze by¢ zatem to, w jakiej postaci dany owoc jest
spozywany. Tak wiec, w przypadku owocow jagodo-
wych najbardziej miarodajnych wynikéw mozna spo-
dziewac sie podczas analizy calego owocu, uwzglednia-
jac takze niewielkie nasionka, na przykfad w truskaw-
ce czy w bordwee, a takze ich skorke, poniewaz tego
typu owoce najczesciej spozywa sie w catosci. Nie jest
wiec zaskakujacy fakt, ze wiaénie takie podejicie co do
wykorzystania catego owocu w badaniach prezentuje
wiekszos¢ autoréw opisujacych poszczegéine metody
oznaczania zwiazkéw w owocach jagodowych. Podziat
owocu na fragmenty jest natomiast bardziej popularny
w opracowaniach dotyczacych owocéw, ktdre zwycza-
jowo sg obierane lub pozbawiane nasion. | tak, pod-
czas badan na przyklad granatu skupiono sie osobno
na okresleniu zawartosci zwiazkow w skorce, miazszu
i pestkach, gdzie najwigksza zawartoé¢ polifenoli zosta-
fa wykryta wiadnie w miazszu.

Wiele owocdw, szczegblnie tych uprawianych w Pol-
sce, dostepnych jest sezonowo, a w okresach ich ogra-
niczonej dostepnosci niejednokrotnie spozywane sg
one w formie przetworzonej, na przyktad w postaci
dzemdw oraz sokéw. W konsekwencji fakt ten pociag-
nat za soba zainteresowanie analitykdw zawartoscia
dobroczynnych zwiazkow w produktach przetwo-
rzonych. Soki pozyskane z ,superowocow” nie byly
z reguly poddawane przed analiza wielu skomplikowa-
nym etapom, a caly proces ograniczat sie jedynie do
ich odwirowania. W przypadku prébek dzeméw byly
one traktowane tak samo jak probki owocéw suro-
wych. Zawartos¢ polifencli, w szczegdlnodci antocyja-
now, oznaczona w tych produktach jest znacznie nizsza
od zawarto$ci wspomnianych zwiazkow w ekstraktach
uzyskanych z owocow surowych, co wskazywaé moze,
ze wszelkiego rodzaju obrébka, na przykiad termiczna,
prowadzi do degradacji antyoksydantow. Co ciekawe,
badania pokazujg takze, ze dzem pozyskany z jagéd
charakteryzuje sie zaréwno wieksza réznorodnoscia
polifenoli, jak i ich wyzsza zawartoscig w poréwnaniu
z dzemem uzyskanym z truskawek.

Ztozonos¢ i zroznicowanie pod katem sktadu matry-
cy oraz stosunkowo niskie stezenia substancji ozna-
czanych w probkach owocéw wymuszajg potrzebe
wykorzystania w ich analizie odpowiednio czutych
i precyzyjnych technik analitycznych. Jedng z naj-
czesciej wykorzystywanych do tego celu technik jest
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
sprzezona z réznymi rodzajami detekcji. Dotychczas
w literaturze zostaty opisane metody opierajace si¢ na
wykorzystaniu HPLC w potgczeniu z detektorem spek-
trofotometrycznym (DAD, UV-Vis) oraz tandemowym



sektrometrem mas (MS/MS), przy wykorzystaniu
~drych oznaczano przede wszystkim zwiazki zalicza-
“= do polifenoli. Analityka prébek ,superowocow”,
azujaca na wykorzystaniu technik separacyjnych, nie
zranicza sie jednak tylko do technik separacji w fazie
~eklej. W ostatnim czasie na popularnoéci zyskujg
“owiem elektroforeza kapilarna i chromatografia gazo-
‘4, za pomoca ktorych oznaczane sg odpowiednio
«atechiny, makroelementy czy pestycydy oraz terpeny.
A tabeli 2 zestawiono wybrane metody oznaczania
stotnych biologicznie zwiazkéw w prébkach Lsuper-
wocdw”. W tym miejscu nalezy nadmienic, ze przy-
toczone przyktady stanowig niewielki odsetek sposrad
dotychczas opracowanych narzedzi analitycznych.

Podsumowanie

Na przestrzeni ostatnich lat daje sie zaobserwowac
stotny wzrost dbafosci o zdrowie i kondycje. Jak pod-
wredlaja specjalisci, lekarze klinicyéci, w dziafaniach
tych bardzo wazna role odgrywa rekreacja, sport oraz
prawidfowe zywienie. Stad tez w dobie trendéw pro-
mujacych zdrowy styl Zycia nieustannie na popular-
noéci zyskuje tak zwany superfood, czyli z zatozenia
nieprzetworzona zywnos¢ pochodzenia naturalnego,
bogata w skfadniki odzywcze, ktérych ilosé i wiasci-
wosci maja dziata¢ korzystnie na organizm cztowieka.
Wspdlczesnie dzieki wysokiej zawartosci sktadnikéw
o dziataniu prozdrowotnym wiele owocéw jest kla-
syfikowanych jako ,superfood”. Niestety, w zwiazku
z ogromnym zainteresowaniem konsumentow zyw-
noscig funkcjonalng coraz powszechniejsze staly sie
nieuczciwe praktyki producentéw zywnosci, co z kolei
pocigga za soba nieustanng potrzebe dostarczania
nowych narzedzi analitycznych, umozliwiajacych kon-
trole jakosci zywnosci i wykrywanie potencjalnych nie-
prawidtowosci. Obecnie w analityce ,superowocow”
dominujacg role odgrywaja techniki separacyjne,
szczegolnie techniki separacji w fazie cieklej, w tym
wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona
z roznymi rodzajami detekcji. Niejednokrotnie ana-
liza ,superowocow” poprzedzona jest skomplikowa-
na i wieloetapowa procedurg przygotowania prébki
ze wzgledu na zroznicowany pod wzgledem skiadu
matrycy material do badan. Biorgc pod uwage aktu-
alne trendy w bioanalityce, nalezy spodziewat sie, ze
nowo opracowywane metody, umozliwiajace ozna-
czenie istotnych zwigzkéw w probkach ,superowo-
cow”, beda sie opieraly na wykorzystaniu nowoczes-
nych technik instrumentalnych oraz beda uwzglednia-
ty wazne zasady zielonej chemii.
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Publikacja [D3]:

M. Gawel, R. Gtowacki, P. Kubalczyk, J. Piechocka, HPLC-MS/MS based method
for the determination of 2-(3-hydroxy-5-phosphonooxymethyl-2-methyl-4-pyridyl)-
1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid in human plasma, Sci. Rep. 14 (2024) 24425,
1-11.

(IF5=4,3, punktacja MNiSW2024=140)

Doniesienia literaturowe wskazujg, Ze tiole mogg reagowaé z fosforanem
5’-pirydoksalu (PLP) w warunkach fizjologicznych, prowadzgc do powstawania
odpowiednich kwaséw tiazynowych i tiazolidynowych. Wykazano, ze kwas 2-(3-
hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4 karboksylowy
(HPPTCA), stanowigcy pochodng cysteiny (Cys) i PLP tworzy sie in vivo
w organizmie cztowieka. Rola jakg HPPTCA petni w organizmach zywych nie
zostata do tej pory dostatecznie poznana, a dostepne dane dotyczgce jego stezen
w materiatach biologicznych sg ograniczone. Wobec wspomnianych faktow
niezmiernie wazne okazato sie opracowanie metod stuzgcych do oznaczania
HPPTCA w ptynach ustrojowych cztowieka. Dotychczas opracowano jedynie dwie
metody umozliwiajgce oznaczanie HPPTCA w osoczu cztowieka z wykorzystaniem
technik chromatografii gazowej sprzezonej ze spektometrig mas (GC-MS) [29] oraz
wysokosprawne;j chromatografii cieczowej sprzezonej z detekcjg
spektrofotometryczng (HPLC-UV) [28]. Obie metody pomimo szeregu zalet
posiadajg pewne istotne ograniczenia, ktérych rozwigzaniem moze sta¢ sie
wykorzystanie spektrometrii mas. W niniejszej pracy przedstawitam metode
oznaczania HPPTCA w osoczu opartg na technice wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowg spektrometrig mas (HPLC-MS/MS).

Procedura przygotowania probek obejmowata ekstrakcie HPPTCA z biatek
osocza z wykorzystaniem acetonitrylu (ACN), odbiatczanie probki poprzez
ultrafiltracje oraz rozcienczenie uzyskanego filtratu fazg ruchomg przed koncowg
analizg chromatograficzng. Zaproponowane przeze mnie podejscie stanowi
modyfikacje procedury wykorzystanej wczesniej w metodzie opartej na technice
GC-MS. Zastosowanie ACN prowadzi do zmiany konformaciji przestrzennej biatek,
co skutkuje ostabieniem oddziatywan miedzyczgsteczkowych pomiedzy HPPTCA

a biatkami, a w konsekwencji zwiekszeniem odzysku analitu z matrycy biologicznej.
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W toku badan ocenitam wptyw temperatury oraz sposobu mieszania probki na
wydajnos¢ ekstrakcji, poniewaz parametry te nie byly wczesniej analizowane.
Wykazatam, ze temperatura w zakresie 15-25°C nie wptywa istotnie na efektywnos¢
procesu. Zgodnie z oczekiwaniami, lepszg powtarzalno$¢ uzyskatam podczas
wytrzgsania probek przy wykorzystaniu termowytrzgsarki oraz mieszadta typu
vortex, w poréwnaniu z mieszaniem recznym. W rutynowej analizie zdecydowatam
sie wytrzgsaé probki przy wykorzystaniu vortexu w temperaturze pokojowe;.
Odbiatczanie przeprowadzitam zgodnie z procedurg stosowang w metodzie
GC-MS, wykorzystujgc filtry typu cut-off z membrang wykonang z polieterosulfonu
(PES). Ocenitam wptyw czasu oraz temperatury wirowania a takze wielkosci poréow
membrany na odzysk analitu. Stwierdzitam, Zze zmniejszenie wielkosci poréw
membrany skutkuje poprawg jakosci sygnatu oraz powtarzalnosci wynikow, co
najprawdopodobniej wynika z bardziej efektywnego usuwania sktadnikow matrycy
wptywajgcych na odpowiedz detektora mas. Nie zaobserwowatam istotnego wptywu
temperatury wirowania (4°C vs 25°C) na intensywno$¢ sygnatu. Najlepsze rezultaty
uzyskatam przy wirowaniu prébek przez 7 minut w temperaturze pokojowej oraz
zastosowaniu filtrow o wielkosci porow 5 kDa. W celu ograniczenia supresji
jonizacji, bedacej konsekwencjg efektow matrycowych, na ktoére szczegdlnie
wrazliwa jest technika HPLC-MS/MS, prébki rozciehnczatam. Do tego celu
zastosowatam opisang ponizej mieszanine rozpuszczalnika A i rozpuszczalnika B
w stosunku objetosciowym 60:40 (A:B, v/v), ze wzgledu na jej zgodnosé
z poczatkowym sktadem fazy ruchomej. Kompatybilnos¢ skiadu prébki
z zastosowang fazg ruchomg ma szczegdlne znaczenie w chromatografii
oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Ustalitam 50-krotny optymalny stopien
rozcienczenia, co pozwolito na zmniejszenie supresji sygnatu. Dalsze rozcienczanie
nie zmniejszato efektdw matrycowych a jedynie obnizato czuto$¢ metody.
W opracowanej metodzie zastosowatam réwniez wzorzec wewnetrzny (IS)
-4-deoksypirydoksyne (4-DPD). Jak wykazatam w procesie walidacji, jego uzycie
istotnie poprawia powtarzalnos¢ oraz odtwarzalnos¢ uzyskiwanych wynikow
analitycznych.

Opisana metoda oznaczania HPPTCA w osoczu obejmuje rozdzielenie analitu
oraz zastosowanego IS z wykorzystaniem chromatografii HILIC oraz detekcje
MS/MS z jonizacjg przez elektrorozpylanie w trybie dodatnim, przy monitorowaniu

reakcji nastepczych z wykorzystaniem trybu monitorowania wielokrotnych przejs¢
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jonowych (MRM). W oznaczeniach wykorzystatam kolumne X-Bridge Glycan BEH
Amide oraz typowag dla HILIC faze ruchomg sktadajgcg sie z 0,1% kwasu
mrowkowego (FA) w mieszaninie wody i ACN (95:5, v/v) (rozpuszczalnik A) oraz
mieszaniny wody i ACN (5:95, v/v) (rozpuszczalnik B). Analizy przeprowadzitam
przy zastosowaniu elucji gradientowej. Ustalitam, ze poczgtkowy udziat fazy wodnej
na poziomie 60% oraz natezenie przeptywu fazy ruchomej wynoszace 0,3 ml/min
zapewniajg optymalne warunki retencji analizowanych zwigzkéw. Dla kazdego
z nich analize prowadzitam z wykorzystaniem trzech przejs¢ MRM. Jedno z nich,
odpowiadajgce najbardziej intensywnemu jonowi fragmentacyjnemu,
wykorzystywatam do oznaczen ilosciowych, natomiast dwa pozostate stuzyty do
potwierdzenia obecnos$ci analitu w probce (identyfikacja jakosciowa).

Opracowana metoda poddana zostata petnej walidacji zgodnie
z odpowiednimi wytycznymi dotyczgcymi walidacji metod bioanalitycznych [64].
Proces ten obejmowat ocene selektywnosci/specyficznosci, liniowosci, precyzji
i doktadnosci (zarbwno miedzy- jak i wewnatrzdniowej), granicy oznaczalno$ci,
efektdow matrycowych, efektu przeniesienia oraz tzw. powtarzalnosci procesu
wprowadzania probki do uktadu pomiarowego. Uwzgledniajgc aktualne kierunki
rozwoju chemii analitycznej, ze szczegdlnym naciskiem na aspekty srodowiskowe,
przeprowadzitam rowniez  ocene  ,zielonoSci”  opracowanej metody
z wykorzystaniem odpowiedniego narzedzia analitycznego. W ramach badan
porownatam nowg procedure z wczesniej opisanymi metodami oznaczania
HPPTCA pod katem wpltywu na srodowisko. Zwalidowana metoda zostata
zastosowana do pietnastu probek biologicznych pochodzacych od potencjalnie
zdrowych dawcéow. Uzyskane wyniki stezenia HPPTCA miescity sie w zakresie
0,55-8,29 umol/l i byty zblizone do wartosci uzyskiwanych przy zastosowaniu
wczesniej opracowanych metod analitycznych.

W przedstawionym artykule opisatam pierwszg metode oznaczania HPPTCA
w osoczu cztowieka z wykorzystaniem techniki HPLC-MS/MS. Istotnym
osiggnieciem opracowanej procedury jest dostarczenie wiarygodnych dowodéw
potwierdzajgcych obecnos¢ HPPTCA w osoczu, co wynika z wysokiej czutoSci
i selektywnosci techniki HPLC-MS/MS, uznawanej za jedno z najbardzie;
zaawansowanych narzedzi stosowanych w analizach biomedycznych. Metoda

stanowi nowe, uzyteczne narzedzie do badania roli HPPTCA w organizmie
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cztowieka, uzupetniajgce wczesniej opublikowane metody oparte na GC-MS oraz
HPLC-UV.
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HPLC-MS/MS based method for the
determination of 2-(3-hydroxy-5-
phosphonooxymethyl-2-methyl-
4-pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-
carboxylic acid in human plasma

Marta Gawet(?1:2, Rafat Gtowacki(®?, Pawet Kubalczyk®* & Justyna Piechocka"*

The report presents first high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS) based method for the determination of plasma 2-(3-hydroxy-5-phosphonooxymethyl-
2-methyl-4-pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid (HPPTCA), an adduct of cysteine and active
form of vitamin B6 pyridoxal 5’-phosphate. The assay employs 4-deoxypyridoxine (4-DPD) as an
internal standard. Sample preparation procedure primarily involves acetonitrile (ACN) extraction of
HPPTCA from plasma proteins, sample deproteinization by ultrafiltration, and dilution of ultrafiltrate
with mobile phase prior to chromatographic analysis. The chromatographic separations of HPPTCA
and 4-DPD are achieved within 6 min at 20 °C on X-Bridge Glycan BEH Amide (100 X 2.1 mm, 2.5 pm)
column using gradient elution. The eluent consists of 0.1% formic acid in a mixture of solvent A (water
and ACN (95:5, v: v)) and solvent B (water and ACN (5:95, v: v)) delivered at a flow rate of 0.3 mL/
min. The assay linearity was observed within 0.25-10 pmol/L in plasma. The limit of quantification
was found to be 0.25 pmol/L. The method was successfully applied to plasma samples delivered

by apparently healthy donors showing that the HPLC-MS/MS assay is suitable for human plasma
screening. The presence of HPPTCA was confirmed in eleven of fifteen study samples. The HPPTCA
concentration ranged from 0.55 to 8.39 pmol/L.

Keywords Cysteine, Hydrophilic interactions liquid chromatography, Plasma, Pyridoxal 5’-phosphate,
tandem mass spectrometry, 2-(3-hydroxy-5-phosphonooxymethyl-2-methyl-4-pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-
carboxylic acid

Abbreviations

ACN Acetonitrile

CMQT 2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate
Cys Cysteine

Cys, Cystine

cv Coeflicient of variation

ESI Electrospray ionization mode

FA Formic acid

GC Gas chromatography

Hcey Homocysteine

HILIC Hydrophilic interactions liquid chromatography
HPLC High performance liquid chromatography

HPPTCA 2-(3-hydroxy-5-phosphonooxymethyl-2-methyl-4-pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid
IS Internal standard

(L/U)LOQ  (Lower/upper) limit of quantification

MeOH Methanol

MRM Multiple reaction monitoring mode
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(MS)/MS (Tandem) mass spectrometry

MSTFA N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide
MWCO Molecular weight cut-off

PES Polyethersulfone

PLP Pyridoxal 5'-phosphate

PTFE Polytetrafluorethylene

uv Ultraviolet detection

4-DPD 4-deoxypyridoxine

The association between aminothiols and origination of many civilization diseases has been well-documented.
For instance, it has been recognized that the rise in plasma homocysteine (Hcy) and cysteine (Cys) levels is a
risk predictor of morbidity of cardiovascular diseases'=. In parallel, clinical trials have shown that high-risk
patients do benefit from the lowering plasma Hcy level by vitamin B supplementation, including vitamin B6 611
However, the mechanism of vitamin B6 action is still unclear. In fact, it may be due to the formation of Cys/Hcy
and active form of vitamin B6 pyridoxal 5’-phosphate (PLP) adducts.

Thus far, it has been reported that naturally occurring PLP easily reacts with Cys!>"!® and Hcy!2!318-21 jn
aqueous media, in particular under physiological conditions. More importantly, it has been demonstrated that
2-(3-hydroxy-5-phosphonooxymethyl-2-methyl-4-pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid (HPPTCA),
an adduct of Cys and PLP is formed in vivo in humans?>?*. It has been also recognized that vitamin B6
supplementation elevates plasma HPPTCA which may be accompanied by reduction in plasma Cys or even
toxic Hey levels?*?. On the other hand, the facile formation of HPPTCA and its decomposition leading to Cys
and PLP release??, point to a conclusion that PLP may be stored in the human body in the form of HPPTCA. In
fact the role of HPPTCA in health and disease remains substantially unknown and data on HPPTCA content in
humans are very limited.

So far, only two methods have been developed enabling determination of HPPTCA in human plasma
The assays primarily involve sample deproteinization by ultrafiltration?? or by treatment with perchloric
acid®, pre-column derivatization with N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide (MSTFA)** or 2-chloro-
1-methylquinolinium tetrafluoroborate (CMQT)?® and subsequent quantification of the resulting product by
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)?? and high performance liquid chromatography-ultraviolet
spectrophotometry (HPLC-UV)? techniques (Table 1). The estimated concentration of plasma HPPTCA,
using the proposed methods, ranged from 18.86 to 65.60 umol/L in the group of thirty one apparently healthy
donors?>%,

The present paper aims to provide high-throughput potential method for the determination of HPPTCA
in human plasma by HPLC coupled with tandem mass spectrometry (MS/MS) detection, which is currently
considered as one of the most powerful analytical techniques in the bioanalysis.

12-18

22,23

Materials and methods

Reagents and materials

In general, chemicals used in this study were commercially available and at least of analytical reagent grade.
4-Deoxypyridoxine hydrochloride (4-DPD) was from Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, USA). (In)organic solvents
and mobile phase additives suitable for HPLC-MS/MS, namely water, methanol (MeOH), acetonitrile (ACN),
and formic acid (FA) were purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). HPPTCA was prepared in
our laboratory as previously described??. For sample deproteinization, Vivaspin 500 centrifugal concentrators
with 5 kDa molecular weight cut-off (MWCO) polyethersulfone (PES) membrane purchased from Sartorius
Stedim Lab. Ltd. (Stonehouse, United Kingdom) were exploited. Samples were filtered prior to chromatographic
analysis using syringe filters with 0.20 um polytetrafluorethylene (PTFE) HI membrane (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany).

Instrumentation

An Agilent 1260 Infinity II HPLC system equipped with flexible pump integrated with vacuum degasser
model G7104C, temperature-controlled sample storage combined with automated sample injector model
G7129C, column compartment model G7116B and triple quadrupole G6470B MS/MS system with Agilent
JetStream ionization technology (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) was used for the HPLC-MS/
MS experiments. Data acquisition and analysis were performed using a MassHunter software. The analytes were
separated on X-Bridge Glycan BEH Amide (100X 2.1 mm, 2.5 um) column from Waters Corporation (Milford,
MA, USA). During the study, Multi-Speed Vortex MSV-3500 (Biosan, Riga, Latvia) and a Mikro 220R centrifuge
with fast cool function (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany) were used.

Stock solutions
All solutions were prepared with HPLC-MS/MS grade (in)organic solvents.

The stock solutions of HPPTCA (1 mmol/L) and 4-DPD (internal standard, IS) (1 mmol/L) were prepared
in water. The solutions were kept at 4 °C for no longer than 4 h and 8 h as reccommended in the literature?? or by
manufacturer, respectively. The working solutions were prepared by diluting a particular standard solution with
water as needed and processed without delay. All solutions were protected from light.

The mobile phase components, namely solvent A (0.1% FA in a mixture of water and ACN (95:5, v: v)) and
solvent B (0.1% FA in a mixture of water and ACN (5:95, v: v)) as well as needle rinse solvent consisting of water,
MeOH and ACN (50:25:25; v: v:v) were prepared once a week. The solutions were stored in tight amber glass
bottles at ambient temperature.
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Assay GC-MS HPLC-UV HPLC-MS/MS
Method reference 2 2 Present method
Analysis time* [min] ~160 ~345 ~25
General information Plasma sample size [uL] 250 50 50
Chemicals consumption** [mL] 0.25 0.075 0.28
Recommended quantification mode External standard addition method | External standard addition method rsrl:eltg}llzgg addition
IS addition - - 4-DPD
. ACN ACN
Extraction of HPPTCA 25°C, 10 min - 25°C, 10 min
. . TCEP
Disulfides reduction - 25°C, 15 min
R MSTFA CMQT
Derivatization 25°C, 100 min 25°C, 300 min ;
Critical sample preparation P—) 1 Cltrafl
steps PP . ° . erchloric aci trafiltration
P Sample deproteinization Ultrafiltration 4 °C, 10 min 4°C, 10 min 25°C, 7 min
. Vacuum concentrator
Sample drying method 80°C, 20 min - -
S 50 times
Sample dilution . . with mobile phase
Stability of processed samples at
25°C [h] 3 48 2
Linearity [umol/L] 1-20 1-100 0.25-10
LOQ [pumol/L] 1 1 0.25
Validation data Intra-assay accuracy [%] n.a 92.74-105.57 96.10-113.0
Intra-assay precision [%] n.a. 2.48-6.99 6.94-15.46
Matrix affected assay no no yes

Table 1. The comparison of methods for the determination of HPPTCA in human plasma. Legend: n.a. no
data available; *overall analysis time corresponding to sample preparation and chromatographic analysis

time; **the volume of chemicals used per sample referring to sample preparation step. Abbreviations: ACN,
acetonitrile; CMQT, 2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate; GC, gas chromatography; HPLC, high
performance liquid chromatography; HPPTCA, 2-(3-hydroxy-5-phosphonooxymethyl-2-methyl-4-pyridyl)-
1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid; IS, internal standard; (MS)/MS, (tandem) mass spectrometry; LOQ, limit of
quantification; MSTFA, N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide; TCEP, tris(2-carboxyethyl)phosphine;
UV, ultraviolet detection; 4-DPD, 4-deoxypyridoxine.

Biological samples collection

Blood samples (about 2 mL) were collected from individuals after overnight fasting into evacuated tubes
containing EDTA by venipuncture, immediately cooled on ice and centrifuged at 5000g for 15 min at room
temperature within 30 min. The separated plasma was delivered to the laboratory in a frozen state using dry ice
as a cooling agent. Samples were processed without delay, immediately after defrosting at room temperature,
using the procedures described herein. A group of fifteen apparently healthy anonymous individuals, belonging
to an ethnically homogeneous group, was involved in the study. They were not supplemented with the analyte,
neither HPPTCA precursors (Cys and PLP) before sample collection. No medications were allowed.

Plasma samples preparation

The plasma sample (50 pL) was spiked with 5 pL of 50 nmol/L 4-DPD providing the concentration of IS of
5 umol/L in plasma. Then, 30 uL of ACN was added and the resulting mixture was vortexed at 3000 rpm for
10 min at 25 °C. Thereafter, sample was deproteinized by ultrafiltration (12,000g, 25 °C, 7 min). The obtained
ultrafiltrate (5 uL) was diluted by 50 times with a mixture of solvent A in solvent B (60:40; v: v). The resulting
solution was clarified by passage through syringe filters and placed in a temperature-controlled autosampler set
to 25 °C. 1 pL of the sample was injected into HPLC-MS/MS system and analyzed according to the procedure
described in Sect. 2.6.

HPLC-MS/MS conditions
The chromatographic separations were performed at 20 °C using gradient elution (0-2 min 40% solvent B;
2-4 min 40— 0% solvent B; 4-6 min 0-40% solvent B) with the mobile phase delivered at the flow rate of 0.3
mL/min. After each injection, the needle and connecting tubing was washed with a needle rinse solvent for 15 s.
Column was re-equilibrated between analyses by setting the post-run conditioning at 40% B for 2 min. Note: In
order to provide reproducibility of retention time and peak shape, at least five blank injections running the full-
time program should be performed following by analysis of study samples.

The MS/MS detector was operated in positive electrospray ionization (ESI) mode with the following set of
operating parameters: drying gas (nitrogen) temperature 300 °C, drying gas (nitrogen) flow 8 L/min, nebulizer
pressure 35 psi, sheath gas (nitrogen) temperature 350 °C, sheath gas (nitrogen) flow 11 L/min, capillary
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voltage +4000 V/-2500 V, nozzle voltage 0 V/-1000 V. In this study, the effluent was predominantly monitored in
multiple reaction monitoring (MRM) mode using three diagnostic pathways per the target compound (Fig. 1a,
b and Table S1). The instrument was set to acquire data using unit resolutions within 0.80-1.04 min and 1.05-
1.2 min range of time for 4-DPD and HPPTCA respectively, with a dwell time of 100 ms that yielded about 3
scan cycles per second across the chromatographic peak. Detailed data regarding the detection conditions in
MRM MS/MS mode are summarized in Table S1.

Results and discussion

The paper presents HPLC-MS/MS based method for the determination of HPPTCA in human plasma. The
following (sub)sections of the report provide all relevant information related to development, validation, and
in-study use of the described herein assay.

Sample preparation

Sample preparation procedure involves addition of 4-DPD acting as IS, ACN extraction of HPPTCA from plasma
proteins, sample deproteinization by ultrafiltration, dilution of ultrafiltrate with mobile phase and membrane
filtration of the resulting solution prior to chromatographic analysis. The procedure was developed based on
previously published GC-MS assay by Piechocka et al.??, enabling analysis of HPPTCA in plasma samples.

Addition of internal standard

An internal standardization was used to improve performance of the method. 4-DPD exhibiting structural and
physicochemical similarity to HPPTCA (Fig. 1a, b) was chosen as IS. Interestingly, 4-DPD has been already
used as an IS in vitamin B6 and 4-pyridoxic acid analysis of human biological fluids, feeds, plant and animal
tissues?*. As demonstrated upon validation of the method, using an IS improves the repeatability and
reproducibility of results.

HPPTCA extraction

HPPTCA was extracted from plasma proteins according to previously published procedure??, namely 50 pL of
plasma was mixed with 30 pL of ACN, vigorously shaken for 10 min and then the obtained solution was subjected
to deproteinization without delay. As demonstrated by Piechocka et al.?, highly polar HPPTCA molecules
interact with plasma proteins surface via weak intermolecular forces. In order to increase HPPTCA recovery,
samples need to be thus exposed to ACN before ultrafiltration, resulting in change of structure of hydration
layer around proteins. In addition, the effect of temperature and agitation mode on extraction efficiency was
investigated since the influence of such parameters has not been previously checked. It has been noticed that
temperature in the range of 15-35 °C, did not significantly affect the efficiency of the process (Figure Sla). As
expected, better reproducibility was achieved when samples were shaken using thermo-shaker and vortex mixer
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Fig. 1. The main research project object (a) HPPTCA and (b) 4-DPD.

Scientific Reports |

(2024) 14:24425 | https://doi.org/10.1038/s41598-024-75760-z nature portfolio


http://www.nature.com/scientificreports

www.nature.com/scientificreports/

instead of shaking by hand (Figure S1b). For routine analysis, samples were vortexed at ambient temperature as
reported previously*2.

Removal of proteins

The assay involves sample deproteinization as HPLC-MS/MS system is incapable of accommodating proteins. In
the presented study, an approach utilizing cut-off filters with PES membrane was used according to a previously
published procedure??. Then, the impact of centrifugation time and temperature, and pore size of membrane
on the measured concentration of the analyte was evaluated. It has been found that the smaller pore size of
membrane, the better signal quality and batch to batch reproducibility of results (Figure S2 a), most probably due
to more efficient removal of sample components altering the detector response. Moreover, it has been recognized
that the duration of the process, tested in the range of 1-20 min, affected operational efficiency (Figure S2 b).
In parallel, there was no difference in the analyte-delivered signal intensity when samples were centrifuged at
4 °C and 25 °C. The most satisfactory results were obtained when samples were centrifuged for 7 min at room
temperature and filtered through 5 kDa MWCO filter.

Sample dilution

In order to reduce ion suppression being one form of matrix effect that HPLC-ESI-MS/MS technique suffers
from, samples were diluted. A mixture of solvent A in solvent B (60:40; v: v) was nominated as sample diluent
with regard to compatibility with initial mobile phase composition. It has been encountered that diluting sample
by up to 50 times led to reduced signal suppression (Figure S3 a, b), while its further dilution did not help to
minimize matrix effects and contributed to lower sensitivity resulting from dilution. For routine analysis, the
obtained ultrafiltrate was thus diluted by 50 times with a mixture of solvent A in solvent B (60:40; v: v).

Sample filtration

Prior to chromatographic analysis, samples were clarified by passage through syringe filters in order to keep
the tiniest particulates out of HPLC column. Typical high recovery nylon, PES and PTFE based membrane
filters, from different sources, were tested. Filters in the range of 0.20-0.45 jum nominal porosity were considered
among those available in our laboratory. It has been recognized that membrane type affected the recovery of
HPPTCA (Figure S4) which was found to be between 80.91 and 123.39%. For processed samples filtration, PTFE
syringe filters were exploited providing the recovery of the analyte of 123.39%, regardless of its concentration.

Stability of processed samples

The total time and conditions that a processed sample is stored until completion of analysis were determined. The
stability of the HPPTCA and IS in a given matrix was evaluated in the temperature-controlled autosampler set
to 25 °C and 4 °C. It was found that HPPTCA content remains stable up to 120 min at any examined conditions,
regardless its concentration within the quantitation range, since the drop to 89.95% of the initial concentration
was achieved. In parallel, there was no noticeable change in 4-DPD delivered peak area/height which remained
stable for at least 1 working day at ambient temperature. The freeze-thaw stability test of processed samples has
also shown that reliable and valid HPLC-MS/MS data can only be obtained when freshly prepared samples are
analyzed. These results agree with the literature data and support information that HPPTCA, in water solutions,
is unstable!”1822, In relation to 4-DPD, this is a first piece of data on this topic to the best of our knowledge.

Chromatographic and detection conditions

The described herein plasma HPPTCA assay involves separation of the analyte and IS using hydrophilic
interactions liquid chromatography (HILIC) followed by positive ESI ionization MS/MS detection in MRM
mode. A standard approach was employed to specify optimal conditions of HPLC-MS/MS system providing the
best method's performance.

Selection of separation conditions for HILIC based method

Recently, Glowacki et al.'® have demonstrated that HILIC coupled with UV detection is suitable for determining
plasma Cys and Hcy after derivatization with PLP in the form of substituted 1,3-thiazolidine-4-carboxylic
acid and 1,3-thiazinane-4-carboxylic acid, respectively. In the present study, HILIC technique has been thus
employed. X-Bridge Glycan BEH Amide column and typical mobile phase for HILIC separations, consisted of
0.1% FA in a mixture of water and ACN (95:5, v: v) (solvent A) and water and ACN (5:95, v:v) (solvent B), were
applied. During method development, it was recognized that gradient elution was necessary to maintain the
efficient resolution of HPPTCA and IS from other sample components, properly equilibrate the chromatographic
system between analyses, and reduce carry-over/matrix effects to the minimum level. In parallel, an initial
aqueous solvent content and flow rate of mobile phase set to 60% and 0.3 mL/min respectively were found to
be appropriate to retain the compounds of interest. Column temperature was set to 20 °C as recommended by
column manufacturer. Under these (optimized) conditions, the HPPTCA and 4-DPD-delivered peaks' shape
symmetry, expressed as symmetry factor, oscillated in the 1.00-1.16 and 0.80-1.21 range respectively, while the
resolution of 0.94 indicated peaks separation. The peak of 4-DPD (0.95 min) and HPPTCA (1.15 min) eluted
within 2 min (Fig. 2 and Figure S5 a, b), and the analysis time 6 min is more favorable than in other methods
such as GC-MS and HPLC-UV, where it is 23 min?? and 14 min?3, respectively. As these results were satisfactory,
no further work was undertaken to optimize separation conditions.

Optimization of ESI-MS/MS detection conditions
In order to increase sensitivity and selectivity as well as improve batch to batch detector response reproducibility
in trace analysis, ESI-MS/MS detection conditions were optimized. Firstly, it was recognized that target
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Fig. 2. Representative chromatograms of standard solutions and human plasma prepared according to the
procedure described in Sect. 2.5. Chromatographic conditions were as described in Sect. 2.6. Chromatograms
are presented as a sum of intensities of all monitored precursor to product ion transitions for HPPTCA and
4-DPD. Blank standard solution (black dotted line), blank human plasma sample spiked with 4-DPD (5
umol/L in plasma) (grey line) and the same sample spiked with HPPTCA (5 pmol/L in plasma) and 4-DPD (5
pumol/L in plasma) (black dashed line).
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compounds generate both positive and negative ions, while the most abundant ions were singly protonated
precursor ion [M + H]* of HPPTCA and 4-DPD having the mass of 351.1 and 154.2 respectively. Then, MRM and
ion source optimization, by injection analysis of standard solution of HPPTCA and 4-DPD with column, were
conducted using Agilent MassHunter Optimizer software. Three MS/MS transitions per analyte were selected.
The target compounds were quantified using the precursor to product ion transitions representing the first
most abundant fragment ion. The other two MS/MS transitions were employed as a qualifier for identification
purposes. Detailed data regarding the detection conditions in MRM ESI-MS/MS mode are described in Sect. 2.6
and gathered in Table SI.

The identification and confirmation of the target compounds were performed by analyzing the standard
solution of HPPTCA and 4-DPD prepared separately and processed according to the procedure described in
Sect. 2.5 and 2.6. The analyses were carried out by HPLC-ESI-MS/MS system which was set to collect time
information as well as acquire data in scan mode and subsequently in MRM mode. Finally, the confirmation
of the origin of HPPTCA and IS-delivered peak in real samples was based upon comparison of retention time
and ESI-MS spectra with the corresponding set of data obtained by analyzing an authentic compound. The
primary MRM transition of each target compound and confirmatory MRM transitions were monitored for their
quantification and confirmation, respectively. The peak disappearance after acid/base hydrolysis before HPLC
analysis was also helpful in confirming HPPTCA identity as the analyte is susceptible to hydrolysis!”18:23,

Evaluation of matrix effects

Matrix effects are a major concern in quantitative HPLC-ESI-MS/MS because they detrimentally affect the
accuracy, reproducibility, and sensitivity. In particular, highly polar molecules, to which HPPTCA belongs, are
generally considered to have the largest ion suppression. Thus, considerable attention was given to optimizing
sample preparation procedure and chromatographic/detection conditions in order to minimize matrix effects
as described in Sect. 3.1 and 3.2. Then, the degree of matrix effects on optimized HPLC-MS/MS method was
determined using post extraction addition technique as reported by Taylor®!. The matrix effect was determined
as -32.72% denoting ion suppression. By contrast, the matrix effect was —65.45% when 4-DPD was not used.
Consequently, internal standardization using 4-DPD combined with single standard addition was used in routine
HPLC-MS/MS analysis to rectify matrix effects. As demonstrated upon validation of the method, the employed
strategies for compensating matrix effects for HPPTCA helped to improve the repeatability and reproducibility
of results.

Greenness assessment of the method
AGREE-Analytical GREEnness metric approach and software (version 0.5 beta)*? was employed to assess the
greenness of the delivered method. The approach has been already used to identify strong and weak points of
other HPPTCA assays®, considering each of the twelve principles of Green Analytical Chemistry. The overall
score was 0.49 and 0.43 in relation to HPLC-UV?* and GC-MS?? based HPPTCA assays, respectively (Fig. 3b, c).
In order to assess the presented herein HPLC-MS/MS assay's greenness, equal weights have been set for
all twelve principles evaluated, and the following assumptions have been made: procedure involves an external
sample (pre)treatment with a reduced number of steps (principle 1); the volume of plasma is 0.050 mL (principle
2); the analytical device is positioned oft-line (principle 3); the number of distinctive analytical steps is five,
including IS addition, extraction of HPPTCA, sample deproteinization and dilution followed by HPLC-MS/MS
analysis (principle 4); the procedure is semi-automated and involves a miniaturized sample preparation methods
(principle 5); derivatization step is not required (principle 6); the total amount of waste is 14.01 (g and mL
combined), consisting of the sample itself, chemicals, and plastic disposable ware used to prepare and analyze
sample (principle 7); one analyte is determined in a single run, and the sample throughput is ten samples per
hour (principle 8); the most demanding technique is HPLC-MS/MS (principle 9); none of the reagents can be
obtained from bio-based sources (principle 10); the procedure requires no more than 1.60 mL of toxic chemical
reagents, namely ACN, MeOH and FA (principle 11); ACN is harmful and highly flammable, while MeOH is
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Waste
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Fig. 3. The assessment results with AGREE analysis of procedure for determination of HPPTCA in human

plasma by (a) proposed HPLC-MS/MS based method, and previously published (b) HPLC-UV and (c) GC-MS

assays?.
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highly flammable and toxic to humans (principle 12). FA was not taken into account at the stage of assessing the
operator’s safety since only 2.045 pL was used.

The AGREE results for the method under consideration are presented in Fig. 3a. Overall, the method is
comparable in terms of greenness to other HPPTCA assays’>?*. However, the distribution of strong and
weak points of the method differs noticeably. In particular, the HPLC-MS/MS method can be considered
environmentally-friendly thanks to carrying out the chemical analysis on a very small scale combined with a low
consumption of hazardous chemicals. The assay also has a relatively high-throughput potential and simplicity in
sample preparation, while its serious limitation is the use of energy-intensive measurement technique without
the possibility of carrying out the analysis in situ with the use of chemicals from renewable sources.

Validation of the method

Full validation of the new HPPTCA assay based on HPLC-MS/MS was performed. All studies were planned
and performed in accordance with the United States Food and Drug Administration guidance for validation of
bioanalytical methods®. The scheme of operation was analogous to that described in detail in our previously
published articles concerning HPLC-UV? and GC-MS?? assays for analysis of plasma HPPTCA. The process
included evaluation of selectivity and specificity, linearity, intra-/inter-assay precision and accuracy, limit of
quantification (LOQ), matrix effect, carry-over, and reinjection reproducibility. The assessments were made
using laboratory-made pooled blank plasma samples spiked with known quantities of the analyte and IS to
prepare calibration standards.

Selectivity and specificity

Selectivity and specificity studies evaluated interferences originating from all (un)known components of study
samples, in particular Cys, PLP, cystine (Cys,). Several types of samples were assayed according to the procedures
described herein, namely (1) blank standard solution, (2) standard solution of Cys, PLP, Cys,, HPPTCA and IS,
(3) blank and zero plasma samples from four control subjects (as it was difficult to obtain such kind of normal
plasma samples) and (4) the same blank plasma samples spiked with Cys, PLP, Cys,, HPPTCA and IS. As shown
in Fig. 2 and Figure S5 a, b, no significant response attributable to interfering components was observed at the
retention times of the analyte and the IS in the blank/zero samples. Under set conditions, Cys, PLP, Cys, are not
retained and their corresponding peaks are eluted before the column dead volume. Peak purity measurements
have also denoted the ability of HPLC-MS/MS method to differentiate and measure HPPTCA and IS in the
presence of any interfering substances in plasma samples.

Linearity

An IS calibration method was used to verify the calibration range of 0.25-10 umol/L in plasma. For this purpose,
calibration curves consisted of a blank/zero sample and six calibrators at the level of 0.25, 0.5, 1; 2.5, 5, 10 umol/L
were generated and were run in triplicate over 3 subsequent working days. The least-squares regression model
was used to describe the concentration-response relationship (HPPTCA peak area to 4-DPD peak area ratio).
The calibration standards fitted well into the linear regime within the intended quantification range, which gave
correlation coefficient values of 0.9992. Substantial changes in the slope of any regression line obtained over 3
days were observed suggesting that the HPLC-MS/MS assay is affected by matrix components. Data dealing with
validation parameters, evaluated as a part of the linearity assessment, are shown in Table 2.

Accuracy and precision

The accuracy and precision of the assay, referring to intra- and inter-day measurements, were evaluated as a
part of a linearity assessment. The precision was expressed as coeflicient of variation (CV) of measurement
repeatability. Accuracy was presented as the percentage of analyte recovery which was calculated by expressing
the mean measured amount as a percentage of added amount of HPPTCA. The accuracy ranged from 96.10 to
113.00% and 91.53-113.49% for intra- and inter-day variation, respectively. In parallel, the precision varied from
6.94 to 15.46% and 0.56-16.23% for intra- and inter-day measurements, respectively. Detailed data on precision
and accuracy from the 3 day experiments, compared with intra-assay precision and accuracy, are shown in
Table 3.

The limit of quantification

LOQ evaluation was conducted in parallel with the intra-assay precision and accuracy assessment for the
calibration range. The lower LOQ (LLOQ) was determined as LOQ (Table 2) as it resulted in reproducible
detector response at least 10-times as high as the baseline signal with a precision and accuracy of 15.46% and
96.10%, respectively. The accepted LOQ value was lower than that published earlier (Table 1)*%%3,

Intra-assay

precision Intra-assay

(%) accuracy (%)
Regression equation | R Linear range (umol/L)’ | Min | Max |Min | Max |LOQ (pmol/L)
y=0.1357x+0.0046 | 0.9992 0.25-10 6.94 | 15.46 | 96.10 | 113.00 | 0.25

Table 2. Validation data corresponding to intra-assay measurements (n=3). Abbreviations: LOQ, limit of
quantification; R, correlation coefficient.
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Concentration Precision (%) Accuracy (%)

(umol/L) Intra-assay | Intermediate | Intra-assay | Intermediate
0.25 15.46 14.01 96.10 109.35

1 12.64 7.55 113.00 101.89

5 8.04 6.31 106.34 102.37

10 6.94 10.82 98.85 99.82

Table 3. Precision and accuracy of the data (n=3).

Carry-over

Carry-over assessment was made as a part of the linearity evaluation by analyzing blank standard solution
samples after the calibration standard at the upper LOQ (ULOQ). Each time the response of blank samples was
as high as background signal denoting the absence of carry-over effect.

Matrix effect

Apart from selectivity studies, the matrix effect assessment involved comparing calibration curves of the six
individual sources of plasma samples against a calibration curve of the pooled matrix. The CV of the slope of
the regression lines deviated by 17.03% denoting the presence of matrix effects. As interpatient variability was
detected, a single standard addition method combined with IS addition method was used to establish the levels
of HPPTCA in plasma samples.

Reinjection reproducibility
Reinjection reproducibility test calculations were performed as a part of assessment of stability of processed
samples by analyzing the same calibration standard(s) at the (L/U)LOQ in ten replicate injections. Reinjection
repeatability was expressed as CV of HPPTCA peak area to 4-DPD peak area ratio. The CV value of monitored
parameter did not exceed 11.39% indicating that reinjection of samples prepared for research purposes can be
made within 120 min as demonstrated upon stability testing.

In conclusion, it has been proven upon validation that all evaluated validation parameters fall within
acceptable tolerance limits*® and the performance of the presented herein method is sufficient to allow to be
used in diagnostic testing of plasma samples for HPPTCA.

Application of the method

The HPLC-MS/MS assay was used to quantitatively determine HPPTCA in human plasma samples from
apparently healthy donors. Single standard addition method combined with IS addition method, enabling
compensate matrix effects, were used to establish levels of the analyte in study samples. The presence of
HPPTCA was confirmed in eleven of fifteen plasma samples. The concentration of the analyte in each sample
was calculated using the following formula: C_ =Y X C/ (Y- Y,), where symbols mean C_concentration of
the analyte in normal plasma sample, Y_ ratio of the analytical signal of HPPTCA and 4-DPD for the normal
plasma sample, C,; concentration for the sample with the addition of a known amount of the IS; Y ratio of the
analytical signal of HPPTCA and 4-DPD for the sample with the addition of a known amount of the IS. The
estimated concentrations of HPPTCA, based on data obtained by triplicate analysis of a particular sample from
an individual source, varied from 0.55 to 8.39 umol/L. Importantly, these values were similar to those previously
reported?>?, denoting the data’s reliability from the presented HPLC-MS/MS assay.

Conclusions
To the best of our knowledge, the article presents the first HPLC-MS/MS based method for assessment of
HPPTCA content in human plasma. Moreover, the report provides evidence that 4-DPD can be used as an IS
in HPPTCA analysis to improve data quality. Even more importantly, presented assay has produced compelling
evidence supporting the conclusion that HPPTCA is a component of human plasma, as reported elsewhere??%.

In this study, using AGREE- Analytical GREEnness metric approach and software (version 0.5 beta)*?, strong
and weak points of presented herein analytical procedure designed to determine HPPTCA content in human
plasma have been identified. The attractiveness of the presented herein HPLC-MS/MS assay relies on short
analysis time (~25 min) and straightforward sample preparation procedure making possible to determine
HPPTCA without derivatization. In these terms, our method is more convenient compared to other HPPTCA
assays based on GC-MS** and HPLC-UV? techniques, where this process takes~160 min or ~345 min,
respectively and HPPTCA is determined after derivatization with MSTFA?> or CMQT?. On the other hand,
a serious limitation of the presented method is limited stability of the analyte under experimental conditions
(<2 h) by contrast with other HPPTCA assays in which samples remain sTable 48 h?* and 3 h?%. Moreover,
the necessity of using of single standard addition method together with IS method to quantify samples limits
throughput potential of the proposed method (Table 1).

The HPLC-MS/MS assay provides a new useful tool for investigating role of HPPTCA in health and disease
along with previously published GC-MS* and HPLC-UV? based methods. However, a successful analysis using
the HPLC-MS/MS method can only be achieved when the recommended procedures in this report are followed.
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Data availability

Essential data is contained within the article and supplementary materials file. In addition, the dataset generated
and analyzed during this study, which contributed to the article, can be made available by the corresponding
author (J.P.) upon reasonable request as long as the request does not compromise intellectual property interests.
Plasma samples are not available from the authors.
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Publikacja [D4]:

M. Gawel, R. Gtowacki, J. Piechocka, First HPLC-UV method for the determination
of homocysteine thiolactone in human urine after derivatization with 1-benzyl-2-
chloropyridinium bromide, Sci. Rep. 15 (2025) 1-14.
(IF5=4,3, punktacja MNiSW2024=140)

Wyniki badan klinicznych uzyskane w ciggu ostatnich trzydziestu lat wskazujg na
systematyczny wzrost czestosci wystepowania tzw. choréb cywilizacyjnych. Ich
rozwoj wigzany jest miedzy innymi z zaburzeniami metabolizmu zwigzkdw siarki, do
ktérych nalezy homocysteina (Hcy) oraz bedacy jej wewnatrzczgsteczkowym
estrem - tiolakton homocysteiny (HTL). Naukowy coraz czesciej sktaniajg sie ku
twierdzeniu, ze to wtadnie on, a nie sama Hcy odpowiada za szkodliwe dziatanie na
organizm cztowieka. HTL wykazuje bowiem znaczng reaktywno$¢ w stosunku do
biatek osocza, ktéra prowadzi do zaburzenia bagdz utraty ich wtasciwosci
strukturalnych i  funkcjonalnych [2,7]. Proces ten, okreslany jako
N-homocysteinylacja, wigzany jest z patogenezg choréb ukfadu sercowo-
naczyniowego, schorzen uktadu nerwowego, choréb metabolicznych oraz zaburzen
ptodnosci [2,18-21]. Zmodyfikowane biatka wykazujg zwiekszong podatno$¢ na
uszkodzenia oksydacyjne oraz agregacje w poréwnaniu z formami natywnymi, a ich
obecnos¢ moze nasila¢ odpowiedzi autoimmunologiczne organizmu. Pomimo
rosngcego zainteresowania rolg HTL oraz procesem N-homocysteinylacji, jego
znaczenie biologiczne nie zostato dotychczas w petni wyjasnione. Ograniczona
wiedza w tym zakresie uzasadnia potrzebe opracowywania nowych, czutych
i jednoczesnie prostych narzedzi analitycznych umozliwiajgcych monitorowanie
stezenia HTL w ptynach biologicznych. Co szczegdlnie interesujgce nie opracowano
dotychczas metody wykorzystujgcej wysokosprawng chromatografie cieczowg
sprzezong z detekcjg spektrofotometryczng (HPLC-UV) do oznaczenia HTL
w moczu, pomimo ze jest to bezsprzecznie jedna z najbardziej
rozpowszechnionych, tanich i dostepnych technik w laboratoriach bioanalitycznych.
Celem niniejszej pracy byto stworzenie narzedzia analitycznego do oceny
zawartosci HTL w moczu cztowieka przy wykorzystaniu techniki HPLC-UV, a tym
samym wypetnienie istniejgcej luki badawczej. Opracowana przeze mnie metoda

opiera sie na jednoczesnej hydrolizie HTL oraz derywatyzacji powstajgcej Hcy
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z zastosowaniem  selektywnego wzgledem grup tiolowych odczynnika
- bromku 1-benzylo-2-chloropirydyniowego (BBCP).

Procedura przygotowania prébki do analizy obejmowata ekstrakcje ciecz-
ciecz (LLE) z wykorzystaniem chloroformu, reekstrakcje (re-LLE) analitu kwasem
solnym, odparowanie probki do sucha, przeprowadzenie derywatyzacji oraz
odbiatczanie. Przygotowanie probek moczu opartam czeSciowo na wczesniej
opublikowanej metodzie, wprowadzajgc do niej niezbedne modyfikacje [57]. LLE
stanowita kluczowy etap opracowanej procedury, umozliwiajgcy oddzielenie HTL od
pozostatych sktadnikbw moczu oraz matoczgsteczkowych zwigzkdéw siarki,
w szczegolnosci réznych form Hey. Jak wykazano w literaturze, wydajnos¢ LLE HTL
jest cisle zwigzana z pH srodowiska, dlatego istotnym elementem badan byto jego
odpowiednie dostosowanie w celu zminimalizowania strat analitu. Regulacje pH
prébek moczu prowadzitam za pomocg 0,2 mol/l dizasadowego fosforanu sodu.
Stwierdzitam, ze minimalny wymagany stosunek objetosciowy, dzieki ktéremu
badane prébki moczu ostatecznie uzyskiwaty pH w zakresie 7,1-7,9, niezaleznie od
wyjsciowego pH, wynosit 2:1 (mocz : roztwor fosforanu sodu, v/v). Kolejnym
istotnym etapem byta mozliwie jak najszybsza LLE HTL ze wzgledu na jego
ograniczong stabilno$¢ nawet w lekko zasadowym srodowisku. Warunki LLE oraz
re-LLE zostaty zaadaptowane z wczesniej opisanych metod [57]. Co wazne,
podejmowatam préby uproszenia procedury przygotowania prébki poprzez
jednoczesne przeprowadzenie etapow re-LLE i derywatyzacji, jednak uzyskane
wyniki byly niezadowalajgce. Wykazatam, ze odczynnik derywatyzujgcy BBCP
ulega czesciowemu przeniesieniu z fazy wodnej do fazy organicznej, co tez
jednoznacznie potwierdzito konieczno$¢ przeprowadzania re-LLE HTL =z
wykorzystaniem kwasu solnego. W celu ograniczenia rozcienczenia prébki,
zdecydowatam sie odparowywac ekstrakty do sucha przed przeprowadzeniem
reakcji derywatyzacji. Usuniecie nadmiaru kwasu solnego z probek okazato sie
kluczowe rowniez z punktu widzenia rownowagi reakcji (reguta Le Chateliera-
Brauna), poniewaz jego obecnos¢ jako produktu reakcji pomiedzy pochodng Hcy a
BBCP moze obniza¢ wydajnos¢ procesu derywatyzacji. Odparowanie ekstraktow
moczu prowadzitam w fiolkach szklanych w termostacie blokowym. W ramach
optymalizacji tego etapu ocenitam wptyw temperatury oraz czasu odparowania na
odzysk analitu. Najbardziej satysfakcjonujgce wyniki uzyskatam przy wykorzystaniu

temperatury 110°C w czasie 15 minut.
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W badaniach wykazatam, ze BBCP reaguje efektywnie w ciggu 5-15 minut ze
zwigzkami tiolowymi w pH w zakresie 7,0-11,0, prowadzgc do powstawania
odpowiednich pochodnych wykazujgcych absorpcje promieniowania z zakresu
ultrafioletu. Jak wskazano wczesniej, kluczowym elementem przyjetej koncepciji
badan byta zasadowa hydroliza pierscienia HTL, dlatego jednym
z optymalizowanych parametrow byto pH srodowiska reakcji. Podczas badan
stwierdzitam, ze szybko$¢ rozktadu HTL zlezy od pH, jednak nie wptywa to istotnie
na wysokg wydajnos¢ samego procesu derywatyzacji. Z praktycznego punktu
widzenia wybratam bufor fosforanowy o pH 11,0, co umozliwito tatwiejszg kontrole
przebiegu reakcji oraz uzyskanie powtarzalnych wynikoéw. W przypadku oznaczen
HTL w moczu, gdzie jego spodziewana zawartoS¢ jest niewielka, dgzytam do
ograniczenia nadmiernego rozcienczania probki. Kluczowe byto zatem dobranie
minimalnej objetosci odczynnikow dodawanych do suchych ekstraktéw,
zapewniajgcej jednoczesnie skuteczne rozpuszczenie pozostatosci. Optymalizacji
poddatam rowniez inne kluczowe dla derywatyzacji parametry takie jak nadmiar
BBCP wzgledem analitu, czas reakcji oraz temperatura i sposdb mieszania probek.
Wykazatam, ze temperatura nie wptywa istotnie na wyniki analizy, natomiast wyzszy
odzysk analitu oraz lepszg powtarzalno$¢ i odtwarzalnos¢ uzyskiwano w przypadku
wytrzgsania prébek. Ostatnim etapem przygotowania prébki byto jej zakwaszenie.
Zgodnie z danymi literaturowymi, pochodne tiol-BBCP wykazujg zwigekszong
stabilnos¢ w kwasnym srodowisku, dlatego w celu zwiekszenia trwatosci
otrzymanego produktu zastosowatam zakwaszenie przy uzyciu kwasu
chlorowego(VIl) (PCA). Dodatkowo etap ten prowadzi do zatrzymania reakciji
derywatyzacji oraz strgcenia ewentualnych, pozostatych w probce biatek.

Przedstawiona metoda oznaczania HTL w moczu obejmuje rozdzielenie
pochodnej Hcy oraz BBCP z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w odwroconym ukitadzie faz (RP-HPLC), a nastepnie detekcje
z wykorzystaniem detektora spektrofotometrycznego. Efektywne rozdzielenie
pochodnej od pozostatych sktadnikbw matrycy uzyskatam poprzez zastosowanie
elucji gradientowej przy natezeniu przeptywu fazy ruchomej wynoszagcym 1 mi/min.
Faze ruchomg stanowita mieszanina acetonitrylu oraz wody zawierajgcej
0,17% kwasu octowego. Zastosowatam klasyczng, czesto wykorzystywang
w oznaczeniach pochodnych matoczgsteczkowych tioli, kolumne typu ZORBAX SB-
C18.
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Opracowana metoda, podobnie jak w przypadku [D3], zostata poddana petnej
walidacji zgodnie z wytycznymi dotyczgcymi metod bioanalitycznych [64] oraz
analizie pod katem tzw. ,zielonosci”. Zwalidowang metode zastosowatam do analizy
osiemnastu prébek moczu pochodzgcych od tzw. pozornie zdrowych dawcéw.
Uzyskane wyniki dotyczgce zawartosci HTL skorygowatam wzgledem stezenia
kreatyniny. W celu ufatwienia interpretacji danych oznaczytam rowniez catkowite
stezenia Hcy, Cys, Cys-Gly oraz GSH w badanych prébkach. Oszacowane stezenia
HTL miesScity sie w zakresie 0,0367-0,6931 pmol/l moczu i byly zblizone do
opublikowanych wczesniej danych.

W publikacji opisatam pierwszg metode ilosciowego oznaczania HTL w moczu
cztowieka z wykorzystaniem techniki HPLC-UV. Uzyskane wyniki wskazujg rowniez,
ze zastosowanie BBCP w analizie zwigzkow tiolowych moze zosta¢ rozszerzone
rébwniez na wewnatrzczgsteczkowe tioestry. Opracowana metoda moze znalez¢
praktyczne zastosowanie w diagnostycznej analizie probek moczu na zawartosc
HTL, co umozliwi badanie duzych populacji pacjentéw oraz przyczyni sie do

pogtebienia wiedzy na temat roli HTL w fizjologii i patologii organizmu cztowieka.
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OPEN First HPLC-UV method for the
determination of homocysteine
thiolactone in human urine after
derivatization with 1-benzyl-2-
chloropyridinium bromide

Marta Gawet(?1:2, Rafat Gtowacki(®* & Justyna Piechocka***

The report presents first high performance liquid chromatography coupled with ultraviolet detection
(HPLC-UV) based method for the determination of homocysteine thiolactone (HTL) in human urine.
Sample preparation procedure chiefly involves chloroform liquid-liquid extraction of HTL and its re-
extraction with hydrochloric acid, followed by evaporation to dryness and treatment of the residue
with 1-benzyl-2-chloropyridinium bromide and perchloric acid. The chromatographic separation of
obtained UV-absorbing 2-S-pyridinium derivative is achieved within 6 min at 25 °C on Zorbax SB-
C18 (150 x 4.6 mm, 5 pum) column using gradient elution. The eluent consists of 0.1% acetic acid in a
mixture with acetonitrile delivered at a flow rate of 1 mL/min. The analyte is quantified by monitoring
at 316 nm. The assay linearity was observed within 0.1-1.0 pmol/L in urine. The limit of quantification
was found to be 100 nmol/L. The accuracy ranged from 92.56 to 112.51% and 92.56-114.31%, while
precision varied from 5.89 to 11.27% and 3.85-14.25% for intra- and inter-assay measurements,
respectively. The method was successfully applied to urine samples delivered by apparently

healthy donors. The presence of HTL was confirmed in twelve of eighteen study samples. The HTL
concentration ranged from 36.67 to 693.12 nmol/L.

Keywords Homocysteine Thiolactone, Liquid-liquid extraction, Reversed phase liquid chromatography,
Ultraviolet detection, Urine, 1-benzyl-2-chloropyridinium bromide

Abbreviations

ACN acetonitrile

BBCP 1-benzyl-2-chloropyridinium bromide

CE capillary electrophoresis

CMLT 2-chloro-1-methyllepidinium tetrafluoroborate
Crn creatinine

Cys cysteine

Cys, cystine

Cys-Gly cysteinyl-glycine

Cv coefficient of variation

ELSD light scattering detector

FLD fluorescence detector

GC gas chromatography

Glu glutathione

Glu, oxidized glutathione

Hey homocysteine

Hcy-BBCP  2-S-pyridinium derivative of homocysteine
Hcy, homocystine

HPLC high performance liquid chromatography

IFaculty of Chemistry, Department of Environmental Chemistry, University of Lodz, 163/165 Pomorska Str, £6dz
90-236, Poland. 2Doctoral School of Exact and Natural Sciences, University of Lodz, 12/16 Banacha Str, £6dz 90-
237, Poland. *Yemail: justyna.piechocka@chemia.uni.lodz.pl

Scientific Reports | (2025) 15:7310 | https://doi.org/10.1038/s41598-025-92323-y nature portfolio


http://orcid.org/0009-0006-2241-6877
http://orcid.org/0000-0003-0071-1470
http://orcid.org/0000-0002-1160-3160
http://www.nature.com/scientificreports
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1038/s41598-025-92323-y&domain=pdf&date_stamp=2025-2-28

www.nature.com/scientificreports/

HTL homocysteine thiolactone
LA lipoic acid

LLE liquid-liquid extraction

LLys lipoyllysine

(MS)/MS (tandem) mass spectrometry
NAC N-acetylcysteine

OPA o-phthaldialdehyde

PBS phosphate buffer

PCA perchloric acid

PP polypropylene

RP reversed phase

TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride
ULOQ upper limit of quantification
uv ultraviolet detection

Homocysteine thiolactone (HTL) is an intramolecular thioester of homocysteine (Hcy) which is recognized
to be a cytotoxic metabolite of protein-related Hcy metabolism. Lately, it has been suggested that HTL can be
mechanistically involved in cardiovascular diseases due to its chemical reactivity and the ability to modify protein
lysine residues!™. In a recent prospective studies with a large cohort of coronary artery disease individuals®and
stroke patients®, it has been found that elevated urinary HTL is a risk predictor of incident acute myocardial
infarction as well as increases the risk of ischemic stroke by promoting unfavorable fibrin clot properties. These
findings highlight the necessity for development of a new assays to make further studies of HTL easier in health
and disease as its role in humans is not sufficiently examined.

So far,anumber of methods have been developed enabling determination of HTL in human urine, plasma and
saliva”8, while analysis of urine is currently of the greatest diagnostic importance!’. Among several separation
techniques, high performance liquid chromatography (HPLC)®!!, capillary electrophoresis (CE)!*!*and
gas chromatography (GC)!*!®coupled with ultraviolet (UV)!>!4, fluorescence (FLD)’*!'and (tandem) mass
spectrometry detection (MS)/MS®1>5were used to quantitate HTL in urine. In particular, the methods rely
on urine sample purification by liquid-liquid extraction (LLE)%!%121516 gingle drop microextraction!*!*and
solid phase extraction®!!. In addition, some of the assays involve the determination of HTL after on-column or
post-column derivatization with o-phthaldialdehyde (OPA)*-!!, while the other approaches employ pre-column
derivatization of HTL with N-trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamide!*and isobutyl chloroformate!. In the
case of CE-UV!?~*and HPLC-MS/MS? assays, derivatization was not needed to produce signal of the analyte.

Up to date, methods allowing the determination of urinary HTL by HPLC-UV are not available, despite the
fact that it is the most commonly used analytical technique in the bioanalysis. Thus, our aim was to provide
method for the determination of HTL in human urine by HPLC-UV. Such approach will make possible to
widespread use of delivered assay in worldwide laboratories and it should facilitate further studies exploring the
role of HTL.

Materials and methods

Reagents and materials

In this study, commercially available chemicals and at least of analytical reagent grade were used. Trisodium
phosphate, sodium phosphate dibasic heptahydrate, sodium phosphate monobasic monohydrate, HTL
hydrochloride, creatinine (Crn), tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP), cysteinyl-glycine (Cys-
Gly), symmetrical disulfides of particular aminothiols, namely homocystine (Hcy,), cystine (Cys,) and oxidized
glutathione (Gluz), HPLC-gradient grade acetonitrile (ACN), ethanol and methanol, GC-grade chloroform,
and acetic acid were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Hydrochloric acid and perchloric acid (PCA)
were from J.T. Baker (Deventer, Netherlands). 1-Benzyl-2-chloropyridinium bromide (BBCP) and 2-chloro-
1-methyllepidinium tetrafluoroborate (CMLT) were prepared in our laboratory as previously described!”!%,
Ultrapure deionized water was produced in our laboratory.

Instrumentation

In relation to HTL assay, an Agilent 1220 Infinity HPLC system equipped with a binary pump integrated with
a two-channel vacuum degasser, autosampler, temperature-controlled column compartment and UV detector
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) was used. Instrument control, data acquisition and analysis were
performed using an OpenLAB CDS software. The analyte was separated on ZORBAX SB-C18 (150 x 4.6 mm,
5.0 um) column from Agilent Technologies (Waldbronn, Germany).

Regarding to the Crn and total Hcy, Cys-Gly, glutathione (Glu) and cysteine (Cys) determination, HPLC
analyses were carried out using an Agilent 1220 Infinity HPLC system equipped with a binary pump integrated
with two-channel degasser, autosampler, column oven, evaporative light scattering detector (ELSD) 1260
Infinity II series and UV detector. Instrument control, data acquisition and analysis were carried out using
OpenLAB CDS ChemStation software. Crn was separated on Poroshell 120 SB-C18 (75x4.6 mm, 2.7 pum)
column from Agilent Technologies (Waldbronn, Germany), while Hcy, Cys-Gly, Glu and Cys were separated on
Aeris PEPTIDE XB-C18 (150 x 4.6 mm, 3.6 um) column from Phenomenex (Torrance, CA, USA).

For sample shaking, MSC-100 thermo-shaker (Allsheng Instruments Co., Ltd., Hangzhou, China) and Multi-
Speed Vortex MSV-3500 (Biosan, Riga, Latvia) were used. During the study, QBD2 dry-block thermostat (Grant
Instruments Ltd., Cambridge, UK), a Mikro 220R centrifuge with fast cool function (Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Germany), and a FiveEasy F-20 pH-meter (Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland) were also used.
For absorbance measurements, the UV-1900 spectrophotometer with the UVProbe software (Shimadzu, Kyoto,
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Japan) was employed. Samples were stored in an ultra-low-temperature freezer (Panasonic Healthcare Co., Ltd.,
Sakata, Japan). Water was purified using a Direct-Q 3 UV water purification system (Millipore, Vienna, Austria).

Stock solutions
All solutions were prepared with the use of ultrapure deionized water.

The stock solutions of 0.1 mol/L HTL, Cys,, Hcy,, Glu,, Cys-Gly were prepared by dissolving an appropriate
amount of solid substance in hydrochloric acid (0.5 mol/L), while stock solution of 0.15 mol/L Crn was prepared
in water. The solutions were kept at 4 °C for no longer than 7 days without noticeable change in their content
as recommended in the literature®!*2°. The solutions were stored in polypropylene (PP) microcentrifuge tubes.
Their working solutions were prepared daily by diluting a standard solution with water as needed and processed
without delay.

The stock solution of 0.1 mol/L BBCP and 0.1 mol/L CMLT were prepared by dissolving an appropriate
amount of substance in water. The solution of BBCP was stored in tight glass flasks at 4 °C for no longer than
1 month (Figure S1 a). The working solution of 4.0 mmol/L BBCP was prepared daily by diluting a standard
solution with 0.2 mol/L phosphate buffer (PBS) at pH 11.0 as needed and processed without delay (Figure S1b).

The stock solution of 0.2 mol/L PBS buffer at pH 11.0 and pH 7.8 were prepared by dissolving an appropriate
amount of trisodium phosphate in water, and then adjusting the pH with an appropriate volume of 0.2 mol/L
water solution of sodium phosphate monobasic. The PBS buffers were prepared once a week and stored in tight
glass bottle at room temperature.

The stock solution of 0.2 mol/L sodium phosphate dibasic (pH ~8.8) was prepared by dissolving an
appropriate amount of solid in water. The solution was stored in tight glass flasks at ambient temperature for no
longer 1 week.

The stock solution of TCEP (0.25 mol/L) was prepared by dissolving an appropriate amount of TCEP
powder in deionized water as needed and processed without delay. The solution was stored in PP tube at room
temperature.

The mobile phase component consisting of 0.1% acetic acid or 0.5% acetic acid was prepared by diluting
glacial acetic acid with water. The solution was prepared once a week and stored in tight amber glass bottle at
room temperature.

The other solutions, including PCA (3.0 mol/L) and hydrochloric acid (0.5 mol/L, 0.05 mol/L) were prepared
by dilution of a particular standard solution with water. All of these solutions were stored in tight glass flasks at
ambient temperature for no longer than 1 month.

Biological samples collection

First, early morning urine samples (about 5 mL) were collected from individuals after overnight fasting using
standard method?!. Samples of urine “mid-stream” were obtained by asking donors to put fluid into a sterile
container. Then, samples were cooled on ice and delivered to the laboratory within 3 h after collection. Samples
were processed without delay using the procedures described in Sect. 2.5 and Sect. 2.6. In addition, obtained
results for urinary HTL content were adjusted for Crn which was assayed by our HPLC-ELSD method'®. The
urine samples were also analyzed for total Hcy, Cys-Gly, Glu and Cys by our HPLC-UV method?®.

A group of eighteen apparently healthy anonymous individuals was involved in the study. The control
subjects, belonging to an ethnically homogeneous group, were neither supplemented with the analyte before
sample collection, or its precursors. In addition, no medications were allowed. All subjects involved in the study
have also declared that, to the best of their knowledge, none of them suffer from any disease.

Urine sample preparation

The urine sample was partially prepared according to previously published and slightly modified method®. Urine
(250 pL) was mixed with 125 pL of 0.2 mol/L sodium phosphate dibasic in 2 mL PP microtube. In the next step,
the analyte was extracted by shaking using microtube shaking incubator at 1500 rpm for 1 min at 25 °C with
1500 pL of chloroform. Thereafter, the resulting mixture was centrifuged (12,000g, 25 °C, 1 min) and the bottom
layer (1300 uL) was transferred into a 2 mL PP microtube. Then, 120 uL of 0.05 mol/L hydrochloric acid was
added to the mixture. After shaking at 1500 rpm for 3 min at 25 °C, the upper layer (100 puL) was transferred
to a first hydrolytic class glass vial and dried in dry-block thermostat (110 °C, ~ 15 min). After cooling down
(~5 min), the residue was treated with 50 uL of 4.0 mmol/L BBCP in 0.2 mol/L PBS buffer, pH 11.0. After
vortexing at 1500 rpm for 15 min at 25 °C, the reaction mixture was treated with 10 pL of 3.0 mol/L PCA. A 10
uL aliquot of the resulting solution was injected onto reversed phase (RP) column. Each sample was analyzed
according to the procedure described in Sect. 2.6.

Chromatographic conditions

Urine samples were analyzed using slightly modified method?>-?. The chromatographic separations were
performed on ZORBAX SB-C18 (150x 4.6 mm, 5.0 pm) column at room temperature using linear gradient
elution (0-3.5 min, 10-50% B; 3.5-5.0 min, 50—10% B; 5.0-6.0 min, 10% B) with the mobile phase consisted
of 0.1% acetic acid (solvent A) and ACN (solvent B), delivered at the flow rate of 1 mL/min. The column was
re-equilibrated between analyses by setting the post-run conditioning at 10% B for 0.5 min. The effluent was
monitored with UV detector at 316 nm with the bandwidth of 4 nm using 390 nm+20 nm as a reference
wavelength.
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Results and discussion
The article presents the first HPLC-UV based method that allows quantification of urinary HTL. The following
(sub)sections of the report provide all necessary information on the development, validation, and in-study use
of the proposed herein assay.

Sample preparation

Sample processing involves two crucial steps, namely separation of HTL from the other urine sample
constituents, and derivatization of HTL followed by HPLC-UV analysis. In general, these steps are typical for
HTL assays’. Sample preparation procedure primarily involves (1) chloroform LLE of HTL and re-LLE of the
analyte with diluted hydrochloric acid to separate HTL from low molecular-weight thiols present in urine?®?’, in
particular Hcy species; (2) drying sample under elevated temperature to remove an excess of acid; (3) treatment
of the residue with BBCP under alkaline conditions followed by sample acidification with PCA to enhance UV
detectability and terminate the derivatization reaction, respectively. Then, HTL-delivered Hcy in the form of 2-S-
pyridinium derivative (Hcy-BBCP) is quantified by HPLC-UV assay. The presented herein sample preparation
procedure was partially based on HPLC-MS/MS and HPLC-FLD assays by Piechocka and Glowacki®. We have
found out that some characteristics of the above-mentioned approach can be adopted in terms of urine samples
purification.

Preliminary considerations

The normal urine pH range is between 4.5 and 8.0, while the most common value for urine pH is 5.5-7.0according
to the American Association for Clinical Chemistry. Because it was established by Piechocka and Gtowacki®that
the efficiency of HTL extraction is dependent on medium pH, a pH adjustment of the sample has become
required to minimize its contribution to the recovery losses in this method. As demonstrated previously?, sample
pH greater than 7.0 were of analytical value given that dissociation constant of HTL equals to 6.66 75. In order
to counteract excessive sample dilution, 0.2 mol/L sodium phosphate dibasic was chosen to adjust the sample
pH!"%-12, It was found that minimum ratio of 2:1 by volumes, urine to 0.2 mol/L sodium phosphate dibasic is
needed to gain a pH for the mixture in the range of 7.1-7.9, regardless of its source and pH of normal urine
sample ranging from 4.5 to 7.0. As it has been described in the next sections of the paper, the best results were
achieved when 250 pL of urine was mixed with 125 uL of 0.2 mol/L sodium phosphate dibasic and subjected to
LLE step without delay due to limited stability of HTL under even slightly alkaline conditions”®. The LLE and
re-LLE processes were proceeded with chloroform (1500 uL) and diluted hydrochloric acid (0.05 mol/L, 120
uL) respectively, as previously described®. The concentration of hydrochloric acid tested in the 0.005-0.1 mol/L
range, did not affect operational efficiency.

Interestingly, in an attempt to simplify the sample preparation process, some efforts have been made toward
integration of re-LLE and derivatization steps. For this purpose, HTL was re-LLE from chloroform with 4.0
mmol/L BBCP in 0.2 mol/L PBS buffer, pH 11.0 by vortexing at 1500 rpm for 15 min at 25 °C as described
in Sect. 2.5. Unfortunately, the outcome of the process was disappointing. It has been recognized that BBCP
is transferred from aqueous layer to organic phase. As little as 1.17% of initial concentration of the reagent
was found in derivatization mixture after 15 min vortexing indicating that re-LLE has to be performed with
0.05 mol/L hydrochloric acid.

Sample enrichment

In order to counteract sample dilution, extracts (100 uL) were dried before the subsequent chemical
derivatization step. Importantly, the removal of the excess of hydrochloric acid from the samples was found to
be essential taking into account Le Chatelier’s principle. Hydrochloric acid is a product from chemical reaction
of HTL-delivered Hcy and BBCP (Fig. 1 b), and its excess could affect the outcome of the derivatization reaction.
During the study, it has been recognized that the registered Hcy-BBCP peak area was approximately 10-times
lower when even trace amounts of hydrochloric acid were present in the sample in comparison with reference
values. In the presented study, extracts were thus placed in first hydrolytic class glass vials as recommended
elsewhere?®, and evaporated using dry-block thermostat. Then, the impact of evaporation temperature and time
on the analyte-delivered signal intensity was evaluated. The reduction of time from 15 to 6 min, needed for
solvent removal from samples, was observed in parallel with temperature rise from 110 to 130 °C. In addition,
it has been recognized that duration of the process, tested up to 40 min, affected operational efficiency (Figure
S2 a, Figure S2 b, Figure S2 c) regardless of excellent stability of HTL in the form of hydrochloride!”. The most
satisfactory results were obtained when extracts were placed in dry-block thermostat set to 110 °C for at least
15 min and no longer than 20 min (Figure S2 a). Under set conditions, no more than 4.80% of the analyte was
lost if compared with reference values.

Derivatization

The presented HPLC-UV method is based on the simultaneous decomposition of HTL and derivatization of
HTL-delivered Hcy with the thiol-specific reagent, possessing an active halogen atom as a reactive moiety,
namely BBCP. In the case of HTL, derivatization might be considered useless at first glance as it is a UV-absorbing
molecule?”12-142° Based on through investigation of literature’, we have nonetheless concluded that chemical
modification of the analyte is needed for enhancing UV detectability of HTL and improving its chromatographic
behavior in RP-HPLC mode of separation.

Thus far, BBCP has been demonstrated to be an effective derivatizing agent when determining captopri
N-acetylcysteine (NAC)*, Cys®733, Cys-Gly*!¥, Glu®>*, Hey*>%, lipoic acid (LA)?>?*3334and lipoyllysine
(LLys)***and total thiols concentration®’in pharmaceutical formulations®®, human plasma!”-?*3%33,
urine?>?43134353nd animal meat?>by HPLC-UV17:22-2530-33 CE with UV detection**and spectrophotometry™.

117,30’
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Fig. 1. The main research project objects. (a) The reaction equation of HTL hydrolysis providing Hcy. (b) The
schematic representation of the reaction involved in the chemical derivatization of HTL-delivered Hcy with
BBCP affording Hcy-BBCP derivative.

It has been shown that BBCP reacts efficiently in 5-15 min at room temperature with the above mentioned
sulfur-containing compounds in alkaline solutions (pH for the reaction mixture in the range of 7.0-11.0) to
give corresponding UV-absorbing 2-S-pyridinium derivatives, exhibiting absorption maximum wavelength at
around 314-321 nm.

During the study, it has been found out that derivatization of HTL with BBCP also occurs under alkaline
conditions, but it requires longer reaction time. The reaction results in production of UV-absorbing Hcy-BBCP
derivative. It is also analytically important that the reaction is accompanied by bathochromic shift of absorption
bands of the derivative compared with its precursors (Fig. 2 a, Fig. 2 b). In fact, it is a multi-step process in which
the instability of the analyte under extremely alkaline conditions (pH=11.0) is of key importance'’. Based on
literature data”32, it has been concluded that HTL firstly undergoes an equilibrium ring opening resulting in
Hcy release. Simultaneous with that process, halide leaving group of BBCP is displaced by highly nucleophilic
thiol group of Hcy, and it leads to formation of a HTL-delivered Hcy-BBCP adduct and hydrochloric acid release
(Fig. 1 a, Fig. 1 b). Thus far, the HTL susceptibility to alkaline hydrolysis has been used in methods employing
OPA to form fluorescent derivative’-11:3-38 As the presented assay utilizes the limited stability of HTL under
extremely alkaline conditions at the stage of derivatization with BBCP for the first time, through studies have
been thus performed in order to optimize the process.

In the beginning, the impact of the pH of the reaction medium on process efficiency was studied within the
range of 11.0-13.0. In order to control the pH level, 0.2 mol/L PBS buffer was selected having high capacity and
effective buffering range in the defined above regions of pH. It was recognized that the rate of HTL decomposition
was dependent on the pH, but it did not have an impact on the high yields of the derivatization process (Figure
S3). From the purely practical point of view, 0.2 mol/L PBS buffer at pH 11.0 was chosen as it was easier to
control the course of the reaction and obtain reproducible results. For further experiments, the minimal volume
of the solution (50 uL) was used to cover the extract residue and bottom of the vial in order to prevent excessive
sample dilution.

Subsequently, other factors having an impact on derivatization reaction yield have been optimized, namely
the quantity of BBCP, temperature and reaction time. It was found that temperature, tested in the range of 20-
30 °C, does not effect it. Thus, the reaction course was examined at room temperature in the range of 0-180 min
by applying BBCP solutions at different concentration levels, varied from 2 to 400 mmol/L, providing the
concentration of BBCP in reaction mixture in the range of 0.09-18.18 mmol/L. At the same time, the stability
of Hcy-BBCP derivative was assessed. The increase of the analyte-delivered peak area was observed in parallel
with the concentration of BBCP rise from 0.09 to 1.82 mmol/L, and then there were generally no significant
changes (Figure S4 a). Interestingly, we have also recognized that higher analyte recovery, better reproducibility
and replicability of the process were achieved when samples were shaken instead of put aside. The progressive
rise of the signal peak area was observed concomitant with shaking frequency rise from 300 rpm to the highest
possible shaking frequency of 1500 rpm (Figure S4 c). Finally, for routine analysis, the extract residue was treated
with 50 pL of 4.0 mmol/L BBCP in 0.2 mol/L PBS buffer, pH 11.0 and placed in vortex shaker set to 1500 rpm.
A larger excess of BBCP was excluded as it was the source of additional baseline noises. Under set conditions,
the reaction was finished in 15 min at ambient temperature with a high level of precision (Figure S4 b). An
additional advantage was also good stability of the Hcy-BBCP derivative under alkaline conditions. As shown
in Figure S4 b, it remains stable for the next 30 min making possible to prepare multiple samples not under time
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Fig. 2. (a) UV absorption spectrum of Hcy-BBCP derivative (solid line) and BBCP (dashed line) obtained by
analyzing quality control sample assayed according to procedures described in Sect. 2.5 and Sect. 2.6. (b) UV
absorption spectrum of BBCP obtained by analyzing its standard solution prepared in water (solid line) and
0.2 mol/L PBS buffer, pH 11.0 (dashed line) assayed using UV-1900 spectrophotometer.

regime. Nevertheless, it is recommended to acidify samples after completion of the derivatization reaction to
prolong stability of the obtained product.

During the study, the stability of stock and working solutions of BBCP was also determined as we found that
such data are not available in the literature. The stability of the reagent and derivatizing mixture was evaluated at
25 °C and 4 °C. In the stability experiments of stock solution of BBCP and derivatizing mixture were prepared
in preselected time intervals across 1 month and assayed under described herein HPLC-UV conditions. In
order to assess the total time that a processed sample can be treated with the derivatizing mixture, the solution
containing 4.0 mmol/L BBCP in 0.2 mol/L PBS buffer, pH 11.0 was analyzed across one working day. It was
recognized that the content of BBCP remains stable at any examined conditions in the tested period of time
since a drop to 98.79% (Figure S1 a) and 99.63% (Figure S1 b) initial concentration was observed in relation to
stock and working solutions of BBCP, respectively. It has been thus concluded that the stock solution of BBCP
and derivatizing mixture can be prepared once per month and day, respectively without noticeable change in its
content.

Sample acidification

According to literature data , 2-S-pyridinium derivatives of some low molecular-weight sulfur-containing
compounds, including Hcy-BBCP derivative?, are stable under acidic conditions. In order to prolong stability
of the obtained product, samples were acidified with 3.0 mol/L PCA as reported elsewhere??-25:31:323435 The
process was also essential to terminate the derivatization reaction. Samples were acidified by mixing the sample
with 3.0 mol/L PCA and minimum crashing at 5:1 ratio by volumes.

17,23,25,32

Stability of processed samples

The total time and conditions that a processed samples are kept until completion of analysis were evaluated
as recommended in the literature®. The stability of the Hcy-BBCP derivative was assessed at 25 °C and
4 °C. It was recognized that the sample remains stable at least 1 month, regardless the concentration of the
analyte within the quantitation range and examined conditions. When study samples were left at 25 °C
and 4 °C, the drop to0 99.33% and 99.64% of the initial concentration was observed, respectively (Figure S5
a, Figure S5 b). The freeze-thaw stability test of processed samples has also shown that reliable and valid
HPLC-UV data can be obtained when even five times thawed samples are analyzed (Figure S6) as the
recovery of 99.88% was observed. These results agree with the literature data and support information that
2-S-pyridinium derivative of Cys, Glu, Hcy, Cys-Gly, LA, LLys and captopril are highly stable compounds
under acidic conditions!”?*?532, The Hcy-BBCP derivative stability make possible to prepare a large batch
of samples.

In overall, the research demonstrates that BBCP is suitable derivatizing agent for not only captopril'”, Cys®!-%,
Cys-Gly*17%3, Glu3?%3, Hey?>%, LA22233334and LLys**%, but also HTL. Regarding HTL, this is a first piece of
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data on this topic to the best of our knowledge. Moreover, human urine samples preparation procedure for HTL
determination by HPLC-UV assay has been elaborated. It is also without analytical importance that Hcy-BBCP
derivative exhibits an excellent stability under experimental conditions allowing to prepare a large batch of
samples which contributes to the effort minimization. On the other hand, a serious limitation of the presented
method is multistep sample preparation procedure. Overall sample preparation time of a set of twenty four
samples was estimated to be around 60 min (~40 min per sample) (Fig. 3). The time of sample pretreatment is
nevertheless longer in comparison with the latest HPLC-MS/MS and HPLC-FLD based method that requires
no more than 15 min®. In relation to other urinary HTL assays, sample preparation time is comparable or even
shorter”. Regarding to the presented method, the process consumes of 1805 L of inexpensive chemicals per 250
uL sample and it is quite high when comparing to other assays. Detailed information on this topic can be found
here’.

Chromatographic and detection conditions

The presented herein urinary HTL assay involves separation of the HTL-delivered Hcy and BBCP derivative
with the use of RP-HPLC mode of separation followed by UV detection. A standard approach was employed to
find optimal HPLC-UV conditions which provides the best method's performance.

Selection of separation conditions
Thus far, numerous methods for the determination of some low molecular-weight sulfur-containing
compounds in the form of 2-S-pyridinium derivatives have been elaborated!”?>-2>30-35 In particular, it
has been demonstrated that RP-HPLC coupled with UV detection is suitable for this purpose!”?2-2>39-33 In
these methods, the chromatographic separations were accomplished at room temperature??-2>31-30or elevated
temperature (45-50 °C)!7*%using isocratic'”-*or linear gradient elution??-2>3!-3% under acidic conditions (pH for
the mobile phase in the range of 2.2-2.6). The corresponding 2-S-pyridinium derivatives were eluted with the
mobile phase consisted of acetone!”**or ACN22-2531-33 yused as an organic mobile phase modifier, and 0.2 mol/L
citrate buffer'”*, 0.1 mol/L trichloroacetic acid*'~**or 2% acetic acid®*-**. In addition, it has been reported that
an initial organic mobile phase modifier content no higher than 10% is essential to retain target compounds
providing that chromatographic separations are performed with eluent at acidic pH, delivered at the flow rate of
1 mL/min at ambient temperature!”?2-2530-33,

In the present study, initial experiments were performed according to the adopted approaches** **using
ZORBAX SB-C18 column for RP separations as recommended elsewhere??~2>31-33 In fact, efficient resolution
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Fig. 3. The experimental procedure for HTL determination in human urine described in Sect. 2.5.
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of Hcy-BBCP from the other sample components as well as proper equilibration of the chromatographic system
between analyses in a relatively short analysis time were achieved by means of modifying run gradient profile
as well as selecting a mixture of ACN and water with as little as 0.1% acetic acid (pH ~ 3.2) as mobile phase to
decrease the eluent components environmental impacts. Under set conditions, the analyte was eluted within
3 min and its peak was easy to differentiate from the other responses on chromatogram (Fig. 4 and Figure
S7). Each time the elution profile of blank samples was free from any interference at the retention time of the
analyte. As these results were satisfactory in terms of retention of the compound of interest, its peak shape and
resolution, separation conditions were not furtherly optimized. In general, the analysis time 6 min is longer than
in other urinary HTL assays such as HPLC-FLD*!?, GC-MS'°and CE-UV'2where it is 3-5 min. In some cases,
the duration of HPLC analysis is comparable®or even more favorable than in other HPLC-FLD!!, GC-MS'%and
CE-UV!*!"based methods, where it is 12 min'!, 15 min'®and 7-10 min!*!*, respectively.

Selection of detection conditions

During the study, it has been recognized that reaction of HTL with BBCP results in production of UV-absorbing
Hcy-BBCP derivative, exhibiting absorption peak near 316 nm (Fig. 2 a). The target compound was thus
quantified using 316 nm as it also allow to increase sensitivity and selectivity in trace analysis.

The identification and confirmation of the analyte delivered peak were conducted by analyzing the standard
solution of HTL prepared and analyzed according to the procedures described in Sect. 2.5 and Sect. 2.6.
Moreover, the Hcy-BBCP peak was evaluated for purity. For this purpose, the analyses were carried out with
HPLC system coupled with UV detector set to collect time and spectral information throughout the entire
chromatogram. Importantly, the same spectra were collected in different sections of the particular analyte peak,
indicating its purity. The analyte-delivered peak disappearance after base hydrolysis before applying sample to
the sample preparation procedure and HPLC analysis was also helpful in confirming HTL identity since the
analyte is susceptible to hydrolysis'”.

Finally, the confirmation of the origin of analyte-delivered peak and quantification of HTL in urine samples
were made by comparing of retention time and UV spectrum with the set of data obtained by analyzing an
analytical standard of HTL.

Greenness assessment of the method

An AGREE - Analytical GREEnness tool (version 0.5 beta)*’ was used to identify strong and weak points of the
delivered method in terms of its environmental friendliness. Equal weights were set for all evaluated parameters.
The below indicated assumptions have been made: procedure involves an external sample (pre)treatment with
a reduced number of steps (principle 1); the volume of urine is 0.25 mL (principle 2); the analytical device is
positioned off-line (principle 3); the number of distinctive analytical steps is five, including LLE and re-LLE
of HTL, sample evaporation, chemical derivatization and sample acidification followed by HPLC-UV analysis
(principle 4); the procedure is semi-automated and involves a miniaturized sample preparation methods
(principle 5); derivatization step is required (principle 6); the total amount of waste is 18.16 (g and mL combined),
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Fig. 4. Representative chromatograms of standard solutions and human urine prepared according to the
procedure described in Sect. 2.5. Chromatographic conditions were as described in Sect. 2.6. Blank standard
solution (black dashed line), blank human urine (grey line) and the same sample spiked with HTL (1 umol/L
in urine) (black solid line). Under these conditions, the analyte-delivered signal appears at 2.63 min.
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including sample itself, chemicals, and plastic disposable ware (principle 7); one analyte is determined in a single
run, and the sample throughput is ten samples per hour (principle 8); the most demanding technique is HPLC-
UV (principle 9); none of the reagents can be obtained from bio-based sources (principle 10); the procedure
requires approximately 3.60 mL of toxic chemical reagents, including ACN and chloroform (principle 11); ACN
is harmful and highly flammable, while chloroform is toxic and health hazard (principle 12). Acetic acid, PCA,
and hydrochloric acid were not taken into account at the stage of assessing the operator’s safety since their trace
amounts were used. The overall score is 0.46 (Fig. 5).

As shown in Fig. 5, the attractiveness of the presented method relies on a opportunity of performing analysis
on a small scale. Nevertheless, the process is accompanied by relatively high consumption of chemicals and
laboratory disposable plastic ware. In addition, semi-automation of the analytical procedures allows for reduction
of labor-intensity, maximization of sample throughput, improving accuracy and reproducibility of the assay.
On the other hand, a serious limitation of the presented method is the need of performing analyses with the
use of energy-intensive measurement technique and toxic chemicals. Simple but multistep sample preparation
procedure as well as relatively low sample throughput potential represent an additional limitations. In overall,
the presented herein assay falls into some principles of Green Analytical Chemistry*’.

Validation of the method

Full validation of the HPLC-UV method was conducted. Studies were conducted in accordance with the latest
International Council for Harmonization harmonized guideline for bioanalytical methods validation®. The
same protocol was employed as described in detail in our previously published article concerning HPLC-MS/
MS and HPLC-FLD assays for the analysis of urinary HTLS. The process involved assessment of selectivity and
specificity, linearity, intra-/inter-assay precision and accuracy, limit of quantification (LOQ), matrix effect, carry-
over, and reinjection reproducibility. Some parameters which can be checked among system suitability testing
were also evaluated. The experiments were made using freshly laboratory-made pooled blank urine samples
which were spiked with known quantities of HTL to prepare calibration standards.

System suitability

System suitability parameters including repeatability of chromatographic retention / peak area of the analyte,
expressed as the coefficient of variation (CV) of retention time / peak area, symmetry factor, and number of
theoretical plates were nominated during the method validation to determine instrument performance under
optimized conditions. System suitability test calculations were performed as a part of linearity evaluation,
and the calibration standards at the upper LOQ (ULOQ) were analyzed in ten replicate injections. The CV
value of retention time and peak area was 0.095% and 0.22% respectively (acceptance criteria<1%), the mean
symmetry factor was 1.06 (acceptance criteria 0.8-1.5), and number of theoretical plates was 16 229 (acceptance
criteria >2000) for the analyte assayed by HPLC-UV method.

Selectivity and specificity

The selectivity of the method was assessed at first attempt during studies concerning the identification and
confirmation of the origin of HTL-delivered peak as described in Sect. 3.2. Selectivity and specificity studies
evaluated interferences originating from all (un)known components of study samples, in particular Cys, Glu,
Hcy, Cys-Gly, LA, LLys and NAC which are present in normal urine specimens®*?%24273134 and known to
give corresponding UV-absorbing 2-S-pyridinium derivatives!”-?2-2>30-34 Importantly, the studies evaluated
interferences originating from Hcy being the precursor/degradation product of HTL, although Hcy is not (re)-
LLE under set conditions’. Several types of samples were assayed, including (1) blank standard solution, (2)
standard solution of reduced/oxidized form of Cys, Glu, Hcy, Cys-Gly, LA, LLys, NAC, and HTL (if applicable),
(3) blank urine samples from six control and (4) the same blank urine samples spiked with reduced/oxidized
form of Cys, Glu, Hey, Cys-Gly, LA, LLys, NAC, and HTL (if applicable). As shown in Fig. 4 and Figure S7, no
significant response attributable to interfering components was observed at the retention time of Hcy-BBCP
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Fig. 5. The assessment results with AGREE analysis of procedure for the proposed HPLC-UV based method
enabling determination of HTL in human urine.

(2025) 15:7310 | https://doi.org/10.1038/s41598-025-92323-y natureportfolio

Scientific Reports |


http://www.nature.com/scientificreports

www.nature.com/scientificreports/

Intra-assay

precision Intra-assay

(%) accuracy (%)
Regression equation | R Linear range (umol/L) | Min | Max | Min |Max | LOQ (umol/L)
y=4.2567x+0.1150 | 0.9980 0.1-1 5.89 | 11.27 | 92.56 | 112.51 | 0.1

Table 1. Validation data corresponding to intra-assay measurements (n=3). Abbreviations: LOQ, limit of
quantification; R, correlation coefficient.

Concentration Precision (%) Accuracy (%)

(umol/L) Intra-assay | Intermediate | Intra-assay | Intermediate
0.10 11.27 14.25 92.56 113.36

0.25 8.28 11.55 112.51 114.31

0.50 5.89 3.85 110.29 99.07

1.0 6.61 5.94 101.35 100.34

Table 2. Precision and accuracy of the data (n=3).

in the blank samples. Under these conditions, the reduced/oxidized form of Cys, Glu, Hcy, Cys-Gly, LA, LLys
and NAC (if applicable) are not (re)-LLE under experimental conditions. In order to provide definite proof
that the HPLC-UV assay can discriminate HTL in a complex mixture without interference from other sample
components, a blank standard solution and a standard solution of reduced/oxidized form of Cys-Gly, Cys, Hcy,
Glu, NAC, LLys and LA (if applicable) was assayed without applying sample, prepared according to the procedure
described in Sect. 2.5, to the LLE and re-LLE processes. Under these conditions, the LA, LLys and oxidized form
of Cys-Gly, Cys, Hcy, Glu, and NAC do not react with BBCP, while their reduced forms give a corresponding 2-S-
pyridinium derivative eluting at 2.24 min, 2.34 min, 2.63 min, 2.89 min, 3.45 min, respectively (Figure S7). The
order of elution was as reported elsewhere?*. Peak purity tests also confirmed the ability of HPLC-UV method to
differentiate and measure HTL in the presence of matrix components in urine samples.

Linearity

An external standard addition method was used to test the calibration range of 0.1-1umol/L in urine. Calibration
curves consisting of blank sample and five calibrators at the level of 0.10, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0 pmol/L were
generated and were run in triplicate over 3 days. The concentrations of HTL in calibration standards were
chosen taking into account the concentration range expected in real urine samples’. The concentration-response
relationship (Hcy-BBCP peak area) was described using the least-squares regression model. The calibration
standards fitted well into the linear regime within the intended quantification range, which gave correlation
coefficient values of 0.9980. Substantial changes in the slope of any regression line obtained over 3 subsequent
days were not detected denoting the absence of matrix effect. Detailed data on validation parameters, which were
evaluated during the linearity assessment, are presented in Table 1.

Precision and accuracy

The intra- and inter-day accuracy and precision of the assay were assessed during linearity evaluation. The
precision was expressed as CV of measurement repeatability. Accuracy was shown as the percentage of analyte
recovery. The accuracy was calculated by expressing the mean measured amount as a percentage of added
amount of HTL (nominal concentration). The accuracy varied from 92.56 to 112.51% and 92.56-114.31% for
intra- and inter-day measurements, respectively. In parallel, the precision ranged from 5.89 to 11.27% and 3.85-
14.25% for intra- and inter-day variations, respectively. Detailed data on precision and accuracy from the 3 day
experiments are shown in Table 2.

The limit of quantification

The LOQ was calculated considering the parameters of the analytical curves performed for urine samples from six
individual sources, pooled matrix and surrogate matrix (0.2 mol/L PBS buffer, pH 7.4) with the use of equation:
LOQ=10 x SD, / b, where SD,is the standard deviation of the y-intercept of the calibration curve and b is the
slope of the regression line. In addition, the LOQ was determined experimentally by the signal-to-noise method.
For this purpose, a surrogate matrix was spiked with decreasing concentrations of HTL and samples were then
handled according to the procedures described in Sect. 2.5 and Sect. 2.6 until the injected amount resulted in a
peak 10-times as high as the baseline signal. The surrogate matrix was employed to assess the LOQ as the assay
is not affected by matrix effects. The estimated LOQ value using two independent methods closely corresponded
to each other and equals to 100 nmol/L in urine. As demonstrated upon validation, this concentration of HTL
produced reproducible detector response with a precision and accuracy of 11.27% and 92.56%, respectively. The
accepted LOQ value was similar or even better than that reported earlier concerning determination of urinary
HTL by CE-UV'2!4and HPLC-FLD assays'®!!or higher than that obtained by GC-MS'*>!¢, HPLC-FLD’, CE-
UV, and HPLC-MS/MS methods®. However, the estimated LOQ value make possible the determination of
HTL in human urine.
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Carry-over effect

Carry-over evaluation was performed during the linearity assessment. For this purpose, blank standard solution
samples were analyzed after the calibration standard at the ULOQ. Every time the response of blank samples
was as high as background signal. This observation denoted the absence of carry-over effect. The registered
chromatograms during carry-over effect evaluation were similar to the elution profile of blank samples presented
in Fig. 4 and Figure S7.

Matrix effect

The matrix effect was assessed in a relevant population referring to a group of apparently healthy volunteers
enrolled in the study. The matrix effect evaluation involved comparing calibration curves of the six individual
sources of urine samples against a calibration curve of the pooled matrix and surrogate matrix (0.2 mol/L PBS
buffer, pH 7.4). The CV of the slope of the regression lines did not deviate by more than 4.03% indicating
the absence of any matrix effect. Since interpatient variability was not detected, an external standard addition
method was employed to quantify the content of HTL in study samples.

Reinjection reproducibility

Reinjection reproducibility test calculations were conducted using the obtained data during evaluation of
stability of processed samples since their excellent stability was demonstrated. In this way, the evaluation of
reinjection reproducibility was conducted by analyzing the calibration standard(s) at the lower LOQ and ULOQ
after keeping them at autosampler temperature (25 °C and 4 °C). In total, the samples were injected in 13
replicates across 1 month. Reinjection repeatability was expressed as CV of the Hcy-BBCP peak area. The CV
value of the parameter did not exceed 0.67% demonstrating that reinjection of study samples can be made within
1 month as indicated during stability testing.

All in all, it has been demonstrated upon validation that all assessed validation parameters fall within
acceptable tolerance limits*® indicating that the performance of the new method is satisfactory. Based on the
obtained results it was concluded that the presented method can be used in diagnostic testing of urine samples
for HTL.

Application of the method

The HPLC-UV assay was used to determine HTL in human urine samples from presumably healthy donors.
External standard addition method was used to establish the concentration of HTL in study samples. The
content of HTL in urine samples was calculated using the mathematical formula corresponding to the
equation of the particular calibration line generated on that occasion. Moreover, the obtained results for
urinary HTL content were adjusted for Crn. In order to facilitate interpretation of the obtained results,
urine samples were also assayed to determine total Hcy, Cys-Gly, Glu and Cys content. HTL was present
in twelve of eighteen urine samples delivered by anonymous individuals. The estimated concentrations of
HTL, based on data obtained by triplicate analysis of a particular sample from an individual source, varied
from 0.0367 to 0.6931 umol/L in urine (2.08-85.13 pmol/mol Crn) (Table 3). Importantly, these values
were similar to those previously reported®*!121516  denoting the data’s reliability from the presented
HPLC-UV assay.

Conclusions

The paper presents the first HPLC-UV method for quantification of HTL in human urine. Furthermore, the
report provides evidence that the practical application of BBCP in sulfur-containing compounds analysis can be
extended to intramolecular thioesters. The presented herein method's performance allows its use in diagnostic
testing of urine samples for HTL. The use of common equipment in worldwide laboratories, which is known for
its stability and low demand in terms of maintenance, represents an additional advantage. The presented method
should facilitate studies exploring the role of HTL in health and disease.
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Volunteer | Estimated concentration
HTL Hcy ‘ Cys ‘ Glu ‘ Cys-Gly

No. (umol/mol Crn) | (mmol/mol Crn)

1 9.37 2.55 | 37.19 | 0.06 | 0.94
2 0.00 0.97 | 13.67 | 0.13 | 0.44
3 5.83 0.93 | 14.99 | 0.14 | 0.73
4 4.20 0.63 | 14.37 | 0.05 | 0.48
5 0.00 0.42 | 10.61 | 0.07 | 0.65
6 7.70 0.62 | 14.61 | 0.07 | 0.61
7 0.00 1.33 | 28.05 | 0.23 | 1.09
8 68.02 1.07 | 23.66 | 0.11 | 1.32
9 85.13 0.61 | 15.68 | 0.24 | 0.91
10 5.32 1.21 | 15.44 | 0.03 | 0.60
11 2.08 0.72 | 12.54 | 0.06 | 0.42
12 6.60 0.84 | 895 |0.09 | 0.46
13 0.00 0.40 | 14.18 | 0.20 | 0.69
14 2.37 0.35 | 11.51 | 0.15 | 0.66
15 7.84 1.24 | 23.37 | 0.14 | 1.23
16 0.00 0.46 | 14.18 | 0.06 | 0.60
17 0.00 0.61 | 11.68 | 0.15 | 0.66
18 9.05 0.97 | 19.50 | 0.40 | 1.34

Table 3. Estimated concentrations of low molecular-weight sulfur-containing compounds and Crn in human
urine (n=18), expressed as a mean value of the measured amount. Abbreviations: Crn, creatinine; Cys,
cysteine; Cys-Gly, cysteinyl-glycine; Glu, glutathione; Hcy, homocysteine; HTL, homocysteine thiolactone.
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Essential data is contained within the article and supplementary materials file. In addition, the dataset generated
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author upon reasonable request as long as the request does not compromise intellectual property interests. Urine
samples are not available from the authors.
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Publikacja [D5]:

M. Gawel, R. Gtowacki, J. Piechocka, Analysis of berry superfruits for reduced and

total thiol content by LC-UV- based methods (Food Chemistry, w recenzji)

Racjonalne odzywianie sie, a co za tym idzie dostarczenie do organizmu cennych
sktadnikdw odzywczych moze przyczynia¢ sie do ograniczenia czestotliwosci
zachorowania na choroby nowotworowe, neurodegeneracyjne czy uktadu krgzenia.
Rezerwuar cennych sktadnikow pokarmowych stanowig niewatpliwie owoce, wsrdd
ktorych szczegolnie wazng grupe reprezentujg tzw. superowoce, ktérych
wiasciwosci prozdrowotne zostaty dobrze udokumentowane. Sg one bogate m.in.
w witaminy, mineraty oraz btonnik. W superowocach oznaczana jest szeroka gama
zwigzkow bioaktywnych. Obecnie prowadzone badania koncentrujg sie
w szczegodlnosci na monitorowaniu ich sktadu pod katem zawartosci substancji
okreslanych mianem przeciwutleniaczy, chronigcych organizm przed negatywnymi
skutkami dziatania stresu oksydacyjnego. Jedng z grup naturalnych
antyoksydantéw stanowig matoczgsteczkowe zwigzki siarki takie jak GSH, Hcy, Cys
oraz Cys-Gly. Pomimo, ze owoce jagodowe sg powszechnie uznawane za zywnosc¢
o wiasciwos$ciach prozdrowotnych, dotychczas nie zostaty one kompleksowo
scharakteryzowane pod katem petnego spektrum istotnych fizjologicznie tioli.
Dostepna literatura dostarcza jedynie fragmentarycznych danych dotyczacych ich
zawartosci w owocach, co wskazuje na wyrazng luke badawczg w charakterystyce
chemicznej tych matryc. W niniejszej pracy przedstawitam pierwszg metode
umozliwiajgca oznaczanie zaréwno form zredukowanych jak i catkowitej zawartosci
wybranych tioli w superowocach dostepnych na rynku polskim przy wykorzystaniu
techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z detekcjg
spektrofotometryczng (HPLC-UV).

Przygotowanie probek obejmowato kilka kluczowych etapow istotnych
z punktu widzenia analizy zwigzkow tiolowych. Procedura obejmowata bowiem
homogenizacje probki owocu, redukcje wigzan disiarczkowych (w przypadku
oznaczania catkowitej zawarto$ci tioli), derywatyzacje oraz odbiatczanie. Z uwagi
na fakt wykorzystywania w badaniach owocow bardzo zréznicowanych, szczegdlnie
pod katem pH czy zawartosci wody, jednym z niezbednych elementow procedury

byto zastosowanie wzorca wewnetrznego, ktéorym w niniejszej pracy byta
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N-acetylocysteina (NAC). Istotnym etapem przygotowania probek stanowita
derywatyzacja tioli z wykorzystaniem selektywnego wzgledem grupy tiolowej
tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT). W celu uzyskania
wysokiej wydajnosci reakcji konieczne byto utrzymanie pH homogenatu w zakresie
6,5-8,0, ktory stanowi optymalne srodowisko dla przebiegu reakcji derywatyzacji.
Jako medium do homogenizacji spetniajgce powyzsze warunki wybratam 0,2 mol/Il
bufor fosforanowy o pH 9.0, dzigki ktéremu udato sie zapewnic stabilno$¢ pH nawet
przy bardzo zréznicowanej puli owocéw jagodowych. Dodatkowo, w celu uzyskania
odpowiedniej rozdzielczosci chromatograficznej oraz selektywnosci metody,
stosunek masy prébki owocu do objetosci rozpuszczalnika ustalitam na poziomie
1:10 (m/v). Caly proces homogenizacji prowadzitam w warunkach chtodzenia na
lodzie, co pozwalato na spowolnienie reakcji enzymatycznych odpowiedzialnych za
degradacje analitéw. Potwierdzitam, ze CMQT reaguje niemal natychmiast
z oznaczanymi tiolami tworzgc odpowiednie 2-S-chinoliniowe pochodne.
W niniejszej pracy zoptymalizowatam stezenie CMQT oraz czas reakcji
derywatyzacji. Badania kinetyczne wykazaly, Ze reakcja konczyta sie juz po
1 minucie przy stezeniu CMQT wynoszgcym 10 pmol/ml. W celu oznaczenia
catkowitej zawartosci tioli prébki poddawatam wczesniej redukcji wigzan
disiarczkowych, co generowato wolne grupy tiolowe dostepne dla CMQT. Na
podstawie danych literaturowych zdecydowatam sie wykorzysta¢ ftris(2-
karboksyetylo) fosfine (TCEP) jako najbardziej odpowiednig do redukcji wigzan
disiarczkowych. Optymalizacja procesu redukcji obejmowata dobor jej stezenia oraz
czasu reakcji. W analizie rutynowej zastosowatam czas reakcji wynoszgcy 10 minut,
mimo ze petna redukcja zachodzita juz po okoto 1 minucie przy stezeniu TCEP
10 ymol/ml, co pozwalato na efektywne przygotowanie wiekszej liczby prébek. Co
istotne w toku badan wykazatam, ze na potrzeby oznaczania catkowitej zawartosci
zwigzkow tiolowych etapy redukcji wigzan disiarczkowych oraz derywatyzacji
mozna potgczy¢, co zdecydowanie upraszczato proces analityczny. W celu
zakonczenia reakcji derywatyzacji, wytrgcenia ewentualnych biatek oraz
zwiekszenia stabilnosci pochodnych prébki zakwaszatam kwasem chlorowym(VIl)
(PCA). Uzyskany po odwirowaniu supernatant poddawany byt filtracji przy
wykorzystaniu filtra z membrang wykonang z polieterosulfonu (PES) i poddawany

analizie chromatograficzne.
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Probki owocow analizowatam w warunkach opisanych wczesniej, gdzie jako
technike rozdzielania wykorzystano chromatografie cieczowg w odwrdéconym
uktadzie faz (RP-HPLC) [28]. Dotychczas uzytecznosc tej techniki zostata szeroko
udokumentowana w analizie matoczgsteczkowych zwigzkow siarki po derywatyzaciji
z CMQT. Faze ruchomg stanowit 0,1 mol/l kwas trichlorooctowy doprowadzony do
pH 1,7 przy wykorzystaniu 1 mol/l wodorotlenku sodu (faza ruchoma A) oraz
acetonitryl (faza ruchoma B). Poczatkowy sktad fazy ruchomej wynosit 89:11 (A:B,
v/v) a wykorzystanie elucji gradientowej pozwolito na zadowalajgce rozdzielenie
pochodnych tiolowych od innych sktadnikdw badanych probek.

Opracowana metoda, podobnie jak opisane wczeséniej [D3,D4] poddana
zostata petnej walidacji zgodnie z wytycznymi dla metod bioanalitycznych [64].
Wszystkie istotne parametry walidacyjne oszacowatam zaréwno dla catkowitych jak
i zredukowanych form tioli. Metoda zostata zaaplikowana do 15 prébek réznych
owocow jagodowych dostepnych na rynku polskim, m.in. boréwek, malin,
truskawek, jezyn czy porzeczek.

W artykule opisatam pierwszg metode wykorzystujgca technike HPLC-UV do
jednoczesnego oznaczania zarowno catkowitej jak i zredukowanej zawartosci
matoczgsteczkowych tioli w szerokiej gamie jagodowych ,superowocéw”.
W konsekwencji przedstawione dane sg pierwszymi dotyczgcymi zawartosci
matoczgsteczkowych zwigzkow tiolowych - cennej grupy antyoksydantéw, w tego
typu matrycach. Sposrod wszystkich analizowanych probek dominujgcym tiolem byt
GSH, nieco mniejsze zawartosci mi sie udokumentowa¢ w przypadku Cys,
a Cys-Gly wykrytam jedynie w sladowych ilosciach. W analizowanych probkach nie

potwierdzitam obecnosci Hcy.
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Abstract

The article presents the first methods for determining total and reduced glutathione (GSH),
cysteine (Cys), cysteinyl-glycine (Cys-Gly), and homocysteine (Hcy) in berries using high-
performance liquid chromatography with ultraviolet detection. The assay employs N-acetyl-
cysteine as an internal standard. Sample preparation involves homogenization in phosphate

buffer, tris(2-carboxyethyl)phosphine-mediated reduction of disulfide bonds (if total thiol
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content is determined), 2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate derivatization,
perchloric acid acidification, and filtration through a polyethersulfone membrane. Separation is
achieved on a Zorbax SB-C18 column using gradient elution with trichloroacetic acid and
acetonitrile. Both total and reduced thiol assays showed linearity at 0.5-50 umol/L for GSH and
0.5-20 umol/L for Cys and Cys-Gly. Applied to various Polish market berries (e.g., strawberry,
raspberry, blueberry, blackberry, forest berry, haskap berry, wild strawberry, currant,
gooseberry, cranberry, chokeberry, and elderberry) results identified GSH as the predominant

thiol. Cys appeared at lower levels, Cys-Gly was found in traces, and Hcy was undetected.

Keywords
aminothiols; antioxidants; berry fruits; high-performance liquid chromatography; superfruits;

ultraviolet detection

Abbreviations

ACN, acetonitrile; CMQT, 2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate; Cys, cysteine;
Cys-Gly, cysteinyl-glycine; CV, coefficient of variation; GSH, glutathione; Hcy, homocysteine;
IS, internal standard; LC, high-performance liquid chromatography; LOQ, limit of
quantification; NAC, N-acetyl-cysteine; PBS, phosphate buffer; PCA, perchloric acid; PES,
polyethersulfone; PP, polypropylene; SD, standard deviation; TCA, trichloroacetic acid; TCEP,
tris(2-carboxyethyl)phosphine; UV, ultraviolet detection.

1. Introduction
“Superfruits” is a commercial designation referring to unprocessed, genetically unmodified
fruits of natural origin that are exceptionally rich in essential nutrients with pro-health effects
on the human body (Chang et al., 2019; Liu et al., 2021; Nagaraja et al., 2026). Despite the
widespread appeal of functional foods valued for their physiological benefits, comprehensive
data regarding their qualitative and quantitative composition are scarce. Moreover, detailed
information regarding the individual bioactive molecules that drive these health benefits
remains limited. Although superfruits contain a diverse range of compounds, research has
predominantly focused on monitoring vitamins, minerals, and antioxidants (Chang et al., 2019;
Liu et al., 2021; Nagaraja et al., 2026) with polyphenols being the most extensively studied
group.

Low-molecular-mass sulfur-containing compounds, notably glutathione (GSH), cysteine

(Cys), cysteinyl-glycine (Cys-Gly), and homocysteine (Hcy), are well-established antioxidants
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that play a crucial role in maintaining cellular redox homeostasis (Gtowacki et al., 2022). In
human clinical studies, these four compounds are frequently studied together due to their
metabolic relationship within the y-glutamyl cycle (Glowacki et al., 2022; Isokawa et al., 2014;
Piechocka, Wronska, et al., 2020). Although berry fruits are famed for their antioxidant
properties, they have not yet been comprehensively investigated to characterize the full
spectrum of these relevant thiols. Their specific thiol composition remains largely unmapped.
Existing literature provides only piecemeal data, such as the presence of Cys and GSH in
strawberries (Demirkol et al., 2004, 2008; H. Zhang et al., 2014) and blackberries (Huang et
al., 2023; Jumakulova et al., 2025; Shah et al., 2025) or Cys in raspberries (S. Zhang et al.,
2022) and blueberries (H. Zhang et al., 2014), leaving a significant gap in the chemical
characterization of these matrices. Furthermore, to the best of our knowledge, a critical
analytical bottleneck exists, as no validated method is currently available for the accurate
quantification of both reduced and total thiol levels in such complex plant tissues.

The objective of this research is to develop and validate methods based on high-
performance liquid chromatography coupled with ultraviolet detection (LC-UV) for the
determination of both reduced and total thiols in berry fruits. Subsequently, the developed
assays will be utilized to map the thiol profiles of various commercially available “superfruits”
on the Polish market. The sample set is extensive, covering strawberries, raspberries,
blueberries, blackberries, forest berries, haskap berries, wild strawberries, currants (black, red,
and white), gooseberries (white and green), cranberries, chokeberries, and black elderberries.
By filling this analytical gap, the study will enhance our understanding of the nutritional and

biochemical properties of these superfruits.

2.  Materials and methods

2.1. Reagents and materials

Throughout the experiments commercially available and at least analytical reagent grade
chemicals were used. Cys, GSH, Hcy, Cys-Gly, N-acetyl-cysteine (NAC) and their symmetrical
disulfides as well as tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP), sodium phosphate
dibasic heptahydrate, sodium phosphate tribasic, LC gradient grade acetonitrile (ACN), and
trichloroacetic acid (TCA) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sodium
hydroxide and perchloric acid (PCA) were obtained from J.T. Baker (Deventer, The
Netherlands). Hydrochloric acid was purchased from POCH (Gliwice, Poland). 2-Chloro-1-
methylquinolinium tetrafluoroborate (CMQT) was synthesized according to the previously

reported method (Bald & Glowacki, 2001). To filter test samples, syringe filters with a 0.22 pm
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polyethersulfone (PES) (Filtrakon, Laziska Gorne, Poland) were used. Ultrapure water was

obtained using a Direct-Q 3 UV water purification system (Millipore, Vienna, Austria).

2.2. Instrumentation

To analyze the test samples, an Agilent 1220 Infinity LC system was used. The system was
equipped with a binary pump integrated with a vacuum degasser, autosampler, a temperature-
controlled column compartment, and UV detector (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany). Instrument control, data acquisition, and analysis were performed using OpenLAB
CDS software, version A.01.05. The analytes were separated on a ZORBAX SB-C18 (150 x
4.6 mm, 5.0 um) column purchased from Agilent Technologies (Waldbronn, Germany).

For sample homogenization and centrifugation, an IKA T25 basic homogenizer (IKA-
Werke, Staufen, Germany) and a Mikro 220R centrifuge with a fast-cool function (Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Germany) were used. A FiveEasy F-20 pH-meter (Mettler Toledo,
Greifensee, Switzerland) was also employed. Samples were stored in an ultra-low-temperature
freezer (Panasonic Healthcare Co., Sakata, Japan). Water was purified using a Direct-Q 3 UV

water purification system (Millipore, Vienna, Austria).

2.3. Stock solutions
All solutions throughout the experiment were prepared using ultrapure water and LC gradient
grade solvents.

Stock solutions (0.1 mol/L) of Cys, GSH, Hcy, Cys-Gly, NAC, and their symmetrical
disulfides were prepared weekly by dissolving the required amount of each solid in 0.5 mol/L
hydrochloric acid. These solutions were stored in polypropylene (PP) microcentrifuge tubes at
4 °C. Working solutions were prepared daily by diluting the stocks with 0.05 mol/L
hydrochloric acid and were used without delay.

A 0.25 mol/L stock solution of TCEP was freshly prepared by dissolving the appropriate
amount of TCEP powder in deionized water.

A 0.25 mol/L stock solution of CMQT was prepared weekly by dissolving the appropriate
amount of CMQT powder in deionized water. The solution was stored in PP microcentrifuge
tube at 4 °C.

The 3 mol/L PCA and 0.05 mol/L or 0.5 mol/L hydrochloric acid solutions were prepared
by diluting the concentrated reagents with water. These were stored in tightly sealed glass flasks
at ambient temperature and used within one month.

A 0.2 mol/L phosphate buffer (PBS) stock solution, pH 9.0 was prepared by dissolving the
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appropriate amount of sodium phosphate dibasic in water, with the pH adjusted using 0.2 mol/L
sodium phosphate tribasic. The solution was stored in a tightly capped glass bottle at 4 °C.
The LC-UV mobile phase (0.1 mol/L TCA, pH 1.7) was prepared by dissolving TCA in
ultrapure water, with the pH adjusted potentiometrically using 1 mol/L sodium hydroxide
solution. The buffer was stored in a sealed amber glass bottle at room temperature. The 1 mol/L
sodium hydroxide titrant was prepared by dissolving substance pellets in water and stored in a

tightly capped flask at ambient temperature.

2.4. Samples collection

Berry fruits were collected from organic domestic allotment gardens during the summertime.
The fruits were not washed; immediately after harvesting, they were frozen at -80 °C and stored
for no longer than six months. Prior to analysis, the fruits were thawed at room temperature and
processed without delay.

The samples included popular superfruits commercially available on the Polish market,
such as strawberry, raspberry, blueberry, blackberry, forest berry, haskap berry, wild strawberry,
currant (black, red, white), gooseberry (white and red), cranberry, chokeberry, and black
elderberry.

2.5. Sample preparation for the determination of reduced thiols

A berry sample (~1 g) was mixed with 10 mL of ice-cold 0.2 mol/L PBS pH 9.0 in a 50 mL PP
Falcon tube. The sample was spiked with 10 pL. of NAC (0.1 mol/L) as an internal standard
(IS). Subsequently, 400 puL of 0.25 mol/L CMQT was added. The mixture was homogenized on
ice for 1 min at low speed and then incubated on ice for an additional 10 min. After incubation,
the reaction mixture was acidified with 100 pL of 3 mol/L PCA and centrifuged at 12,000 x g
for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was filtered through a 0.22 um PES syringe filter.
Finally, a 20 pL aliquot was injected into the LC-UV system. During analysis, samples were

maintained in the autosampler at room temperature.

2.6. Sample preparation for the determination of total thiols

A berry sample (~1 g) was mixed with 10 mL of ice-cold 0.2 mol/L PBS pH 9.0 in a 50 mL PP
Falcon tube. The sample was spiked with 10 uL of NAC (0.1 mol/L) as an IS. Subsequently,
400 pL of 0.25 mol/L CMQT and 400 pL of 0.25 mol/L TCEP were added. The mixture was
homogenized on ice for 1 min at low speed and then incubated on ice for an additional 10 min.

After incubation, the reaction mixture was acidified with 100 pL of 3 mol/L PCA and
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centrifuged at 12,000 x g for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was filtered through a
0.22 pm PES syringe filter. Finally, a 20 puL aliquot was injected into the LC-UV system. During

analysis, samples were maintained in the autosampler at room temperature.

2.7. LC-UV conditions

Samples were analyzed according to the previously reported method (Piechocka et al., 2023).
The chromatographic separations were performed at 25 °C using gradient elution (0-8 min, 11-
40% solvent B; 8-12 min, 40-11% solvent B) with the mobile phase consisted of 0.1 mol/L TCA
pH 1.7 (solvent A) and ACN (solvent B), delivered at a flow rate of 1 mL/min. The column was
re-equilibrated between analyses by setting the post-run conditioning at 11% B for 2 min. UV
detection was performed at 355 nm (4 nm bandwidth) with a reference at 390 nm + 10 nm. The

detector was set to acquire data from 4 to 10 min.

3. Results and discussion

The article describes the first LC-UV methods for the determination of total and reduced GSH,
Hcy, Cys, and Cys-Gly in berry fruits. The following section details the results obtained during
method development, validation and its application to superfruits, presented in the

chronological order of the experiments.

3.1. Sample preparation

Sample preparation involves the addition of NAC acting as an IS, simultaneous homogenization
in 0.2 mol/L PBS pH 9.0, reduction of disulfide bonds with TCEP (if total thiol content is
determined), and derivatization with CMQT. The mixture is then acidified with 3 mol/L PCA
and filtered through a PES membrane prior to LC-UV analysis. These sample preparation steps
are typical for the determination of both reduced and total thiol content in various matrices
(Glowacki et al., 2022; Isokawa et al., 2014; Kusmierek et al., 2009; Piechocka, Wronska, et
al., 2020; Toyo’oka, 2009; Tsiasioti & Tzanavaras, 2023). Method development was conducted
using strawberries as a model matrix. For the optimization of reduced and total thiol assays,
samples were fortified with Cys, GSH, Hcy, and Cys-Gly (or their corresponding symmetrical
disulfides at 100 umol/L). In each case, a 1 g portion of the whole fruit was analyzed to reflect

its common dietary form.

3.1.1. Addition of internal standard

Since NAC has not been identified as an endogenous component of berry fruits, it was utilized
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as an IS to account for procedural variability. To date, its application as an IS has been
documented primarily in the LC analyses of thiols in biological matrices (Arroyo et al., 1997;
Khan & Igbal, 2011; Liu et al., 2006). As demonstrated during method validation, the inclusion

of NAC enhances the precision and consistency of the data.

3.1.2. Homogenization

To ensure sample homogeneity and prevent enzymatic degradation, whole berry fruits were
homogenized on ice using a rotor-stator homogenizer (Figure la-b), following established
literature protocols (Chwatko et al., 2014; Demirkol & Cagri-Mehmetoglu, 2008; Tsiasioti &
Tzanavaras, 2023). Homogenization was carried out in a 0.2 mol/L PBS buffer, serving as both
the homogenization and derivatization medium (Chwatko et al., 2014; Glowacki et al., 2016,
2022; Kusmierek et al., 2009, 2011; Piechocka, Wronska, et al., 2020; Piechocka et al., 2023;
Stachniuk et al., 2016; Sudomir et al., 2025). It was found that 0.2 mol/L PBS at pH 9.0 is
crucial to maintain the homogenate pH within the range of 6.5 to 8.0, regardless of the type of
berry fruit. This is particularly important considering that CMQT effectively reacts with Hcy,
Cys, Cys-Gly, GSH, and NAC in this medium (pH range 6.0-10.0) to yield the corresponding
2-S-quinolinium derivatives (Stachniuk et al., 2016). Furthermore, a 1:10 (w/v) sample-to-
solvent ratio was found to be critical for maintaining the homogenate pH within the intended
range and ensuring sufficient chromatographic resolution and method selectivity (Figure 2).
Additionally, 1-min homogenization period was found to be sufficient to achieve sample
uniformity and efficient analyte extraction. The homogenate is then incubated on ice to ensure
complete reduction of disulfides (if total thiol content is determined) and completion of

derivatization steps.

3.1.3.Reduction of disulfide bonds

To determine the total thiol content, samples were treated with a reducing agent to convert
disulfides into free thiols, thereby making them available for derivatization with CMQT. Based
on our previous experience (Chwatko et al., 2014; Gtowacki et al., 2016; Kus$mierek et al.,
2011; Piechocka, Wieczorek, et al., 2020; Piechocka, Wronska, et al., 2020; Piechocka et al.,
2023; Stachniuk et al., 2016; Sudomir et al., 2025), TCEP was employed to cleave disulfide
bonds. The optimization of this process focused on two primary parameters, namely the TCEP
concentration (Figure 3a) and reaction time (Figure 3b). These factors were evaluated using
TCEP concentrations ranging from 1 to 12.5 pmol/mL in the reaction mixture, with incubation

times of 1-20 min on ice. Kinetic analysis indicated that the reduction was complete within 1
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min at a TCEP concentration of 10 umol/mL. For routine analysis, a 10-min reaction time was
selected to ensure the streamlined processing of multiple sample batches. Notably, for the
determination of total thiol content, homogenization was performed simultaneously with
disulfide bond reduction and derivatization to simplify the workflow. As demonstrated earlier,
this approach enables highly reproducible results and good reaction yields for Hey, Cys, Cys-
Gly, and lipoic acid after treatment with TCEP and CMQT (Sudomir et al., 2025).

3.1.4.Derivatization

To facilitate UV absorption and improve analyte stability, samples were derivatized with
CMQT. The utility of this reagent for the modification of Cys, Hcy, GSH, Cys-Gly, and NAC
is well-supported by previous studies (Bald & Glowacki, 2001; Chwatko et al., 2014; Gawet et
al., 2025; Glowacki et al., 2016, 2022; Kusmierek et al., 2011; Piechocka et al., 2023). It has
been shown that CMQT reacts almost instantaneously with mentioned thiols in 0.2 mol/L PBS
(pH range 6.0-10.0) to yield the corresponding 2-S-quinolinium derivatives (Bald & Gtowacki,
2001; Stachniuk et al., 2016). In this study, the CMQT concentration (Figure 4a) and reaction
time (Figure 4b), were optimized. Optimization was carried out using CMQT concentrations
ranging from 1 to 12.5 pmol/mL in the reaction mixture, with incubation times of 1-20 min on
ice. Kinetic studies revealed that the reaction reached completion within 1 min at a CMQT
concentration of 10 umol/mL. In addition, it was observed that analytes in homogenates treated
with CMQT and TCEP stored on ice remained stable for at least 8 h across all examined
concentrations (Figure 5a). Recoveries for the total thiol assay were 85.17%, 85.25%, 98.28%,
100.1%, and 100.3% for Cys, Cys-Gly, GSH, Hcy and NAC, respectively. By contrast, reduced
thiols in homogenates containing only CMQT were stable for no more than 30 min (Figure 5b),
achieving recoveries of 100.32%, 93.12%, 91.49%, 82.01%, and 99.23%. A reaction time of 10
min was selected for routine analysis to facilitate the efficient processing of sample batches,

followed by acidification.

3.1.5.Deproteinization

To terminate the derivatization reaction, precipitate proteins, and prolong the stability of the 2-
S-quinolinium derivatives of Cys, Cys-Gly, GSH, Hcy, and NAC, samples were acidified.
Based on our previous experience (Chwatko et al., 2014; Glowacki et al., 2016, 2022;
Kusmierek et al., 2011; Piechocka et al., 2023; Stachniuk et al., 2016; Sudomir et al., 2025),
acidification was performed using 3 mol/L PCA. Efficient protein precipitation and sample

acidification were achieved by adding 100 puL of 3 mol/L PCA to the homogenates. The test
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sample pH was estimated to be 0-1. After centrifugation, the supernatant was filtered.

3.1.6.Filtration

Prior to LC analysis, the test samples underwent purification via filtration. A comparative
assessment of various syringe filters, including nylon, polytetrafluoroethylene, and PES with
porosities of 0.20-0.22 um, was conducted (Figure 6). The PES filter was chosen, as it offered

the highest recovery (98.4-100.5%) and high precision across all tested concentration levels.

3.1.7.Stability of test samples

The stability of 2-S-quinolinium derivatives of Cys, Cys-Gly, GSH, Hcy, and NAC in processed
samples was evaluated at 25 °C at low, medium and high concentration levels (ICH, 2022).
Stability tests confirmed that these derivatives remain stable for at least 7 days across all the
concentrations examined. For the total thiol assay, recoveries of 93.96%, 88.04%, 98.96%,
89.96%, and 93.07% were obtained for 2-S-quinolinium derivatives of Cys, Cys-Gly, GSH,
Hcy, and NAC, respectively (Figure 7a), while for the reduced thiol assay, they reached 90.10%,
97.16%, 94.20%, 88.88%, and 93.38% (Figure 7b). Moreover, freeze-thaw stability testing
indicated that samples subjected to up to five freeze-thaw cycles yield reliable results. In both
total and reduced thiol assays, the concentration of the target derivatives remained above
90.38% and 90.62% of their initial values, respectively (Figure 8a-b). These findings align with
the well-established stability of 2-S-quinolinium derivatives under acidic conditions (Gtowacki
et al., 2022; Kusmierek et al., 2009, 2011; Piechocka et al., 2023; Piechocka, Wronska, et al.,
2020; Stachniuk et al., 2016; Sudomir et al., 2025).

3.2. Chromatographic and detection conditions

Samples were analyzed according to the previously reported method (Piechocka et al., 2023),
which utilizes ion-pair reversed-phase LC coupled with UV detection to quantify 2-S-
quinolinium derivatives of GSH, Cys, Hcy, and Cys-Gly. To date, the utility of this separation
technique has been extensively documented for the determination of both low- and high-
molecular-mass sulfur compounds following derivatization with CMQT (Glowacki et al., 2022;
Isokawa et al., 2014; Ku$mierek et al., 2009, 2011; Piechocka, Wronska, et al., 2020; Toyo’oka,
2009). Importantly, effective separation of the 2-S-quinolinium derivatives of analytes and IS
in berry fruit samples was achieved within 12 min at room temperature under the set conditions
(Figure 9a-b and Figure 10a-b). Each target compound yielded a single chromatographic peak,

and the elution profiles of blank samples showed no interfering signals at the analytes” retention
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times when monitored at 355 nm (Figure 9 and Figure 10). The elution order was as follows:
NAC, GSH, Hcy, Cys, and Cys-Gly. Under these conditions, the peak symmetry factors for
NAC, GSH, Hcy, Cys, and Cys-Gly ranged from 0.90-0.92, 0.93-0.98, 0.86-1.03, 0.89-1.22,
and 0.96-1.31, respectively. Since satisfactory methods” performance was achieved, the LC-UV
conditions were not further optimized in this study. To confirm the identity of the analytes and
the IS in real samples, their retention times and UV spectra were compared with those obtained

from analytical standards.

3.3. Validation of the method

Validation was performed according to the latest International Council for Harmonisation
guidelines for bioanalytical method validation (ICH, 2022). Parameters such as selectivity,
linearity, intra- and inter-day precision and accuracy, the limit of quantification (LOQ), carry-
over, matrix effect, and reinjection reproducibility were assessed for both reduced and total
GSH, Cys, and Cys-Gly. As noted in Section 3.4, Hcy was not detected in berry fruits examined,

therefore, the compound was not evaluated during validation process.

3.3.1.Selectivity

The selectivity of the method was previously established for several low-molecular-mass sulfur
species that form UV-absorbing 2-S-quinolinium derivatives upon reaction with CMQT
(Glowacki et al., 2022; Kusmierek et al., 2009, 2011; Toyo’oka, 2009). The compounds
included Cys, Cys-Gly, Hey, GSH, NAC, 2-(3-hydroxy-5-phosphonooxymethyl-2-methyl-4-
pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid, captopril, mesna, cysteamine, tiopronin,
methimazole, y-glutamyl-cysteine, and thioproline, among others (Gawel et al.,, 2025;
Piechocka et al., 2023). Furthermore, the selectivity studies evaluated interferences originating
from all known and unknown components of berry samples using a spiking approach, since the
analytes are endogenous components of these superfruits. Berry samples with known
endogenous reduced/total thiol concentrations were spiked with analytical standards at low,
medium, and high LOQ. The lack of co-eluting interferences, coupled with a linear increase in
peak areas following fortification, confirmed the methods" selectivity and capacity to accurately
distinguish the analytes from the complex matrix components. The selectivity was confirmed
by comparing retention times and peak shapes in both non-spiked and spiked samples. Peak
purity tests further confirmed the ability of the LC-UV method to differentiate and measure

thiols in the presence of matrix components in berry samples.
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3.3.2. Linearity

An IS calibration method was applied to evaluate the calibration range of 0.5-50 umol/L for
reduced/total GSH, and 0.5-20 pmol/L for reduced/total Cys and Cys-Gly. Calibration standard
concentrations were selected based on preliminary findings. Each calibration curve, comprising
blank/zero samples and seven calibrators, was processed in triplicate over three consecutive
days. To establish the concentration-response relationship (analyte-to-IS peak area ratio), a
linear least-squares regression was applied. The resulting curves exhibited excellent linearity,
with correlation coefficients exceeding 0.9977. However, variability in the regression slopes
was noted both within and between days. For the total thiol assay, the coefficient of variation
(CV) of the slopes ranged from 2.32% to 7.70%, while for the reduced thiol assay, it varied
from 1.78% to 7.97%, reflecting the presence of the matrix effects in the LC-UV analysis (Table

1.

3.3.3. Precision and accuracy

Methods' performance, in terms of precision and accuracy, was verified during linearity
evaluation. Precision was expressed as the CV, whereas accuracy was calculated as the
percentage of nominal concentration (recovery). For total thiol assay, the intra- and inter-day
accuracy fell within the ranges of 84.33-120.21% and 82.52-118.60%, with corresponding
precision values of 0.34-7.90% and 0.34-7.90%. In the case of reduced thiol assay, the accuracy
ranged from 81.16% to 109.24% and 81.16% to 117.35%, while precision varied from 0.55%
to 12.36% and 0.45% to 14.85% for intra- and inter-day measurements, respectively (Table 2).

3.3.4.The limit of quantification

Since the analytes are endogenous components of berry superfruits, the LOQ was determined
based on the lowest point of the calibration range (Table 2). This concentration produced a
reproducible detector response at least 10-fold higher than the baseline signal, with high levels
of precision and accuracy for all analytes. The precision did not exceed 12.36% and accuracy
ranged from 81.16% to 120.21%. Furthermore, the estimated LOQ values corresponded to those
determined experimentally by the signal-to-noise method, using 0.2 mol/L PBS pH 9.0 as a

surrogate matrix.

3.3.5.Carry-over effect
No signals corresponding to 2-S-quinolinium derivatives of GSH, Cys, Cys-Gly, Hcy, or NAC

were observed in blank samples analyzed directly after the upper LOQ calibrator, demonstrating

11
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that the method is devoid of carry-over effects.

3.3.6. Matrix effect

The matrix effect was assessed by comparing calibration curves from six independent
strawberry sources and five other berry species (black currant, blueberry, forest berry, raspberry,
blackberry) against a curve in a surrogate matrix (0.2 mol/L PBS pH 9.0). The CV of the slopes
of the regression lines was 32.16%, indicating a substantial matrix effect. Due to the detected
interspecies variability, a single-point standard addition method, integrated with internal

standardization, was used for determination of thiols in the berries.

3.3.7.Reinjection reproducibility

To evaluate reinjection reproducibility, ten replicate injections of quality control samples at
three concentration levels (low, medium, and high) were performed. The CV values of retention
times were 0.05% for NAC, 0.03% for Cys-Gly, 0.05% for Hcy, 0.03% for Cys, and 0.06% for
GSH, regardless of the tested concentration. Regarding peak areas, the mean CV values were
0.10% for NAC, 0.34% for Cys-Gly, 0.56% for Hcy, 0.31% for Cys, and 0.98% for GSH. This
high precision confirms that the processed samples remain stable for multiple reinjections

without compromising data integrity, easily meeting the acceptance criterion of CV<1%.

3.4. Application of the method

The LC-UV assays were used to quantify reduced and total forms of GSH, Cys, Cys-Gly, and
Hcy in several berry superfruits. A single-point standard addition approach, integrated with
internal standardization, was employed to mitigate matrix effects and determine analyte
concentrations in the samples. The concentration of each analyte was calculated using the
following formula: Cx = (Yx * Cis) / (Y1s - Yx), where Cx represents the analyte concentration
in the berry sample, Yx is the signal ratio of analyte to the IS in the sample, Cis is the
concentration of added IS, and Yis is the signal ratio in the spiked sample. Table 3 details the
estimated concentrations of reduced and total thiols. As far as we are aware, this study

constitutes preliminary data regarding thiol profiles in berry superfruits.

4.  Conclusions
To the best of our knowledge, this work describes the first LC-UV approach to quantify both
total and reduced GSH, Cys, Cys-Gly, and Hcy across a diverse range of berry superfruits.

Consequently, it reports the first comprehensive data on the thiol content — a group of valuable
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antioxidants - in these species. Among all analyzed samples, GSH predominated as the most
abundant thiol, followed by Cys at significantly lower levels, while Cys-Gly was detected only
in trace amounts (Table 3). From a practical perspective, our results offer valuable insights into
public health, helping health-conscious individuals make informed dietary choices and
purchase decisions. The proposed analytical tools are well-suited for evaluating the impact of
food processing on antioxidant levels. A key strength of these methods lies in their simplified
sample preparation procedure and excellent analyte stability at all stages. The entire protocol
for both reduced and total thiols takes roughly 40 min using no more than 25 mL of inexpensive
chemicals. These features make our methods ideally suited for high-throughput food quality

control.
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Figure 1. Comparison of (a) total thiol and (b) reduced thiol stability during homogenization

of berry fruits at room temperature and on ice. Data are presented as mean + SD (n=3).

Figure 2. The effect of different dilution ratios on the LC-UV detector response for the 2-S-

quinolinium derivatives of thiols. Values represent mean = SD (n=3).
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Figure 3. Optimization of the disulfide reduction step. (a) Effect of TCEP concentration on the

reduction yield in berry extract. (b) Kinetic profile of the reduction reaction at 10 pmol/mL
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Figure 4. Optimization of the derivatization step. (a) Effect of CMQT concentration on the

derivatization yield in berry extract. (b) Kinetic profile of the derivatization reaction at 10

pmol/mL CMQT concentration on ice. Values represent the mean + SD (n=3).
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Figure 5. Stability of thiols in berry homogenates during storage on ice. (a) Total thiol assay

(samples treated with TCEP and CMQT) and (b) reduced thiol assay (samples treated with
CMQT). Data are presented as mean + SD (n=3).

Figure 6. Effect of syringe filter material on the recovery of 2-S-quinolinium derivatives of
analytes from test samples prior to LC-UV analysis. Data are presented as mean + SD (n=3) for

various concentration levels.
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Figure 7. Stability of 2-S-quinolinium derivatives of Cys, Cys-Gly, GSH, Hcy, and NAC in
samples during storage at 25 °C. (a) Total thiol assay and (b) reduced thiol assay. Values

represent the mean + SD (n=3).

Figure 8. Freeze-thaw stability of 2-S-quinolinium derivatives of Cys, Cys-Gly, GSH, Hcy, and

NAC in processed samples. (a) Total thiol assay and (b) reduced thiol assay. Values represent

the mean = SD (n=3).
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Figure 9. Representative chromatograms of standard solutions and berry fruit samples prepared
according to the procedure described in Section 2.6. Chromatographic conditions were as
specified in Section 2.7. (a) Blank standard solution (black line) and a standard solution
containing GSH, Hcy, Cys, Cys-Gly, and NAC (100 umol/L each, grey line). (b) Strawberry
(black dashed line), raspberry (grey line), and white gooseberry (black line). The retention times
for NAC, GSH, Hcy, Cys, and Cys-Gly are 5.6, 6.0, 6.2, 8.0, and 8.2 min, respectively.
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Figure 10. Representative chromatograms of standard solutions and berry fruit samples
prepared according to the procedure described in Section 2.5. Chromatographic conditions were
as specified in Section 2.7. (a) Blank standard solution (black line) and a standard solution
containing GSH, Hcy, Cys, Cys-Gly, and NAC (100 umol/L each, grey line). (b) Strawberry
(black dashed line), white currant (grey line), and white gooseberry (black line). The retention
times for NAC, GSH, Hcy, Cys, and Cys-Gly are 5.6, 6.0, 6.2, 8.0, and 8.2 min, respectively.



Table 1. Validation data corresponding to intra-day measurements (n=3).

Regression CV dope Range Precision (%) Accuracy (%) LOQ

Analyte .
equation (R) (%) (umol/L) Min Max Min Max (umol/L)

Total thiol assay

y=0.0117x+0.0818

Cys 271 0520 177 540 9709 12021 05
(0.9991)
y=0.0091x-0.0014
Cys-Gly 770 0520 174 7.90 8974 11707 05
(0.9977)
y=0.0049x+0.1071
GSH 232 0550 034 419 8433 11836 05
(0.9999)

Reduced thiol assay

y=0.0078x+0.0261

Cys 797 0520 152 1236 8809 10589 05
(0.9989)
y=0.0084x-0.0021
Cys-Gly 178 0520 084 952 8308 107.72 05
(0.9980)
y=0.011x+0.068
GSH 224 0550 055 326 8116 10924 05
(0.9999)

Abbreviations: Cys, cysteine; Cys-Gly, cysteinyl-glycine; CV, coefficient of variation; GSH, glutathione; LOQ,

limit of quantification; R, correlation coefficient.



5  Table 2. Precision and accuracy data based on three-day measurements (n=3).

Concentration Precision (%) Accuracy (%)
Analyte
(umol/L) Intra-day Inter-day Intra-day Inter-day
Total thiol assay
0.5 2.01 2.70 97.09 82.52
2.5 3.03 1.67 108.78 102.99
Cys
10 3.36 2.02 103.26 103.60
20 5.40 2.10 99.53 101.91
05 6.17 5.03 117.07 95.33
2.5 4.69 4.06 105.48 100.80
Cys-Gly
10 6.11 4.56 89.74 99.61
20 7.90 3.40 102.60 108.65
0.5 1.01 0.66 84.33 102.64
2.5 1.44 1.66 113.22 109.88
GSH
10 4.03 1.99 86.49 93.36
50 4.19 3.08 99.97 101.54
Reduced thiol assay
0.5 157 2.04 105.89 87.77
2.5 7.80 411 88.09 102.14
Cys
10 12.36 8.38 91.30 94.26
20 7.76 7.38 100.72 102.97
05 5.13 6.45 83.08 83.49
2.5 7.92 6.77 97.85 88.39
Cys-Gly
10 0.84 6.27 101.14 99.26
20 9.52 8.52 107.34 102.36
05 0.55 3.07 81.16 104.99
2.5 3.26 6.42 86.71 87.65
GSH
10 321 3.44 106.42 88.38
50 2.22 7.38 100.17 99.71

6 Abbreviations: Cys, cysteine; Cys-Gly, cysteinyl-glycine; GSH, glutathione.
7



8

9
10

Table 3. Total and reduced thiol content in berry superfruits. Values represent the mean + SD (n=3).

Total thiol content (ug + SD/g berry)

Reduced thiol content (ng = SD/g berry)

Berry type

Cys Cys-Gly GSH Hcy Cys Cys-Gly GSH Hcy
Blackberry 1.95+0.31 ND 81.85+1.27 ND 0.89+0.13 ND 34.66 +0.44 ND
Black elderberry 13.62 £2.55 ND 38.06 £6.07 ND 2.97 £ 0.46 ND 7.93 £0.53 ND
Blueberry 3.57+0.29 ND 4544 +£2.29 ND 0.55 +0.02* ND 1.78 £0.02 ND
Chokeberry ND ND 59.21 £5.25 ND ND ND 25.29+0.60 ND
Cranberry 11.28 £0.32 ND 97.82 +£3.46 ND 1.07+0.19 ND 4.03 +£0.21 ND
Black currant 9.32+1.52 ND 121.07 £4.90 ND 0.96 +0.08 ND 37.40 £1.51 ND
Red currant 23.30+£2.18 ND 122.26 £ 4.01 ND 428 +£1.25 ND 3573 £1.62 ND
White currant 3.23+0.18 ND 45.03 £3.72 ND 1.17+0.20 ND 10.33+0.12 ND
Forest berry 0.62+0.57* 2731+£0.07 211.94+5.44 ND 041+1.67* 2.33+0.07 15.05 £ 0.66 ND
White gooseberry 4.71 £0.26 ND 151.03 £2.73 ND 2.35+0.22 ND 27.01 £0.31 ND
Red gooseberry 2.99+0.16 ND 343.55+14.20 ND 1.22 £0.37 ND 17.46 £2.34 ND
Haskap berry 6.84+0.68 12938+£0.12 56.50+4.42 ND 038+0.63* 4.76+0.12 21.72+£0.45 ND
Raspberry 2.82+0.09 116.10+£0.77 168.63+0.93 ND 0.77 £0.05 ND 35.95+0.26 ND
Strawberry 22.09 £0.48 ND 214.60 = 1.56 ND 9.80+0.70 ND 25.65 +£0.96 ND
Wild strawberry 3.58+0.52 ND 23.32+£0.84 ND 1.00 +0.14 ND 6.74 +0.30 ND

ND, not detected.

Abbreviations: Cys, cysteine; Cys-Gly, cysteinyl-glycine; GSH, glutathione; Hey, homocysteine; SD, standard deviation. Legend: (*) estimated concentration below lower LOQ;



Publikacja [D6]:

M. Gawel, R. Gtowacki, J. Piechocka, The first LC-ESI-MS/MS-based method(s) for
the determination of reduced and grand total thiols in berry superfruits (Food

Chemistry, w recenzji)

W kolejnych badaniach dotyczgcych okreslania zawartosci zwigzkdéw tiolowych
w owocach jagodowych wykorzystatam technike wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowg spektrometria mas (HPLC-MS/MS),
charakteryzujgca sie wysokg czutoscig oraz niskimi granicami wykrywalnosci
i oznaczalnosci, co stanowi istotng przewage w przypadku tego typu oznaczen.
Niniejsza praca przedstawia metode oznaczania zarowno zredukowanych jak
i catkowitych form tioli w probkach owocéw jagodowych dostepnych na rynku
polskim.

Przygotowanie probek w ramach opracowanej metody obejmowato kilka
kluczowych etapéw, w tym: homogenizacje probki owocu, redukcje wigzan
disiarczkowych (w przypadku oznaczania catkowitej zawartosci tioli), rozciehczenie
oraz filtracje. Ze wzgledu na specyfike analizowanych matryc oraz ich znaczne
zroznicowanie pod wzgledem pH i zawarto$ci wody, konieczne byto zastosowanie
wzorca wewnetrznego (IS), co pozwolito na uzyskanie odpowiedniej powtarzalnosci
i odtwarzalnosci wynikéw. W celu zapewnienia jednorodnosci probek owocow,
jednym z kluczowych etapow ich przygotowania byta homogenizacja prowadzona
w odpowiednio dobranym medium. W omawianej metodzie zastosowatam 0,1%
roztwor kwasu mrowkowego (FA). Optymalny stosunek masy owocu do objetosci
FA ustaltam na poziomie 1:2 (m/v), co umozliwiato precyzyjne pipetowanie
homogenatu przy jednoczesnym ograniczeniu nadmiernego rozcienczenia probki.
Caly proces homogenizacji prowadzitam w warunkach chtodzenia na lodzie w celu
ograniczenia degradacji enzymatycznej analitow. W przypadku oznaczania
catkowitej zawartosci tioli kluczowym etapem byto przeprowadzenie redukcji wigzan
disiarczkowych. Podobnie jak w opisywanej powyzej metodzie [D5], zdecydowatam
sie na wykorzystanie tris(2-karboksyetylo) fosfiny (TCEP). Zoptymalizowatam
najwazniejsze parametry wptywajgce na wydajnos¢ reakcji, tj. stezenie reduktora
oraz czas inkubaciji. Badania kinetyczne wykazaty, ze reakcja przebiega w czasie

7,5 minuty przy stezeniu TCEP wynoszgcym 10 mmol/l. W analizach rutynowych

38



przyjetam jednak wartos¢ 10 minut, co umozliwiato efektywne zarzgdzanie czasem
podczas przygotowywania wiekszych serii probek. Co wazne, w przypadku
oznaczania catkowitej zawartosci tioli homogenizacje prowadzitam réwnoczesnie
z procesem redukcji wigzan disiarczkowych. Uzyskane po odwirowaniu roztwory
przed analizg rozcienczatam 0,1% FA, ktory to stanowit rowniez jeden ze sktadnikéw
fazy ruchomej. Kompatybilno$¢ skfadu prébki ze stosowang fazg ruchomg okazata
sie kluczowa podczas prowadzenia oznaczen z wykorzystaniem chromatografii
oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Bezpos$rednio przed analizg chromatograficzng
prébki poddawatam filtracji z wykorzystaniem filtrow membranowych.

W opisywanych badaniach anality rozdzielatam na kolumnie XBridge Glycan
BEH Amide. Zastosowatam typowg dla HPLC-MS/MS faze ruchoma, sktadajgca sie
z 0,17% FA w mieszaninie rozpuszczalnika A (woda/acetonitryl, 95:5, v/v) oraz
rozpuszczalnika B (woda/acetonitryl, 5:95, v/v). Poczatkowy sktad objetosciowy
eluentow wynosit 10:90 (A:B, v/v). Zastosowanie elucji gradientowej umozliwito
skuteczne rozdzielenie analitbw oraz IS, ktéry stanowita cysteamina (MEA).
Oznaczenia prowadzitam w trybie monitorowania wielokrotnych przejs¢ jonowych
(MRM) przy dodatniej jonizacji poprzez elektrorozpylanie. Dla kazdego analitu
wybrane zostaty trzy przejscia MRM. Przejscie odpowiadajgce jonowi 0 najwickszej
intensywnosci wykorzystatam do oznaczen ilosciowych, natomiast dwa pozostate
stuzyty do potwierdzenia tozsamosci analitu (analiza jakosciowa).

Opracowang metode, podobnie jak wczesniej opisane [D3,D4,D5] poddatam
petnej walidacji zgodnie z wytycznymi dla metod bioanalitycznych [64],a nastepnie
zastosowatam do szeregu prébek owocdéw jagodowych dostepnych na rynku
polskim.

Przedstawiona praca opisuje pierwszg metode bazujgca na technice HPLC-
MS/MS, ktéra umozliwia oznaczanie zaréwno catkowitej jak i zredukowanej
zawartosci matoczgsteczkowych zwigzkéw tiolowych w owocach jagodowych.
Z praktycznego punktu widzenia uzyskane wyniki mogg mie¢ duze znaczenie
w kontekscie zdrowia publicznego oraz swiadomych wyboréw zywieniowych,
wspierajgc podejmowanie decyzji dotyczgcych diety i konsumpcji produktow
roslinnych. Sposréd wszystkich zwigzkéw badanych w owocach jagodowych, GSH
okazat sie dominujgcym. Co wazne, w poréwnaniu z opisang powyzej metodg [D5],
w niektérych owocach stwierdzitam obecnosé Hcy zarbwno w formie utlenionej jak

i zredukowane;.
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Abstract

The article presents the results of total and reduced glutathione (GSH), homocysteine (Hcy),
cysteine (Cys), and cysteinyl-glycine (Cys-Gly) contents in berry fruits, obtained using an
original method based on high-performance liquid chromatography with positive electrospray

ionization tandem mass spectrometry detection (LC-ESI-MS/MS). The assay employs
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cysteamine or cystamine as an internal standard when reduced or total thiol content is
determined, respectively. Sample preparation primarily involves homogenization in 0.1%
formic acid (FA), reduction of disulfide bonds with tris(2-carboxyethyl)phosphine (if total thiol
content is determined) and filtration through polyethersulfone membrane. Chromatographic
separation of the analytes is achieved within 10 min at 25 °C on an X-Bridge Glycan BEH
Amide (100 x 2.1 mm, 2.5 pm) column using gradient elution. The mobile phase consists of
0.1% FA in a mixture of solvent A (water/acetonitrile, 95:5, v/v) and solvent B
(water/acetonitrile, 5:95, v/v) delivered at a flow rate of 0.3 mL/min. The methods were
validated according to ICH M10 on bioanalytical method validation guidelines. They were
successfully applied to commonly consumed berries in Poland, such as strawberry, raspberry,
blueberry, blackberry, forest berry, haskap berry, wild strawberry, currant, gooseberry,
cranberry, chokeberry, and elderberry. In all analyzed berries, GSH was found to be the most
abundant thiol. Cys was present in significantly lower concentrations. Cys-Gly and Hcy

occurred in trace amounts and were not detected in all samples.

Keywords
aminothiols; antioxidants; berry fruits; high-performance liquid chromatography; mass

spectrometry; superfruits

Abbreviations

ACN, acetonitrile; Cys, cysteine; Cys-Gly, cysteinyl-glycine; CV, coefficient of variation; ESI,
electrospray ionization; FA, formic acid; GSH, glutathione; Hcy, homocysteine; HILIC, high-
performance hydrophilic interaction chromatography; IS, internal standard; LC, high-
performance liquid chromatography; LOQ, limit of quantification; MEA, cysteamine; MeOH,
methanol; MRM, multiple reaction monitoring mode; MS/MS, tandem mass spectrometry;
PES, polyethersulfone; PP, polypropylene; SD, standard deviation; TCEP, tris(2-
carboxyethyl)phosphine.

1. Introduction

The term “superfruits” is usually used to describe non-genetically modified, unprocessed fruits
of natural origin that are exceptionally rich in essential nutrients with beneficial effects on the
human health body (Chang et al., 2019; Liu et al., 2021; Nagaraja et al., 2026). Despite the
widespread popularity of food products valued for their health-promoting properties, there is a

notable lack of comprehensive data regarding their qualitative and quantitative composition.
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Furthermore, specific information on the individual bioactive substances responsible for these
health benefits remains scarce. While the analytical spectrum of compounds identified in
superfruits is broad, research primarily focuses on monitoring vitamins, minerals, and
antioxidants (Chang et al., 2019; Liu et al., 2021; Nagaraja et al., 2026). Among these,
polyphenols remain the most thoroughly studied group to date.

Sulfur-containing compounds, such as glutathione (GSH), cysteine (Cys), cysteinyl-
glycine (Cys-Gly), and homocysteine (Hcy) are well-known antioxidants that play a critical
role in cellular redox homeostasis (Gtowacki et al., 2022). In humans, these four compounds
are often analyzed collectively due to their chemical relationship within the y-glutamyl cycle
(Glowacki et al., 2022; Isokawa et al., 2014; Piechocka, Wronska, et al., 2020). Interestingly,
despite being widely recognized for their antioxidant properties, berry fruits have not yet been
the subject of comprehensive studies to confirm or exclude the presence of the full spectrum of
these relevant thiols. Their specific thiol composition remains largely unmapped. Existing
literature provides only fragmentary data, such as the presence of Cys and GSH in strawberries
(Demirkol et al., 2004, 2008; H. Zhang et al., 2014) and blackberries (Huang et al., 2023;
Jumakulova et al., 2025; Shah et al., 2025) or Cys in raspberries (S. Zhang et al., 2022) and
blueberries (H. Zhang et al., 2014), leaving a significant gap in our understanding of these
matrices. Furthermore, to the best of our knowledge, a significant analytical bottleneck exists
as there is currently no established methodology capable of accurately quantifying both the
reduced forms and the total thiol content within these complex plant tissues.

Thus, this research aims to develop and validate robust analytical methods based on high-
performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for
the determination of both reduced and total thiols in berries. Then, the assays will be applied to
screen various berries to establish the profiles of GSH, Cys, Cys-Gly, and Hcy in some
commercially available “superfruits” on the Polish market. The study will encompass a wide
range of samples, including strawberries, raspberries, blueberries, blackberries, forest berries,
haskap berries, wild strawberries, currants (black, red, white), gooseberries (white and green),
cranberries, chokeberries, and black elderberries. Filling this analytical gap will provide deeper

insights into the nutritional biochemistry of these superfruits.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and materials
Throughout the experiments commercially available and at least analytical reagent grade

chemicals were used. Cys, GSH, Hcy, Cys-Gly, cysteamine (MEA), and their symmetrical
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disulfides as well as tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Water, acetonitrile (ACN), methanol (MeOH) and formic
acid (FA) which served as mobile phase constituents suitable for LC-MS/MS were purchased
from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Hydrochloric acid was obtained from POCH
(Gliwice, Poland). To filter test samples, syringe filters with a 0.20 um polyethersulfone (PES)

membrane (Merck Millipore, Vienna, Austria) were used.

2.2. Instrumentation
To analyze the test samples, an Agilent 1260 Infinity II LC system was used. The system was
equipped with a flexible pump integrated with a vacuum degasser (model G7104C), a
temperature-controlled sample storage unit combined with an automated sample injector
(model G7129C), a column compartment (model G7116B) and a G6470B triple quadrupole
MS/MS with Agilent JetStream ionization technology (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany). Instrument control, data acquisition, and analysis were performed using MassHunter
software. The analytes were separated on an X-Bridge Glycan BEH Amide (100 x 2.1 mm, 2.5
pum) column purchased from Waters Corporation (Milford, MA, USA).

For sample homogenization and centrifugation, an IKA T25 basic homogenizer (IKA-
Werke, Staufen, Germany) and a Mikro 220R centrifuge with a fast-cool function (Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Germany) were used. Samples were stored in an ultra-low-temperature

freezer (Panasonic Healthcare Co., Sakata, Japan).

2.3. Stock solutions
All solutions throughout the experiment were prepared using LC-MS/MS grade solvents.

Stock solutions (0.1 mol/L) of Cys, GSH, Hcy, Cys-Gly, MEA, and their symmetrical
disulfides were prepared weekly by dissolving the required amount of each solid in 0.5 mol/L
hydrochloric acid. These solutions were stored in polypropylene (PP) microcentrifuge tubes at
4 °C. Working solutions were prepared daily by diluting the stocks with 0.05 mol/L
hydrochloric acid and were used without delay.

The mobile phase components, specifically solvent A (0.1% FA in a mixture of water and
ACN, 95:5, v/v) and solvent B (0.1% FA in a mixture of water and ACN, 5:95, v/v) along with
the needle rinse solution (water/MeOH/ACN, 50:25:25, v/v/v), were prepared weekly. The
solutions were stored in tightly sealed amber glass bottles at ambient temperature.

A 0.25 mol/L stock solution of TCEP was freshly prepared by dissolving the appropriate

amount of TCEP powder in deionized water.
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The 0.1% FA and 0.05 mol/L or 0.5 mol/L hydrochloric acid solutions were prepared by
diluting the concentrated reagents with water. These were stored in tightly sealed glass flasks

at ambient temperature and used within one month.

2.4. Samples collection

Berry fruits were collected from organic domestic allotment gardens during the summertime.
The fruits were not washed; immediately after harvesting, they were frozen at -80 °C and stored
for no longer than six months. Prior to analysis, the fruits were thawed at room temperature and
processed without delay.

The samples included popular superfruits commercially available on the Polish market,
such as strawberry, raspberry, blueberry, blackberry, forest berry, haskap berry, wild strawberry,
currant (black, red, white), gooseberry (white and red), cranberry, chokeberry, and black
elderberry.

2.5. Sample preparation for the determination of reduced thiols

A berry sample (~2 g) was mixed with 4 mL of ice-cold 0.1% FA in a 50 mL PP Falcon tube.
The sample was spiked with 10 uL of MEA (10 mmol/L) acting as an internal standard (IS).
The mixture was homogenized on ice for 1 min at low speed. Following homogenization, the
sample was centrifuged at 12,000 % g for 1 min at 4 °C. For Cys, Cys-Gly, and Hcy an aliquot
of the supernatant (25 pL) was transferred to a PP microcentrifuge tube and diluted with 975
uL of 0.1% FA. For GSH, 1 pL of supernatant was diluted with 999 uL 0.1% FA. The sample
was filtered through a 0.20 um PES syringe filter. Finally, 1 pL volume was injected into the

LC-MS/MS system. Test samples were maintained in the autosampler at 10 °C.

2.6. Sample preparation for the determination of total thiols

A berry sample (~2 g) was mixed with 4 mL of ice-cold 0.1% FA in a 50 mL PP Falcon tube.
The sample was spiked with 10 uL. of MEA disulfide (5 mmol/L) as IS. Then, 160 uL of TCEP
(0.25 mol/L) was added and the mixture was homogenized on ice for 1 min at low speed.
Following homogenization, the sample was incubated for 10 min and centrifuged at 12,000 x g
for 1 min at 4 °C. For Cys, Cys-Gly, and Hcy an aliquot of the supernatant (25 pL) was
transferred to a PP microcentrifuge tube and diluted with 975 pL of 0.1% FA. For GSH, 1 pL
of supernatant was diluted with 999 uL 0.1% FA. The sample was filtered through a 0.20 pm
PES syringe filter. Finally, 1 pL volume was injected into the LC-MS/MS system. Test samples

were maintained in the autosampler at 10 °C.
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2.7. LC-MS/MS conditions

The chromatographic separations were performed at 25 °C using gradient elution (0-3 min, 90-
50% solvent B; 3-5 min, 50-90% solvent B; 5-10 min, 90% solvent B) with the mobile phase
delivered at a flow rate of 0.3 mL/min. After each injection, the needle and connecting tubing
were washed with a needle rinse solvent for 15 s. Note: To ensure reproducibility of retention
times and peak shapes, at least five blank injections running the full gradient program should
be performed, followed by the analysis of study samples.

The MS/MS detector was operated in positive electrospray ionization (ESI) mode. The
operating parameters were as follows: drying gas (nitrogen) temperature, 300 °C; drying gas
(nitrogen) flow, 8 L/min; nebulizer pressure, 35 psi; sheath gas (nitrogen) temperature, 350 °C;
sheath gas (nitrogen) flow, 11 L/min; capillary voltage, + 4000 V/-2500 V; nozzle voltage, 0
V/-1000 V. The effluent was monitored in multiple reaction monitoring (MRM) mode using
three diagnostic transitions for each target compound (Table 1). The instrument was set to unit
resolution within 1.20-2.50 min for MEA, 2.55-3.55 min for Cys-Gly and Hcy, 3.80-4.44 min
for Cys, and 4.45-5.20 min time ranges for GSH. A dwell time of 100 ms or 50 ms was applied
when three or six MRM transitions were monitored per segment, yielding approximately three
scan cycles per second across the chromatographic peak. Detailed MRM detection conditions

are summarized in Table 1.

3. Results and discussion

The article describes the first LC-ESI-MS/MS method(s) for the determination of total and
reduced GSH, Hcy, Cys, and Cys-Gly in berry fruits. The following section details the results
obtained during method development, validation and its application to superfruits, presented in

the chronological order of the experiments.

3.1. Sample preparation

Sample preparation involves the addition of MEA acting as an IS (or MEA disulfide if total
thiol content is determined), homogenization in 0.1% FA, and reduction of disulfide bonds with
TCEP (if total thiol content is determined). The mixture is then diluted with 0.1% FA and
filtered through a PES membrane prior to LC-MS/MS analysis. These sample preparation steps
are typical for the determination of both reduced and total thiol content in various matrices
(Glowacki et al., 2022; Isokawa et al., 2014; Kusmierek et al., 2009; Piechocka, Wronska, et
al., 2020; Toyo’oka, 2009; Tsiasioti & Tzanavaras, 2023). Importantly, the assays do not employ
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derivatization. The procedures were developed using strawberries as a model matrix spiked
with Cys, GSH, Hcy, and Cys-Gly (or their respective symmetrical disulfides, 625 nmol/L)
when the assay for reduced and total thiol content was optimized, respectively. The standard
berry sample mass was 2 g. Whole fruit samples were assayed, reflecting the form in which

they are typically consumed.

3.1.1. Addition of internal standard

MEA was employed as an IS to compensate for variability throughout the analytical workflow.
Existing literature provides no evidence of its natural occurrence in plants. To date, MEA has
been utilized as an IS for thiol analysis in biological samples via LC (Accinni et al., 1998;
Daskalakis et al., 1996). As demonstrated during method validation, the use of MEA improves
result repeatability and reproducibility.

3.1.2. Homogenization

To ensure sample homogeneity, whole berry fruits were homogenized using a rotor-stator
homogenizer. Homogenization was performed on ice to limit enzymatic degradation, as
recommended in the literature (Chwatko et al., 2014; Demirkol & Cagri-Mehmetoglu, 2008;
Tsiasioti & Tzanavaras, 2023). Solvents such as ACN, 0.1% FA, and MeOH were tested,
serving both as eluent components for LC-MS/MS and protein precipitating agents. A 1:2 (w/v)
sample-to-solvent ratio was employed to produce a homogenate suitable for precise and
accurate pipetting. This approach maintains sample concentration and ensures an acidic pH,
which enhances the stability of thiols (Bald et al., 2004; Ku$mierek et al., 2008; Wu et al.,
2021). In this study, pH of homogenates varied from 2 to 3 (measured using indicator paper).
Analytes in homogenates stored on ice remained stable up to 1 h in samples treated with TCEP,
and at least for 6 h in untreated samples, across all examined concentrations. Recoveries for the
total thiol assay were 116.60%, 90.63%, 119.39%, and 119.73% for, Cys, Cys-Gly, GSH, and
Hcy, respectively (Figure 1a), while for the reduced thiol assay, they reached 96.62%, 94.02%,
108.30%, 92.73% (Figure 1b). Furthermore, it was observed that a 1-min homogenization
period in 0.1% FA was sufficient for sample uniformity and efficient analyte extraction (Figure
2). After centrifugation, the supernatant was diluted 40 times for Cys, Cys-Gly, and Hecy and
1,000 times for GSH with 0.1% FA and filtered (Figure 3). Sample dilution factors were
optimized empirically. For Cys, Cys-Gly, and Hcy, a 1-to-40 dilution resulted in sharp,
symmetrical peaks and linear responses. For GSH, a 1,000-fold dilution was necessary to avoid

signal clipping and poor peak symmetry observed at lower dilutions, ultimately providing
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excellent linearity for this analyte.

3.1.3.Reduction of disulfide bonds

To determine the total thiol content, samples were treated with a reducing agent. Based on our
previous experience (Chwatko et al., 2014; Glowacki et al., 2016; Kusmierek et al., 2011;
Piechocka et al., 2023; Piechocka, Wieczorek, et al., 2020; Piechocka, Wronska, et al., 2020;
Stachniuk et al., 2016), TCEP was employed to cleave disulfide bonds. The main factors
affecting the disulfide reduction yield, namely the TCEP concentration (Figure 4a) and reaction
time (Figure 4b), were optimized. Optimization was carried out using TCEP concentrations
ranging from 1 to 15 mmol/L in the reaction mixture, with incubation times of 2.5-30 min on
ice. Kinetic studies revealed that the reaction reached completion within 7.5 min at a TCEP
concentration of 10 mmol/L. A reaction time of 10 min was selected for routine analysis to
facilitate the efficient processing of sample batches. For the determination of total thiol content,

homogenization was performed simultaneously with the reduction of disulfide bonds.

3.1.4.Filtration

Prior to LC analysis, the test samples were purified by filtration. Various syringe filters,
including nylon, polytetrafluoroethylene, and PES with nominal porosities of 0.20-0.22 pum,
were evaluated (Figure 5). Among these, the PES filter was selected as it yielded the highest

recovery (98.14-99.57%) and excellent reproducibility, independent of analytes™ concentration.

3.1.5. Stability of test samples

Thiol stability was evaluated at 10 °C at low, middle and high concentration levels (ICH, 2022).
Stability testing indicated that total and reduced thiols remain stable for 48 h and 12 h,
respectively, across all examined concentrations. For the total thiol assay, recoveries of
117.62%, 108.96%, 112.82%, 114.25% were obtained for Cys, Cys-Gly, GSH, and Hcy,
respectively (Figure 6a), while for the reduced thiol assay, they reached 90.43%, 106.88%,
103.73%, 88.01% (Figure 6b). Furthermore, freeze-thaw stability testing demonstrated that
samples subjected to up to two freeze-thaw cycles provide reliable results. In the total thiol
assay, recoveries of 88.48%, 99.51%, 110.50%, 92.69% were observed for Cys, Cys-Gly, GSH,
and Hcy, respectively (Figure 7a). In the case of reduced thiol assay, the recoveries reached
119.35%, 99.78%, 89.44%, 85.45% for Cys, Cys-Gly, GSH, and Hcy, respectively (Figure 7b).
These findings align with the well-established stability of reduced thiols under acidic conditions

(Bald et al., 2004; Kusmierek et al., 2008; Wu et al., 2021). In this study, the test sample pH
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was estimated to be approximately 2-3.

3.2. Chromatographic and detection conditions
The assays utilize high-performance hydrophilic interaction chromatography (HILIC) coupled
with positive ESI-MS/MS detection in MRM mode to quantify GSH, Hcy, Cys, and Cys-Gly

in berry superfruits.

3.2.1.Selection of separation conditions

So far, it has been demonstrated that hydrophilic compounds such as GSH, Hcy, Cys, Cys-Gly,
and MEA can be effectively separated using HILIC (Cao et al., 2015; Zhu et al., 2020). In this
study, the analytes were separated on an X-Bridge Glycan BEH Amide column (Cao et al.,
2015; Zhu et al., 2020), which was also previously employed in our research on plasma 2-(3-
hydroxy-5-phosphonooxymethyl-2-methyl-4-pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid, an
adduct of Cys and the active form of vitamin B6, pyridoxal 5’-phosphate (Gawet et al., 2024).
A typical LC-MS/MS mobile phase was used, consisting of 0.1% FA in a mixture of solvent A
(water/ACN, 95:5, v/v) and solvent B (water/ACN, 5:95, v/v). By employing gradient elution,
effective separation of analytes and IS was achieved within 5 min at room temperature (Figure
8a-b). Each target compound generated a single chromatographic peak, and the elution profiles
of blank samples were free from interferences at the retention times of the analytes (Figure 8a).
The elution order was as follows: MEA, Cys-Gly, Hcy, Cys, and GSH. Under these conditions,
the peak symmetry factors for MEA, Cys-Gly, Hey, Cys, and GSH ranged from 0.90-1.22, 1.19-
1.23, 1.24-1.26, 1.22-1.27, and 1.12-1.22, respectively.

3.2.2.Selection of detection conditions

The LC-MS/MS analyses were performed in positive ESI mode, as analytes generate both
positive and negative ions, with singly protonated precursor ions /M-+H]" being the most
abundant. Qualitative and quantitative analyses were performed in MRM mode. MRM
transitions and ESI-MS/MS conditions were optimized using Agilent MassHunter Optimizer
software via on-column injection of individual standard solutions. Three MS/MS transitions per
analyte were selected. To confirm the identity of the analytes and IS in real samples, retention
times and MRM transition ratios were compared with those obtained from analytical standards.
The primary MRM transition of each target compound was used for quantification, while the
secondary transitions served for identification. Detailed MRM parameters and ESI-MS/MS

conditions are provided in section 2.7 and summarized in Table 1.
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3.3. Validation of the method

Validation was performed according to the latest International Council for Harmonisation
guidelines for bioanalytical method validation (ICH, 2022). Parameters such as specificity,
linearity, intra- and inter-day precision and accuracy, the limit of quantification (LOQ), carry-

over, matrix effect, and reinjection reproducibility were evaluated.

3.3.1. Specificity

The specificity of the method was evaluated using the spiking approach as the target thiols are
endogenous components of berry superfruits. Berry samples with known basal concentrations
of reduced/total GSH, Hcy, Cys, and Cys-Gly were spiked with analytical standards at low,
middle, and high LOQ. The absence of additional interfering peaks and the consistent
proportional increase in peak areas following fortification demonstrated the methods" ability to
accurately distinguish the analytes from the complex matrix components. The specificity was
confirmed by comparing retention times and peak shapes in both non-spiked and spiked
samples. Method specificity was further confirmed by monitoring the ion ratios between the
quantifier and qualifier MRM transitions, which remained within £20% of the values obtained

for analytical standards.

3.3.2.Linearity

An IS calibration method was employed to examine the calibration ranges as specified in Table
2. The concentrations of analytes in the calibration standards were chosen based on pilot results.
Calibration curves consisted of blank/zero samples and eight calibrators, analyzed in triplicate
over three consecutive days. To describe the concentration-response relationship (ratio of
analyte peak area to IS peak area), a least-squares regression model was used. The calibration
standards fitted well into the linear regime, with correlation coefficients of at least 0.9945. Intra-
and inter-day variability in the slopes of the regression lines was observed. For the total thiol
assay, the coefficient of variation (CV) of the slopes ranged from 1.41% to 3.73% for all
analytes. In the case of the reduced thiol assay, the CV of slopes varied from 0.36% to 3.47%.
This indicates that the LC-MS/MS assays are affected by matrix components (Table 2).

3.3.3. Precision and accuracy
The precision and accuracy of the methods were assessed during linearity evaluation. Precision

was expressed as the CV, while accuracy was calculated as the percentage of nominal
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concentration (recovery). For total thiol assay, the accuracy ranged from 84.81% to 117.29%
and 90.60% to 114.98%, while precision varied from 0.30% to 12.98% and 3.13% to 11.00%
for intra- and inter-day measurements, respectively. In the case of reduced thiol assay, the
accuracy ranged from 87.26% to 113.06% and 87.11% to 114.28%, while precision varied from
0.83% to 16.90% and 2.52% to 8.86% for intra- and inter-day measurements, respectively
(Table 3).

3.3.4.The limit of quantification

The LOQ was established based on the lowest point of the calibration range (Table 2). This
concentration yielded a reproducible detector response at least 10-fold higher than the baseline
signal, with high levels of precision and accuracy for all analytes. The precision did not exceed

16.90% and accuracy ranged from 84.81% to 117.29%.

3.3.5.Carry-over effect
No signal attributable to GSH, Hcy, Cys, Cys-Gly, or MEA was detected in blank samples
analyzed immediately following the upper LOQ calibrator, confirming that the method is free

from carry-over effects.

3.3.6. Matrix effect

The matrix effect was evaluated by comparing calibration curves from six independent sources
of strawberries and five other berry species (blackberry, black currant, blueberry, cranberry,
raspberry) against a calibration curve in a surrogate matrix (0.1% FA). The CV of the slopes of
the regression lines was 32.24%, indicating a significant matrix effect. Due to the detected
interspecies variability, a single-point standard addition method combined with internal

standardization was employed to quantify thiols in the berries.

3.3.7.Reinjection reproducibility

Reinjection reproducibility was evaluated by monitoring retention times and peak areas. Low,
middle, and high-quality control samples were analyzed in ten replicate injections. Regarding
retention times, the CV values were 1.69% for MEA, 0.09% for Cys-Gly, 0.10% for Hcy, 0.06%
for Cys, and 0.07% for GSH, regardless of the tested concentration. The mean CV values for
peak areas were 0.01% for MEA, 0.01% for Cys-Gly, 0.03% for Hcy, 0.02% for Cys, and 0.18%
for GSH, indicating that the samples can be reinjected at least 10 times (acceptance criterion:

CV<5%).

11
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3.4. Application of the method

The LC-MS/MS assays were employed to determine reduced and total levels of Cys, Hcy, GSH,
and Cys-Gly in several superfruits. A single-point standard addition method combined with
internal standardization was used to compensate for matrix effects and establish analyte levels
in the samples. The concentration of each analyte was calculated using the following formula:
Cx = (Yx x Cis) / (Y1s - Yx), where Cx represents the analyte concentration in the berry sample,
Y is the signal ratio of analyte to the IS in the sample, Cis is the concentration of added IS, and
Yis is the signal ratio in the spiked sample. The estimated concentrations of reduced and total
Cys, Hey, GSH, and Cys-Gly are presented in Table 4. To the best of our knowledge, this

represents the initial data on thiol levels in berry superfruits.

4.  Conclusions

To the best of our knowledge, this study presents the first LC-MS/MS methods for the
determination of both total and reduced GSH, Hcy, Cys, and Cys-Gly in a wide range of berry
superfruits. Consequently, it provides inaugural data regarding the thiol content — a group of
valuable antioxidants - in these fruits. In all analyzed berries, GSH was found to be the most
abundant thiol. Cys was present in significantly lower concentrations, while Cys-Gly and Hey
occurred in trace amounts and were not detected in all samples. From a practical standpoint,
our results are highly relevant to public health and health-conscious consumers, potentially
informing dietary choices and purchasing decisions. The developed assays possess the
necessary characteristic to become a robust tool for evaluating the impact of food processing
on antioxidant levels. Furthermore, the streamlined sample preparation procedure and excellent
analyte stability at every stage of handling represent a significant advantage of these
methodologies. Regarding the reduced thiol assay, the entire sample preparation and analysis
protocol takes about 12 min and consumes approximately 8.0 mL chemicals. Similarly, the total
thiol assay takes only 22 min and requires no more than 8.2 mL of inexpensive, low-toxicity,
and commercially available reagents. This makes the methods highly well-suited for routine

food quality control.
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Figure 1. Stability of thiols in berry homogenates during storage on ice. (a) Total thiol assay
(samples treated with TCEP) and (b) reduced thiol assay (samples without TCEP treatment).

Data are presented as mean = SD (n=3).
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Figure 6. Stability of thiols in samples during storage at 10 °C. (a) Total thiol assay (TCEP-
treated samples) and (b) reduced thiol assay (samples without TCEP treatment). Values

represent the mean + SD (n=3).
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Figure 8. Representative chromatograms of standard solutions and berry fruit samples prepared
according to the procedure described in Section 2.6. Chromatographic conditions were as
specified in Section 2.7. (a) Blank standard solution (black line) and a standard solution
containing GSH, Hcy, Cys, Cys-Gly, and MEA (100 nmol/L each, grey line). (b) Samples were
diluted 1,000-fold. Strawberry (grey line) and raspberry (black dashed line). (¢) Samples were
diluted 40-fold. Strawberry (grey line) and raspberry (black dashed line). The retention times
for MEA, Cys-Gly, Hey, Cys, and GSH are 1.6, 3.0, 3.2, 4.1, and 4.6 min, respectively.



1 Table 1. MS/MS detection parameters and diagnostic transitions for GSH, Cys, Hcy, Cys-Gly,
2 and MEA in MRM mode.

Precursor Ion Fragmentor Collision
Product Ion CAV  Polarity
Analyte [M+H]J* Voltage Energy
m/z m/z \Y \Y A%
76.1 70 18 5
Cys 122.2 59.1* 70 14 5
58.0 70 26 5
162.0 90 18 5
Cys-Gly 179.2 76.1% 90 38 5
59.1 90 10 5
179.0%* 110 10 5 Positive
GSH 308.2 76.1 110 26 5
59.1 110 70 5
90.1* 70 10 5
Hcey 136.2 73.1 70 18 5
56.2 70 18 5
61.1* 38 10 5
MEA 78.2 59.1 38 58 5
58.1 38 50 5

3 Legend: (*) quantification transition. Abbreviations: CAV, collision cell accelerator voltage; Cys, cysteine; Cys-
4 Gly, cysteinyl-glycine; GSH, glutathione; Hcy, homocysteine; [M+H]*, singly protonated precursor ion; MEA,

5 cysteamine; m/z, mass to charge ratio.



Table 2. Validation data corresponding to intra-day measurements (n=3).

Regresson  CV slope Range Precision (%) Accuracy (%) LOQ
Analyte

equation (R) (%) (nmmol/L) Min Max Min Max (nmol/L)

Total thiol assay

y=0.9301x+0.0623

Cys 141 125625 196 561 9776 11076 125
(0.9999)
y=1.9152x+0.0090
Cys-Gly 321 0625250 237 7.12 8529 11084 0.625
(0.9993)
y=4.7224x+0.3210
GSH 168 50200 030 758 8481 10385 5
(0.9945)
y=1.0564x+0.0018
Hey 373 0625250 1.15 1298 9505 117.29 0.625
(0.9996)

Reduced thiol assay

y=0.7153x+0.0457
(0.9990)

036 125625 165 565 89.66 10857 1.25

y=1.2681x+0.0025
Cys-Gly 101 0625250 1.04 1455 87.26 10641 0.625
(0.9986)

y=9.0175x+0.1710
GSH 347 25200 0.83 948 9400 10825 25
(0.9987)

y=1.7356x-0.0008
Hey 198 0625125 250 1690 89.36 113.06 0.625
(0.9986)

Abbreviations: Cys, cysteine; Cys-Gly, cysteinyl-glycine; CV, coefficient of variation; GSH, glutathione; Hcy,

homocysteine; LOQ, limit of quantification; R, correlation coefficient.



9

Table 3. Precision and accuracy data based on three-day measurements (n=3).

Concentration Precision (%) Accuracy (%)
Analyte
(nmol/L) Intra-day Inter-day Intra-day Inter-day
Total thiol assay
125 5.61 4.89 109.54 91.62
62.5 1.96 6.27 110.15 105.10
Cys
250 3.22 4.14 97.76 93.66
625 2.65 5.06 101.36 102.66
0.625 4.46 5.40 88.72 99.24
2.5 2.37 3.13 85.29 90.60
Cys-Gly
62.5 7.12 5.50 90.40 92.08
250 3.68 4.50 100.90 102.31
5 0.73 6.21 84.81 114.98
25 0.93 3.42 88.69 98.61
GSH
150 6.70 5.96 86.75 92.02
200 3.33 3.31 103.85 103.43
0.625 12.98 11.00 117.29 103.97
2.5 1.15 5.65 106.75 105.06
Hcy
62.5 3.83 7.52 95.05 91.08
250 4.67 8.93 101.00 101.47
Reduced thiol assay
1.25 1.95 4.53 101.15 103.01
125 4.52 4.08 89.66 96.16
Cys
250 351 3.99 94.77 98.29
625 2.32 6.57 101.48 100.09
0.625 10.67 8.40 87.26 87.59
2.5 8.14 5.46 104.63 108.67
Cys-Gly
125 2.40 4.49 91.07 88.99
250 1.60 8.42 101.97 102.32

GSH 2.5 0.83 3.87 97.91 87.11



10 6.70 3.78 108.25 103.24

150 5.35 6.72 101.37 103.28

200 1.63 7.21 98.68 98.45

0.625 16.90 8.86 113.06 113.28

25 2.50 7.51 89.36 101.79

Hcy

25 3.88 3.56 104.67 114.28

125 2.87 2.52 101.43 100.94

10  Abbreviations: Cys, cysteine; Cys-Gly, cysteinyl-glycine; GSH, glutathione; Hcy, homocysteine.

11



12 Table 4. Total and reduced thiol content in berry superfruits. Values represent the mean = SD (n=3).

Total thiol content (per g berry)

Reduced thiol content (per g berry)

Berry type (ng + SD) (ng = SD) (ng = SD) (ng = SD)
GSH Cys Cys-Gly Hcy GSH Cys Cys-Gly Hcy
Blackberry 12.02 + 0.46 0.81+0.04 | 11834+428 | 93.70+832 | 5.17+0.90 | 31.51+0.11 ND ND
Black elderberry 19.73 £ 0.57 6.31+0.27 | 70.86+3.34 | 187.01+27.17 | 410+0.28 | 862.57+1.16 | 4121+1.94 | 42.27+1.56
Blueberry 66.31 + 1.66 0.68 = 0.03 ND ND 520+0.75 | 49.35+0.38 ND ND
Chokeberry 26.03 £2.60 1.57+0.14 | 106.83 +3.81 ND 0.02+0.00% | 10.53+030 | 12.75+1.76 ND
Cranberry 16.39 + 0.95 0.33+0.05 | 14.50+2.58 ND 279+0.22 | 3621+0.16 | 11.67+0.36 ND
Black currant 197.98+7.08 | 3.32+0.04 | 122.26+2.85 | 8838+2.70 |23.16+0.67 | 295.67+13.50 | 98.21+2.70 | 7.44+0.17
Red currant 79.68 + 1.33 499+0.09 | 68.24+1.63 | 105.11+11.92 | 18.24+0.86 | 1645.42+2.63 | 39.32+1.18 | 12.86 +0.49
White currant 23.98 £ 1.05 1.82+0.14 | 44.13+11.15 | 1225+1.30 | 6.13+£0.36 | 543.62+3.49 | 20.63+2.19 ND
Forest berry 8.93 +1.75 0.20 +0.01* ND ND 1.12+0.11* | 17.11£0.25 ND ND
White gooseberry ~ 96.48 +2.25 125+0.07 | 82.48+1.23 | 119.85+3.62 | 13.73+£0.69 | 316.47+0.55 | 55.60+2.09 | 6.97+0.71
Red gooseberry 39.94+2.13 1.74+0.11 | 7791+436 | 18.66+2.18 | 7.07+0.19 | 761.09+2.37 | 71.59+1.33 | 4.65+0.67
Haskap berry 4774.62+123.52 | 3.70+0.07 | 197.70 £ 10.19 ND 23.61 £0.26 | 369.68+ 1.44 | 121.40+2.29 ND
Raspberry 116.14+3.19 | 1.07+0.29 | 176.25+11.02 | 32.82+4.43 | 24.38+2.59 | 554.59+1.53 | 157.49+£536 | 16.86+2.99
Strawberry 73.48 £1.29 120+0.03 | 50.86+1.09 | 16.61+2.39 | 17.28+0.50 | 1191.44+£2.69 | 40.82+1.07 ND
Wild strawberry 1.64 + 0.09* 222+0.06 | 106.84+3.20 | 3589+3.00 | 0.75+0.16% | 323.04+2.19 | 11.38+1.44 ND




13  Abbreviations: Cys, cysteine; Cys-Gly, cysteinyl-glycine; GSH, glutathione; Hey, homocysteine; SD, standard deviation. Legend: (*) estimated concentration below lower LOQ);
14 ND, not detected.



Podsumowanie

Wysokosprawna chromatografia cieczowa od wielu lat nalezy do najczesciej
wykorzystywanych technik analitycznych w badaniach zwigzkéw biologicznie
aktywnych. Jej szerokie zastosowanie wynika z mozliwosci efektywnego
rozdzielania sktadnikow o zréznicowanej polarnosci, wysokiej powtarzalnosci analiz
oraz mozliwosci wspotpracy z roznymi systemami detekcji. Ma to szczegodlne
znaczenie w przypadku analizy zwigzkow siarki, ktorych wiasciwosci chemiczne
czesto utrudniajg bezposrednie oznaczanie innymi technikami instrumentalnymi,
dlatego tez w swoich badaniach zdecydowatam sie na opracowanie metod
bazujgcych na technice HPLC w potgczeniu z dwoma réznymi trybami detekciji.
Zastosowanie tandemowej spektrometrii mas (MS/MS) umozliwito mi opracowanie
metod przeznaczonych do oznaczania zwigzkow siarki w osoczu oraz owocach,
gdzie kluczowe znaczenie miata wysoka czutosS¢ i selektywnosS¢ pomiardw.
Wykorzystanie detekcji spektrofotometrycznej (UV) pozwolito z kolei na
opracowanie wiarygodnych i stosunkowo prostych oraz tanich metod analitycznych
przeznaczonych do analizy moczu oraz owocéw.

W kontekscie oznaczeh prowadzonych z wykorzystaniem HPLC kluczowe
znaczenie ma dobdr optymalnych warunkéw chromatograficznych takich jak
odpowiednie fazy ruchome, profil ich gradientu, ale takze wybdr odpowiedniej
kolumny chromatograficznej zapewniajgcej mozliwos¢ selektywnego oznaczania
badanych zwigzkéw. W przypadku prowadzonych przeze mnie badan, w dwdch
z opracowanych metod [D4,D5] wykorzystatam klasyczne kolumny ZORBAX
z wypetnieniem C18, ktérych zastosowanie w przypadku oznaczen zwigzkdéw
tiolowych zostato wczesniej szeroko udokumentowane [51,52]. Metody bazujgce na
technikach HPLC-MS/MS [D3,D6] okazaly sie znacznie bardziej wymagajgcym
wyzwaniem analitycznym, poniewaz w ich przypadku zastosowanie faz ruchomych
mogacych tworzy¢ pary jonowe z analitami (w tym kwas trichlorooctowy) nie byto
mozliwe. W konsekwencji retencja analitbw w odwréconym uktadzie faz byta
znikoma. Dobrym rozwigzaniem okazato sie zastosowanie chromatografii
oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Zastosowanie HILIC w analizie polarnych
czgsteczek, do ktérych nalezg matoczgsteczkowe tiole, umozliwito uzyskanie
odpowiedniej retencji i ksztattu pikow. Dodatkowo, zastosowanie podczas elucji
duzych zawarto$ci organicznych faz ruchomych, zwiekszyto efektywnosc

40



wykorzystywanej przeze mnie jonizacji poprzez elektrorozpylanie, a w konsekwenciji
poprawito czutos¢ detekcji MS/MS. W celu wyeluowania z kolumny maksymalnie
duzej liczby substancji wchodzgcych w sktad analizowanych mieszanin,
we wszystkich metodach zastosowatam gradient skfadu fazy ruchomej. Takie
podejscie umozliwiato rowniez wzglednie szybkie rekondycjonowanie kolumny.
Jednym z najwazniejszych i zarazem najbardziej czasochtonnych etapdéw
opracowywania nowych procedur analitycznych jest odpowiednie przygotowanie
probki do analizy. W przypadku oznaczenh prowadzonych z wykorzystaniem techniki
HPLC-MS/MS najwieksze wyzwanie stanowity efekty matrycowe, ktére znaczgco
wptywaty na jakosC przeprowadzanych analiz, powodujgc przede wszystkim
problemy z powtarzalnoscig, przy niezadowalajgcym odzysku i niskiej precyziji.
W celu zminimalizowania ww. efektéw zastosowatam rozcienczanie prébki, czego
naturalng konsekwencjg byta koniecznos¢ dodatku IS. Takie podejscie pozwolito na
minimalizacje wspomnianych efektéw z jednoczesnym ograniczeniem strat analitu,
np. podczas ekstrakcji. Rozcienczenia probek przed analizg chromatograficzng
prowadzitam z wykorzystaniem roztworow sktadajgcych sie z tych samych
rozpuszczalnikéw, ktére wchodzity w sktad fazy ruchomej. Jest to szczegdlnie
istotne podczas pracy w trybie HILIC, gdzie ogromne korzysci przynosi
kompatybilno$¢ sktadu probki ze skiadem fazy ruchomej. Z powodu braku
dostepnosci wzorcow znakowanych izotopowo, swoje poszukiwania IS
nakierowatam na inne substancje o zblizonych do analitow wtasciwosciach
fizykochemicznych, strukturalnych i tym samym - chromatograficznych. W toku
badan wybratam trzy substancje, a mianowicie 4-DPD, MEA oraz NAC, ktérych
zastosowanie pozwolito zminimalizowac trudnosci zwigzane z odzyskiem i niskg
precyzjg oznaczen. Duze wyzwanie w konteksScie wystepowania efektow
matrycowych wygenerowata réwniez metoda oznaczania matoczgsteczkowych
zwigzkow siarki w owocach jagodowych z wykorzystaniem techniki HPLC-UV [D5],
choé w teorii jest ona mniej podatna na wptyw ww. efektéw. Oprécz wspomniane;j
powyzej roli, zastosowanie IS miato rowniez na celu kompensacje strat analitu
wystepujgcych na etapie homogenizacji. Z tego wzgledu IS dodawatam do prébek
juz na poczagtku procedury przygotowania materiatu do analizy. Utrata analitu moze
bowiem wynikaé nie tylko z aktywnosci enzymow obecnych w homogenatach, lecz
takze moze by¢ spowodowana jego adsorpcjga na elementach aparatury

wykorzystywanej podczas przygotowania probek, takich jak chociazby gtowica
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homogenizatora. Ponadto zastosowanie IS pozwala na zniwelowanie rdznic
w stopniu rozcienczenia probek, wynikajgcych ze zmiennej zawartosci wody
w poszczegolnych owocach.

W kontekscie oznaczania matoczgsteczkowych zwigzkow siarki kluczowe
znaczenie ma srodowisko reakcji, szczegolnie kiedy procedura wykorzystuje etap
derywatyzacji chemicznej [D4,D5]. W tym kontekscie dobor odpowiedniego buforu
stanowi jeden z najwazniejszych etapdw przygotowania probki. Musi on zapewnic
nie tylko odpowiednie pH srodowiska reakcji, ale takze stanowic stabilne warunki,
dzieki ktorym nie dojdzie do degradacji zarbwno samego analitu, ale i utworzonej
pochodnej. W opracowanej przeze mnie metodzie wykorzystujgcej technike
HPLC-UV do analizy owocéw jagodowych [D5] przyjetam, ze jego podstawowym
zadaniem na etapie przygotowania prébki, bedzie zapewnienie odpowiednich
warunkow reakcji derywatyzacji. Poniewaz homogenaty badanych owocow
charakteryzowaty sie znacznym zréznicowaniem wartosci pH, dobratam objetos¢
buforu jak i jego pH w taki sposéb, aby po homogenizacji uzyska¢ pH z zakresu
6-8, czyli optymalne dla efektywnego dziatania odczynnika CMQT. Podczas
przygotowywania probek istotne byto réwniez wyeliminowanie zmian stezen
zwigzkdw tiolowych, ktére mogtoby zaistnie¢ na skutek reakcji utleniania i redukcji.
W praktyce analitycznej efekt ten osigga sie poprzez mozliwie wczesne
zabezpieczenie grup tiolowych za pomocg odczynnika derywatyzujgcego, niekiedy
bezposrednio po pobraniu materiatu biologicznego. Analogiczne rozwigzanie
zastosowatam w odniesieniu do probek owocéw. Homogenizacje prowadzitam
w obecnosci CMQT, co pozwalato na stabilizacje oznaczanych tioli juz na
poczatkowym etapie przygotowania materiatu do analizy [D5].

Sole chinoliniowe i pirydyniowe, do ktérych zalicza sie CMQT oraz BBCP, sg
z powodzeniem wykorzystywane w analizie zwigzkow tiolowych od wielu juz lat
[11,51,52,65]. W ramach prowadzonych badan opracowatam dwie metody
wykorzystujgce reakcje derywatyzacji z ich udziatem [D4,D5]. W przypadku
oznaczen HTL w moczu konieczne byto zapewnienie takich warunkéw reakciji, ktore
umozliwiatyby zasadowg hydrolize pierscienia HTL i w konsekwencji uwolnienie Hcy
zdolnej do dalszej reakcji z odczynnikiem derywatyzujgcym. W oznaczeniach
przeprowadzanych w $rodowisku zasadowym (pH 11), lepszym i bardziej
efektywnym odczynnikiem okazat sie BBCP. W przypadku procedury dedykowanej

analizie owocow wybratam ostatecznie CMQT. Powodem byla mozliwosc
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prowadzenia derywatyzacji takze w lekko kwasnym srodowisku, co w przypadku
prébek owocow przyniosto lepsze rezultaty. Istotng zaletg stosowania CMQT oraz
BBCP jest mozliwos¢ prowadzenia procesu derywatyzacji w fagodnych warunkach,
obejmujacych wodne Srodowisko reakcji, temperature pokojowg oraz krotki czas
reakcji, nieprzekraczajgcy kilkunastu minut. Otrzymane w tych warunkach
pochodne charakteryzujg sie wysokg stabilnoscig, a takze korzystnymi
wiasciwosciami spektroskopowymi i chromatograficznymi. Zastosowanie duzego
nadmiaru molowego reagenta nie tylko przyspiesza reakcje, lecz stanowi takze
swoiste zabezpieczenie przed potencjalng konkurencyjng reakcjg z udziatem
analitu. Co wazne, wykorzystane przeze mnie w badaniach odczynniki nie sg
dostepne komercyjnie. Na potrzeby prowadzonych eksperymentéw syntezowatam
je zgodnie z opublikowanymi procedurami [66,67].

Opracowane w ramach niniejszej pracy metody chromatograficzne stanowig
nowe i uzyteczne narzedzia do oznaczania matoczgsteczkowych zwigzkow siarki
w matrycach biologicznych. R6znig sie one nie tylko zastosowang technikg detekcji,
lecz takze strategig przygotowania prébek, czasem analizy, kosztami wykonania
oraz stopniem zgodnosci z zatozeniami zielonej chemii, co umozliwia kompleksowg
ocene ich potencjatu aplikacyjnego a takze wskazanie optymalnych obszarow
zastosowan. Metoda HPLC-UV opracowana dla potrzeb oznaczania HTL w moczu
[D4] opiera sie na relatywnie taniej i powszechnie dostepnej aparaturze, co
zwieksza jej atrakcyjnos¢ w kontekscie badan przesiewowych. Dodatkowg zaletg
jest wykorzystanie moczu jako materiatu niezakaznego i tatwego do pozyskania, co
réwniez sprzyja jej potencjalnemu zastosowaniu w badaniach rutynowych. Nalezy
jednak zauwazyé, Ze opisana procedura jest wieloetapowa i pracochtonna,
poniewaz obejmuje LLE, odparowanie rozpuszczalnika a takze derywatyzacje, co
wydtuza czas przygotowania probki, zwieksza ryzyko strat analitu oraz wymaga
zastosowania chloroformu. Metode HPLC-UV przeznaczong do oznaczania Cys,
Cys-Gly, Hcy i GSH w owocach [D5], cechuje uproszczony etap przygotowania
prébki, dzieki zastosowaniu jednoczesnej derywatyzacji i/lub redukcji na etapie
homogenizacji. Jej ograniczeniem pozostaje jednak niewystarczajgca czutosc,
objawiajgca sie dos¢ wysokimi granicami oznaczalnosci, co skutkuje brakiem
mozliwosci oznaczenia Hcy oraz trudnosciami w przypadku monitorowania
zawartosci Cys-Gly. Te ostatnig udato sie oznaczy¢ jedynie w niewielkiej liczbie

prébek. Metody bazujgce na technice HPLC-UV, mimo swojej prostoty i niskich
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kosztow eksploatacyjnych, generalnie cechuje nizsza czuto$¢. Fakt ten zaweza ich
obszar zastosowania, jak np. w przypadku oznaczania HTL w moczu [D4] oraz
wybranych tioli w owocach [D5], gdzie weryfikacja wynikow z wykorzystaniem
metody bazujgcej na technice HPLC-MS/MS potwierdzita obecnos¢ analitow
niewykrywalnych w przypadku zastosowania detekcji UV. Jednoczesnie ich
olbrzymig zaletg pozostaje mozliwos¢ prostej implementacji w laboratoriach, brak
koniecznos$ci zaawansowanej optymalizacji parametréw detekcji oraz dostepnosé
tanich odczynnikéw. Technika HPLC-MS/MS zapewnia duzo wyzszg czuto$¢
i selektywnosc, dzieki czemu metody na niej bazujgce [D3,D6] charakteryzujg sie
lepszymi parametrami walidacyjnymi. W przypadku oznaczen HPPTCA w osoczu
istothg zaletg metody byto pominiecie etapu derywatyzacji, co znaczgco uproscito
catg procedure. Jednoczesnie metoda ta jest dos¢ kosztochtonna, chociazby ze
wzgledu na wysokie koszty aparatury i jej eksploatacji a takze zastosowanie drogich
filtrow cut-off. Dodatkowym utrudnieniem jest stosunkowo mata stabilno$é
HPPTCA. Metoda HPLC-MS/MS przeznaczona do oznaczania Cys, Hcy, Cys-Gly
i GSH w owocach jagodowych [D6], w ktérej homogenizacja w obecnosci FA
umozliwia jednoczesng ekstrakcje analitow i pomijajgca etap derywatyzacji jest
zdecydowanie najprostszg w kontekscie przygotowania prébki. Pordéwnanie
wszystkich opracowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej procedur
wskazuje, ze metody oparte o technike HPLC-UV [D4,D5] wymagajg bardziej
ztozonego przygotowania probki, obejmujgcego m.in. etapy derywatyzacji oraz
ekstrakcji i zatezania. Metody HPLC-MS/MS [D3,D6] cechujg natomiast
uproszczenie procedur analitycznych, skrocenie czasu analizy oraz redukcja liczby
operacji prowadzgcych do strat analitow. Wigze sie to jednak z koniecznoscig
wykorzystania bardziej zaawansowanej i kosztownej aparatury. W konsekwenc;ji
wybor optymalnej metody powinien uwzgledniaC wymagania dotyczgce czutosci
i selektywnosci, dostepnos$¢ aparatury, mozliwosci przygotowania probek oraz
planowany zakres zastosowahn analitycznych. Najwazniejsze parametry
charakteryzujgce opracowane w ramach pracy doktorskiej metody przedstawitam

w tabeli ponizej (Tabela 2).
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Tabela 2 . Zestawienie podstawowych informacji na temat opracowanych metod oznaczania wybranych matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki

w probkach biologicznych.

Opracowana metoda

Parametr
D3 D4 D5 D6
Analit(y) HPPTCA HTL Cys, Cys-Gly, GSH Cys, Cys-Gly, Hcy, GSH
Matryca Osocze Mocz Owoce jagodowe Owoce jagodowe
Tryb chromatografii HILIC; BEH Amide RP; C18 RP; C18 HILIC; BEH Amide
Detekcja MS/MS uv uv MS/MS
Czasochtonnos¢

przygotowania probki

Srednia (0k.25 minut)

Wysoka (ok. 50 minut)

Srednia (ok. 25 minut)

Niska (ok.10 minut)

Derywatyzacja Nie Tak (BBCP) Tak (CMQT) Nie
. . pH ok. 11 (hydroliza HTL pH 6-8, homogenizacja
Warunki derywatyzacji do Hcy) w obecnosci CMQT
Wzorzec wewnetrzny Tak (4-DPD) Nie Tak (NAC) Tak (MEA)
Granica rzedu pmol/l rzedu nmol/I rzedu nmol/l rzedu pmol/l

oznaczalnosci

Gtéwne wyzwanie
metodyczne

Efekty matrycowe

Ztozone przygotowanie
prébki, niskie stezenia
HTL w moczu

Efekty matrycowe

Efekty matrycowe
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Tabela 2 . Zestawienie podstawowych informacji na temat opracowanych metod oznaczania wybranych matoczgsteczkowych zwigzkow siarki

w probkach biologicznych.
Opracowana metoda

Parametr
D3 D4 D5 D6
Tania i powszechnie .
dostepna aparatura Uproszczona etap przygotowania Najprostsze przygotowanie
, Wysoka czutosé, brak ep. P L probki do analizy - ,Jp . . .p yg .
Gloéwne zalety . materiat do badan o . prébki, mozliwosé wykrycia
derywatyzacji . i homogenizacja z réwnoczesnag i :
pobierany w sposob : w prébkach Hcy i Cys-Gly
. : derywatyzacjg
nieinwazyjny
Wysokie koszty, . e e
. iy . Wieloetapowosc¢, uzycie . . s .
, . . koniecznos¢ stosowania Niewystarczajgca czutos$¢ dla Wysokie koszty aparatury
Gléwne ograniczenia o chloroformu, ryzyko strat L . ) ..
filtrow cut-off, analitu niektérych analitow i eksploatacji

niestabilnos$¢ analitu

Ogolna o.cena Wysoki dla analiz Wysoki dla badan Umiarkowany (brak- zastosowania Wyso!d dlg Ifompleksowej
potencjatu specialistvcznveh rzesiewowvch dla Hcy i ograniczone dla analizy tioli w owocach
aplikacyjnego pecjalistyczny P wy CysGly) jagodowych
Objasnienia: HPPTCA - kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-pirydylo) -1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy,
homocysteiny, Cys - cysteina, Hcy - homocysteina, Cys-Gly - cysteinyloglicyna, GSH - glutation, RP - odwrécony ukfad faz, HILIC — chromatografia
oddziatywan hydrofilowych, MS/MS - tandemowa spektrometria mas, UV - detekcja spektrofotometryczna, BBCP - bromek 1-benzylo-2-
chloropirydyniowy, CMQT - tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy, NAC - N-acetylocysteina, 4-DPD - 4-deoksypirydoksyna,

MEA - cysteamina
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Whioski koncowe

Przeprowadzone badania umozliwity mi realizacje wszystkich zatozonych celow
rozprawy doktorskiej, sprecyzowanych na stronie 21 niniejszej pracy. W ich wyniku
opracowatam oraz zwalidowatam cztery metody analityczne przeznaczone do
oznaczania wybranych biologicznie waznych zwigzkow siarki w zréznicowanych
matrycach, takich jak osocze i mocz oraz owoce jagodowe. Dwie z opracowanych
metod opierajg sie na wykorzystaniu HPLC-UV, podczas gdy dwie kolejne
wykorzystujg technike HPLC-MS/MS. Opracowane metody charakteryzujg sie
dobrg selektywnoscig, doktadnoscig, precyzjg oraz czutoscig, spetniajgc
wymagania stawiane nowoczesnym procedurom analitycznym.

Ponadto na podstawie uzyskanych wynikow mozna wyciggng¢ szereg istotnych
z praktycznego punktu widzenia wnioskow.

o HPPTCA stanowi sktadnik osocza cztowieka, a jego obecno$¢ zostata
jednoznacznie potwierdzona z wykorzystaniem jednej z najbardziej czutych
technik stosowanych w analizie biomedycznej, tj. HPLC-MS/MS.

o Technika HILIC w potgczeniu z detektorem MS/MS stanowi uzyteczne
narzedzie do monitorowania poziomu HPPTCA oraz Hcy, Cys, Cys-Gly
i GSH w osoczu oraz owocach jagodowych.

. Technika HPLC-UV stanowi uzyteczne narzedzie do rutynowych analiz
zarbwno HTL w moczu jak i GSH, Cys oraz Cys-Gly w owocach
jagodowych.

o Potgczenie etapu homogenizacji, derywatyzacji i/lub redukcji wigzan
disiarczkowych znaczgco wptywa na ograniczenie pracochtonnosci
i czasochtonnosci opracowanych metodologii.

J Zastosowanie techniki HPLC-MS/MS umozliwia oznaczanie
matoczgsteczkowych zwigzkow siarki bez koniecznosci przeprowadzania
etapu derywatyzaciji, a procedury przygotowania probek charakteryzujg sie
wysokim stopniem uproszczenia.

o Zakres stosowalnosci BBCP jako odczynnika derywatyzujgcego moze by¢
poszerzony o wewnatrzczgsteczkowy tioester - HTL.

o Znajomosc¢ stabilnosci analitow w homogenatach owocdéw pozwala na

zapewnienie wiarygodnosci i powtarzalnosci wynikow analiz poprzez dobor
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odpowiednich warunkéw i czasu przechowywania probek, minimalizacje
ich degradaciji oraz ograniczenie btedow pomiarowych w badaniach sktadu
i jakosci zywnosci.

o Metody oznaczania Hcy, Cys, GSH oraz Cys-Gly w formie zredukowanej
i utlenionej w owocach jagodowych, oparte na technikach HPLC-UV oraz
HPLC-MS/MS, stanowig obecnie jedyne dostepne narzedzia analityczne
umozliwiajgce kontrole jakosci zywnosci w zakresie zawartosci tych
zZwigzkow.

. Skutecznymi sposobami minimalizowania wptywu efektéw matrycowych
na wyniki analiz chromatograficznych jest zastosowanie kalibraciji
iloSciowej z wykorzystaniem metody wzorca wewnetrznego oraz

rozcienczenie probki przed analiza.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy poszerzajg dostepny warsztat
metodyczny wykorzystywany do oznaczania zwigzkow siarki oraz potwierdzajg
przydatnos¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej jako uniwersalnego
narzedzia w analizie zwigzkow biologicznie aktywnych. Opracowane metody mogg
stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad rolg zwigzkéw siarki w procesach
fizjologicznych i patologicznych, a takze znalez¢ zastosowanie w analizie zywnosci,

badaniach biomedycznych oraz diagnostyce.
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Streszczenie w jezyku polskim

Na przestrzeni ostatnich dekad odnotowuje sie rosngca liczbe zgondéw zwigzanych
z wystepowaniem tzw. choréb cywilizacyjnych, w tym chorob nowotworowych,
uktadu krgzenia oraz neurodegeneracyjnych. Rozwdj wspomnianych schorzen
wigzany jest m.in. z zaburzeniami metabolizmu matoczgsteczkowych zwigzkow
siarki, ktére mogg przyczyniac sie do nasilenia stresu oksydacyjnego oraz zaburzen
rownowagi redoks w organizmie. W zwigzku z tym oznaczanie tioli oraz ich
pochodnych w matrycach biologicznych, takich jak osocze i mocz jest szczegolnie
istotne w kontekscie monitorowania stanu zdrowia oraz identyfikacji wczesnych
zmian patologicznych. Jednocze$nie coraz wigksze znaczenie przypisuje sie
analizie zywnosci, ktéra w przypadku owocow stanowi wazne zrodto informaciji
o substancjach bioaktywnych posiadajgcych wiasciwosci antyoksydacyjne. Zgodnie
z danymi literaturowymi, prawidtowo zbilansowana dieta, bogata w sktadniki
odzywcze, moze przyczyniac sie do ograniczenia czestosci wystepowania chorob,
takze cywilizacyjnych lub spowalniaé ich rozwa;.

W analityce zwigzkow tiolowych kluczowe znaczenia ma dostep do
wiarygodnych i czutych narzedzi analitycznych, ktéore umozliwiajg ich oznaczanie
w ztozonych matrycach biologicznych, w tym w zywnosci. Wynika to z niskich
stezen tioli, ich duzej reaktywnosci oraz podatnosci na przemiany oksydacyjno-
redukcyjne, co stawia szczegdlnie wysokie wymagania przed nowo
opracowywanymi metodami analitycznymi. Wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC) stanowi jedng z podstawowych technik stosowanych w analizie
zwigzkow tiolowych w prébkach biologicznych. Jej szerokie zastosowanie podczas
oznaczania matoczgsteczkowych zwigzkow siarki wynika z wysokiej selektywnosci,
czutoéci oraz zdolnosci do efektywnego rozdzielania sktadnikow. W potgczeniu
z odpowiednimi technikami detekciji, takimi jak detekcja w zakresie UV (HPLC-UV)
lub spektrometria mas (HPLC-MS/MS), umozliwia uzyskanie wiarygodnych
wynikow jakosciowych i ilosciowych, nawet dla analitow wystepujgcych na bardzo
niskich poziomach stezen, w bardzo ztozonych pod wzgledem sktadu
mieszaninach.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto opracowanie narzedzi analitycznych,
opartych na wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z roznymi

trybami detekcji, dedykowanych oznaczaniu wybranych, waznych biologicznie
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zwigzkoéw siarki, w ptynach ustrojowych oraz tzw. superowocach. W toku badan
szczegotowe) optymalizacji poddano procedury przygotowania probek do analiz
chromatograficznych, dgzgc do ich maksymalnego uproszczenia w celu poprawy
precyzji i doktadnosci oznaczen, skrocenia czasu przygotowania probek dla potrzeb
zastosowan rutynowych oraz zmniejszenia ucigzliwosci Srodowiskowej
opracowanych metod. Waznym aspektem uwzglednionym podczas wspomnianych
proceséw optymalizacji byty specyfika zastosowanych technik pomiarowych,
wiasciwosci fizykochemiczne analitéw oraz sktad badanych matryc.

W konsekwencji w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej opracowano cztery
metody oparte na technikach HPLC-UV oraz HPLC-MS/MS, umozliwiajgce
oznaczanie matoczgsteczkowych tioli i ich pochodnych, zarébwno w ptynach
biologicznych cztowieka (mocz, osocze) jak i w probkach roslinnych, ktore stanowity

uprawiane w Polsce owoce jagodowe.
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Streszczenie w jezyku angielskim (Abstract)

In recent decades, an increasing number of deaths associated with so-called
lifestyle diseases has been observed, including cancer, cardiovascular disorders,
and neurodegenerative diseases. The development of these conditions has been
linked, among other factors, to disturbances in the metabolism of low-molecular-
weight sulphur compounds, which may contribute to the intensification of oxidative
stress and disruption of redox homeostasis in the human body. Consequently, the
determination of thiols and their derivatives in biological matrices such as plasma
and urine is of particular importance for health monitoring and the identification of
early pathological changes. At the same time, growing attention is being paid to the
analysis of food for thiols content, including berries, which are an important source
of bioactive compounds with antioxidant properties. According to the literature,
a properly balanced diet rich in essential nutrients may help reduce the incidence of
lifestyle diseases or slow their progression.

In the analytics of thiol compounds, access to reliable and sensitive analytical
tools capable of their determination in complex biological and food matrices is of
crucial importance. This is due to their low concentrations, high reactivity, and
susceptibility to redox transformations, which impose stringent requirements on
newly developed analytical methods. High-performance liquid chromatography
(HPLC) is one of the fundamental techniques used in the analysis of thiol
compounds in both biological and food samples. Its widespread application in the
analysis of low-molecular-weight sulphur compounds result from its high selectivity,
sensitivity, and ability to efficiently separate components present in complex
matrices. When coupled with appropriate detection techniques, such as UV
detection (HPLC-UV) or mass spectrometry (HPLC-MS/MS), it enables the
generation of reliable qualitative and quantitative results, even for analytes present
at very low concentration levels.

The aim of this doctoral dissertation was to develop analytical tools based on
high-performance liquid chromatography coupled with various detection modes,
dedicated to the determination of selected biologically important sulphur compounds
in biological fluids and so-called superfruits. During the study, particular attention
was paid to the optimization of sample preparation procedures for chromatographic

analysis, with the aim of their maximal simplification to improve the precision and
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accuracy of determinations, reduce sample preparation time in routine applications,
and reducing environmental impact of the developed methods. An important aspect
considered during these optimizations included the characteristics of the applied
measurement techniques, the physicochemical properties of the analytes, as well
as the composition of the investigated matrices.

As a result, four analytical methods based on HPLC-UV and HPLC-MS/MS
techniques were developed, enabling the determination of low-molecular-weight
thiols and their derivatives in both human biological fluids (urine, plasma) and plant

samples, namely berries cultivated in Poland.
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M. Gawel, J. Piechocka, R. Gtowacki, Opracowanie metody oznaczania
kreatyniny w moczu technikg HPLC-UV/ELS, Zjazd Zimowy Sekcji Miodych
Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 10.12.2022 r., Opole, plakat (autor
prezentujacy).
M. Gawel, J. Piechocka, R. Gtowacki, Przygotowanie probki superowocow
do analizy chromatograficznej, Zjazd Wiosenny Sekcji Mtodych Polskiego
Towarzystwa Chemicznego, 3-7.05.2023 r., Checiny, komunikat ustny
(autor prezentujacy).
M. Gawel, J. Piechocka, R. Gtowacki, Slina jako przyktad alternatywnej
matrycy w badaniach klinicznych, X todzkie Sympozjum Doktorantow
Chemii, 18-19.05.2023 r., £6dz, plakat (autor prezentujacy).
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10.

11.

M. Gawel, J. Piechocka, R. Gtowacki, Ocena ucigzliwo$ci Srodowiskowej
metod oznaczania HPPTCA, Xl Lédzkie Sympozjum Doktorantéw Chemii,
16-17.05.2024 r., £ 6dz, plakat (autor prezentujgcy).

M. Gawet, J. Piechocka, R. Gtowacki, Oznaczanie tiazolidynowej
pochodnej cysteiny i witaminy B6 w osoczu technikg HPLC-MS/MS-
badania pilotazowe, Zjazd Zimowy Sekcji Mtodych Polskiego Towarzystwa
Chemicznego, 9.12.2023 r., £6dz, plakat (autor prezentujacy).

M. Gawet, J. Piechocka, R. Gtowacki, HPLC-ESI-MS/MS based method
for the determination of the metabolite of vitamin B6 and cysteine in human
plasma, 6th Advances in Pharmaceutical Analysis (APA2024), 10th
Conference of Polish Metabolomic Society (MetCircle 2024), 14-
16.11.2024 r., L. 6dz, plakat (autor prezentujgcy).

A. Olszewski, K. Borowczyk, P. Kubalczyk, U. Sudomir, M. Gawet,
R. Gtowacki, G. Chwatko, Capsaicin in dietary supplements-
chromatographic study, 6th Advances in Pharmaceutical Analysis
(APA2024), 10th Conference of Polish Metabolomic Society (MetCircle
2024), 14-16.11.2024 r., L6dz, plakat (wspoétautor).

U. Sudomir, J. Piechocka, M. Gawet, A. Olszewski, P. Kubalczyk,
Determination of paracetamol in pharmaceuticals, 6th Advances in
Pharmaceutical Analysis (APA2024), 10th Conference of Polish
Metabolomic Society (MetCircle 2024), 14-16.11.2024 r., t6dz, plakat
(wspotautor).

M. Ptodzik, M. Gawelt, R. Gtowacki, J. Piechocka, Przygotowanie probek
lekéw i kosmetykow do oznaczania tioproliny technikg HPLC-UV. Dobor
warunkéw prowadzenia procesu derywatyzacji, 1l Ogodlnopolska
Konferencja Studencka CHeMoLuBNi, 26.05.2025 r., tédz, plakat
(wspotautor).

M. Gawel, J. Piechocka, R. Gtowacki, Opracowanie metody umozliwiajgcej
oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w moczu cztowieka technikg HPLC-
UV, Polska Konferencja Chemii Analitycznej (PoKoChA) 2025, 1-
4.07.2025 r., Gdansk, plakat (autor prezentujgcy).

M. Gawel, J. Piechocka, R. Gtowacki, Chromatograficzne metody

oznaczania pochodnej cysteiny i witaminy B6 w osoczu cztowieka, Polska
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Konferencja Chemii Analitycznej (PoKoChA) 2025, 1-4.07.2025 r., Gdansk,
plakat (autor prezentujgcy).

M. Gawel, M. Ptodzik, R. Gtowacki, J. Piechocka, Chromatograficzna
metoda oznaczania tioproliny w produktach leczniczych i kosmetycznych,
Polska Konferencja Chemii Analitycznej (PoKoChA) 2025, 1-4.07.2025 r.,
Gdansk, plakat (wspotautor).

M. Ptodzik, M. Gawet, R. Gtowacki, J. Piechocka, Przygotowanie probek
lekow i kosmetykow do oznaczania tioproliny technikg HPLC-UV, Il
Warszawskie Sympozjum Chemiczne w ProbUWce, 11-12.04.2026 r.,
Warszawa, plakat (wspotautor).

M. Gawel, R. Glowacki, J. Piechocka, Analysis of berry superfruits for total
thiol content by LC-UV- based method, 20th International Scientific
Conference The Vital Nature Sign, 14-15.05.2026 r., konferencja
hybrydowa: online oraz Kaunas (Litwa), komunikat ustny (autor
prezentujacy).

M. Ptodzik, M. Gawel, N. Ciszek, J. Piechocka, Chromatograficzne
badania trwatosci tiolakton homocysteiny i metioniny w warunkach
laboratoryjnych, Konrenecja Chemia-Biznes-Srosowisko (ChemBiS), 30-
31.05.2026 r., Gdansk, plakat (wspotautor).

N. Ciszek, M. Ptodzik, M. Gawet, J. Piechocka, Chromatograficzne
badanie przemian metioniny do tiolakton homocysteiny w warunkach
laboratoryjnych, 1l Ogodlnopolska Konferencja Studencka CHeMoLuBNi,
25.05.2026 r., £6dz, plakat (wspotautor).

M. Ptodzik, M. Gawet, R. Gtowacki, J. Piechocka, Oznaczanie tioproliny w
lekach i kosmetykach technikg HPLC-UV — walidacja nhowoopracowanej
metody oraz badania aplikacyjne, 11l Ogdlnopolska Konferencja Studencka
CHeMoLuBNi, 25.05.2026 r., £ 6dz, plakat (wspotautor).

M. Gawel, R. Gtowacki, J. Piechocka, Superowoce i ich potencjat
antyoksydacyjny — analiza tioli metodg LC-ESI-MS/MS, XVII Sesja
Magistrantéw i Doktorantéw t.6dzkiego Srodowiska Chemikéw, 9.06.2026
r., £odz, plakat (autor prezentujacy).

M. Gawel, J. Piechocka, R. Gtowacki, Development of method for the

determination of homocysteine thiolactone in human urine using HPLC-UV,
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International Conference Natural Science Baltic Conference, 27-

28.06.2026 r., online, komunikat ustny (autor prezentujgcy).

wystapienia konferencyjne przed rozpoczeciem studiow

doktoranckich:

M. Gawel, J. Piechocka, Niekonwencjonalne ptyny biologiczne jako
alternatywa dla badan rutynowych, | Ogdlnopolska Konferencja Online
Sekcji Studenckiej Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 10-12.09.2020
r., online, komunikat ustny (autor prezentujgcy).

M. Gawel, J. Piechocka, Could saliva become the gold standard in clinical
trails, 5th Edition National Scientific Conference ,e-Factory of Science”,
10.04.2021 r., online, komunikat ustny (autor prezentujacy).

M. Gawel, J. Piechocka, Opracowanie metody oznaczania kreatyniny w
moczu i Slinie — badania chromatograficzne, e-zjazd Wiosenny Sekciji
Studenckiej Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 27-29.05.2021 r.,
online, komunikat ustny (autor prezentujacy).

J. Piechocka, M. Gawel, R. Gtowacki, Opracowanie chromatograficznej
metody oznaczania wybranych zwigzkow tiolowych w superowocach, 63.
Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 13-17.09.2021 r., L6dz, plakat
(wspotautor).

M. Gawet, J. Piechocka, R. Gtowacki, Superowoce jako Zrodto cennych
antyoksydantow. Badania chromatograficzne, Zjazd Zimowy Sekciji
Mtodych Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 29.01.2022 r., Poznan,
plakat (autor prezentujgcy).

M. Gawel, R. Gtowacki, J. Piechocka, Wybrane aminokwasy tiolowe jako
cenne antyoksydanty w superowocach. Badania chromatograficzne., |V
Pomorskie Studenckie Sympozjum Chemiczne, 23-24.04.2022 r., online,
plakat (autor prezentujgcy) - plakat nagrodzony.

U. Sudomir, P. Kubalczyk, J. Piechocka, M. Gawet, Redukcja wigzan
disiarczkowych jako wazny etap przygotowania probek biologicznych do
analizy, IV Pomorskie Studenckie Sympozjum Chemiczne, 23-24.04.2022
r., online, plakat (wspotautor).
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8.

10.

M. Gawel, R. Gtowacki, J. Piechocka, Opracowanie chromatograficznej
metody oznaczania naturalnych antyoksydantow w superowocach, Il
Konferencja Naukowa Studentow ,Mtodzi Zdolni”, 6.05.2022 r., tédz,
plakat (autor prezentujgcy).

J. Piechocka, M. Gawel, R. Gtowacki, Determination of creatinine in human
biofluids by liquid chromatography coupled with UV and ELS detection,
26th International Symposium on Separation Sciences, 28.06-1.07.2022 r.,
Lublana (Stowenia), plakat (wspétautor).

M. Gawel, J. Piechocka, R. Gtowacki, Optymalizacja procedury
przygotowania probek owocow jagodowych do oznaczania catkowitej
zawartosci wybranych aminokwasow tiolowych technikg LC-DAD, XIll
Sesja Magistrantéw i Doktorantéw tédzkiego Srodowiska Chemikdw,

24.06.2022 r., L6dz, plakat (autor prezentujgcy) - plakat nagrodzony.

Projekty badawcze:

projekty badawcze zrealizowane w trakcie trwania studiéw

doktoranckich:

Kierownik projektu badawczego pt. ,Stworzenie chromatograficznych
narzedzi do oceny zawartoSci niektorych zwigzkow bioaktywnych w
owocach jagodowych w kontekscie ich waloréw prozdrowotnych”, projekt
finansowany ze $rodkéw Uniwersytetu £odzkiego w ramach Programu

Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza (IDUB), 2025-2026 r.

projekty badawcze zrealizowane przed rozpoczeciem studiéw

doktoranckich:

Kierownik projektu badawczego pt. ,Stworzenie chromatograficznych
narzedzi do oceny waloréw prozdrowotnych tzw. superowocow dostepnych
na rynku polskim”, projekt finansowany w ramach Studenckich Grantéw
Badawczych UL, 2021 r.
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Dziatalnos¢ popularyzujgca nauke i organizacyjna w trakcie

trwania studiow doktoranckich:

1. Czionkostwo w komitecie organizacyjnym tdédzkiego Sympozjum
Doktorantow Chemii w latach 2023-2025, Wydziat Chemii, Uniwersytet
toédzki.

2. Czlonkostwo w komitecie organizacyjnym Zjazdu Zimowego SekKcji
Mtodych Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 2023 r., Wydziat Chemii,
Uniwersytet £.odzki.

3. Udziat w Dniu Otwartym na Wydziale Chemii oraz Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t.6dzkiego w latach 2024-2026.

Szkolenia odbyte w trakcie trwania studiow doktoranckich

1.  Praktyczne aspekty chromatografii cieczowej, Szkolenie zorganizowane
przez firme Merck, £6dz, 14.05.2024 r.

2. Szkolenie obejmujgce wykorzystanie min. technik separacyjnych i
spektroskopowych w analizie zwigzkdéw chemicznych, Lublana (Stowenia),
05.2025r.

3.  Ekstrakcja do fazy statej w praktyce, Szkolenie zorganizowane przez firme
Merck, online, 6.11.2024 r.

Staze i zagraniczne wyjazdy naukowe odbyte w trakcie trwania

studiow doktoranckich

1. CEEPUS International Summer School ,Hazardous Substances”, 5-
23.05.2025 r., Lublana (Stowenia).
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