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1 Uvod

Nizkomolekuldrni thioly jsou fyziologicky vyznamné molekuly, které maji
v organismu mnoho dulezitych funkci, mezi které patii napt. vychytavani radikald, ochrana
proti oxidativnimu a teplotnimu stresu a stresu vyvolanému téZkymi kovy.

Ovs$em analyticti chemici se jimi neradi zabyvaji jakoZto nevdécnou skupinou analyti,
protoZe jsou na vzduchu vétSinou nestalé, mnohdy pachnou a v elektrochemii rychle pasivuji
elektrodu. Pfi¢inou téchto vlastnosti je relativné vysoka reaktivita funk¢ni SH skupiny.

V posledni dobé¢ jsou v elektrochemii zavadény nové druhy elektrod, jako napt. borem
dopovana diamantova filmova elektroda, které by postupné mely nahradit klasickou rtutovou

kapkovou elektrodu z diivodu eliminace prace s jedovatou rtuti.

2 Cil prace

Cilem této prace bylo otestovat borem dopovanou diamantovou filmovou elektrodu
pro elektrochemickou analyzu malych biogennich thiold a srovnat ji s uhlikovou pastovou
elektrodou. Jako modelové trioly byly vybrany oxidovany a redukovany glutathion a jako
modelova aminokyselina hoﬁiﬁcystéin.

Po ovéfeni vhodnosti borem dopované diamantové filmové elektrody je obecnym
cilem vypracovani elektroanalytické metody stanoveni nizkomolekularnich biologicky

aktivnich thiolq.

3 Teoreticka ¢ast



3.1 Charakteristika studovanych latek
3.1.1 Glutathion

Redukovany glutathion (GSH):
Strukturni vzorec:

SH

|
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| |
COoOr H H

Sumarni vzorec: CoH;7N30¢S

Relativni molekulova hmotnost: 307,32
C.A.S. nazev: y-glutamyl-cysteinyl-glycine
C.A.S. registra¢ni ¢islo: 70-18-8

Oxidovany glutathion (GSSG):

Strukturni vzorec:
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Sumarni vzorec: CogH3:NgO 125,

Relativni molekulova hmotnost: 612.63

C.A.S. nazev: Bis(y-glutamyl-cysteinyl-glycine) Disulfide
C.A.S. registra¢ni ¢islo: 27025-41-8

Glutathion je nejrozsifenéjs$i neproteinovy thiol. Je to tripeptid sloZeny z kyseliny
glutamové, cysteinu a glycinu obsahujici neobvyklou y-amidovou vazbu. Nachazi se
prakticky ve vSech bunkach Zzivocichli a vétSiny rostlin i1 bakterii v pomérné vysoké
koncentraci (0,1 — 10 mmol/l). Mezi potraviny s nejvétsim obsahem glutathion patfi avokado,
chrest a vodni meloun.

Bylo u né&j prokazano mnoho dulezitych biologickych funkci. U glutathionu byly
potvrzeny vyznamné antioxida¢ni a detoxikacni vlastnosti souvisejici s ochranou bunék pired
oxida¢nim stresem a abiotickymi vlivy (UV-zafeni, rizna xenobiotika, kyselé prostiedi,
anoxické podminky, teplotni extrémy, atd.). Podstatou biologické u¢innosti tohoto peptidu je
ptitomnost redukované thiolové skupiny (-SH).

V ptipad¢€, Ze je bunka vystavena oxida¢nim ¢inidlim, je GSH oxidovan a vznika
glutathiondisulfid (GSSG). Princip antioxida¢niho uG¢inku glutathionu je =zaloZzen na
skute¢nosti, ze GSH je slabé redukéni ¢inidlo, protoze aminokyselina cystein, ktera je soucasti
molekuly, nese redukovanou skupinu siry. V pripad¢, Ze je buika vystavena stresovym
podminkam, zac¢ina, mimo jiné, generovat volné kyslikové radikaly. Tyto volné kyslikové
radikaly, ale i jiné druhy kysliku exogenniho nebo endogenniho pivodu (napi. peroxid
vodiku), oxiduji SH skupinu GSH a vysledkem reakce je disulfidickda vazba mezi dvéma
molekulami glutathionu (viz Obr. 1). Timto zplisobem muiZe byt peroxid vodiku redukovén na

vodu.
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Obr.1 Oxidace glutathionu

Existuje také mechanismus, ktery umoznuje redukovat zpét GSSG a obnovovat tim
pro bunky potifebnou redukovanou formu glutathionu (GSH). Konverze GSSG na GSH je
mozna diky enzymu glutathionreduktase.

Témito dvéma mechanismy dochazi k udrzovani redoxnich pomért uvnitt burky.
Ptitomnost xenobiotik v cytoplasmé bunék mnohdy zplsobuje zménu koncentrace
glutathionu, coz muze byt zplisobeno jeho konjugaci s xenobiotikem nebo xenobiotikum
samotné zpusobuje redoxni nerovnovahu, kterd se projevi v nevyvazeném poméru
GSH/GSSG.

Thiolova skupina pfitomna v molekule GSH je obecné reaktivni skupina vykazujici
znac¢nou afinitu k tézkym kovim a celé radé ligandli (xenobiotika), které jsou pro bunéény
metabolismus toxické. Diulezity je také vyznam GSH pro fizeni redoxniho prostiedi buriky,
které napomahd udrzovani bunééné homeostasy. Vyjma toho je diskutovan vyznam GSH v
reakci organismu na patogeny. Glutathion se téZ uplatiiuje v bunééné signalizaci a regulaci
buné¢ného cyklu.

Biosyntéza GSH probihajici ve dvou krocich za Gcasti dvou enzymu je znazornéna na
Obr.2. V prvnim kroku biosyntézy hraje kli¢ovou roli enzym y-glutamylcysteinsynthetasa (1).
Tento enzym je schopen za ucasti ATP syntetizovat z glutamové kyseliny a cysteinu dipeptid

y-glutamyl- cystein. Druhy krok biosyntézy spociva v reakci y-glutamylcysteinu s glycinem.

10



Zde se uplatiiuje enzym glutathionsynthetasa (2) a reakce je, podobné jako biosyntéza y-

glutamyl -cysteinu, energeticky zavisla na ATP.

(h
Glutamat + cystein . y-glutamylcystein + glycine
Y

ATP ADP +P

.—-._~ Y- glutamylcysteinylglycine

Y

ATP ADP +P
Obr.2 Biosyntéza glutathionu

Molekula glutathionu je spole¢né s aminokyselinou cysteinem vychozim substratem
fytochelatini a methalothioneind. Fytochelatiny jsou pfitomny v rostlinnych burikach a
methalothioneiny v burikach Zivo€ichl. Za hlavni biologickou funkci metahalothioneini je
povazovana detoxikace tézkymi kolvy:.}U fytochelatini byla dosud prokazana pouze funkce
detoxikacni, jejich vyznam pro rostlinny metabolismus esencialnich kova neni dostate¢né

znam.

3.1.2 Homocystein

Strukturni vzorec

COO
|
H-C-CH;-CH,-SH
I
NH;

Sumarni vzorec: C4HoNO,S
Relativni molekulova hmotnost: 135.19
C.A.S. nazev: 2-amino-4-sulfanyl-butanoic acid

C.A.S: registra¢ni ¢islo: 454-29-5

Homocystein (HCys) je neesenciadlni aminokyselina obsahujici thiolovou funkéni

skupinu. Je to analog cysteinu a ma oproti nému navic jednu skupinu -CH,- . Vyskytuje se
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v burikdch a télesnych tekutinach vSech vys$Sich organismu. Byl nalezen i v rostlinnach a
bakteriich.

Homocystein neni pfitomen v potravé, vznikd 2z methioninu ods§tépenim
methylskupiny a je meziproduktem pfi biosyntéze cysteinu z methioninu a serinu.

Homocystein je metabolizovan na methionin nebo cystein. Pieména na cystein je
irevezibilni a probiha v pfitomnosti vitaminu B6, zatimco k pfeméné na methionin dochazi
pomoci folatu a  enzymu  methioninsyntetdzy v pfitomnosti  kobalaminu a
methyltetrahydrofolatu. K vylu¢ovéani a akumulaci homocysteinu dochazi pti blokadé téchto
reakci nebo pfi deficitu vitaminu.

Kondenzaci homocysteinu se serinem vznika cystathionin, ktery je deaminovan na
cystein. Cystein je dale odbouravan pfimo na pyruvat, ten je oxida¢ni dekarboxilaci pfeménén
na acaetylkoenzym A, ktery vstupuje do citratového cyklu.

© Volné skupiny SH homocysteinu ohrozuji bunéény metabolizmus tim, Ze snadno
reaguji s latkami rozpusténymi v télnich tekutinach (véetné molekularniho kysliku) i s
molekulami na povrchu tkani.

U zdravého organismu je koncentrace homocysteinu oproti ostatnim aminokyselinam
nizka. Jestlize homocystein v krvi stoupne, souvisi to hlavné s jeho nedostate¢nou pieménou
na methionin nebo cystein v bunkach nékterého orgdnu. Pfi¢inou miZe byt nedostatek
kyseliny listové nebo vitaminu Bl12 v potravé, jejich Spatné vstiebavani, poptipadé
neschopnost bun¢k preménit jednouhlikovy zbytek na methylovou skupinu a nasledné ji
ptedat homocysteinu. To mulze byt zpisobeno napf. nedostate¢nou aktivitou enzymu
methylentetrahydrofolatreduktazy, ktery je zodpovédny za vznik metylové skupiny. K
zlepSeni jeho funkci jsou podavany vysoké davky kyseliny listové. Pokud porucha v
transmethylaci vyvolana mistnim nedostatkem S-adenosylmethioninu zasahne nervovou tkan,
vede to k neuropatiim a demenci. Bunky srdce jsou zase citlivé na nedostate¢nou tvorbu
karnitinu, nebot” mastné kyseliny patii mezi hlavni zdroje energie srde¢niho svalu. Hromadéni
homocysteinu mize byt vyvolano také nedostateCnou aktivitou cystathioninsyntazy, v tom
pripad¢ je tieba zvySovat jeji aktivitu podavanim vitaminu B6.

Podle ucebnic toxikologie vede jiz mirn¢ zvySena hladina HCys k arterosklerose a
zilnim trombosam. Jeho toxicita muze vyvolat oxidacni poskozeni endotelialnich ¢i hladkych
svalovych bunék [1].

At jsou poruchy, které vyvolaji vzestup homocysteinu v krvi, jakéhokoliv puvodu,
maji vzdy na metabolizmus postizeného organu neblahé uc€inky. Narist homocysteinu v

kazdém piipadé ukazuje na poruchu metabolizmu siry v bunkach postizeného organu. To se
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obrazi na sniZzeném vykonu cyklu kyseliny citronové, snizené spotfebé kysliku buiikami, a
tedy 1 sniZzené tvorbé energie. To mize znamenat, Ze Clovek je ohrozen cévnimi a srde€nimi

chorobami, unavovym syndromem, popfipadé Parkinsonovou a Alzheimerovou chorobou.

3.2 Metody stanoveni sirnych biologicky aktivnich latek

Tyto latky se stanovuji v biologickych vzorcich, jako napf. v praci Fernanda Ramia a
kol. [2], kde ke stanoveni dochazelo v Cerstvé izolovanych bunikach krysich jater a srdce, nebo
v praci Marjana Guceka a kol. [3] v jehli¢i jedle a také napi. v praci A.R.Ivanova a kol. [4, 5]
v lidské krvi.

Toto stanoveni je dilezité, jelikoZ uréeni mnozstvi téchto latek v biologicky aktivnim
materialu mize byt hlavni metodou pro vyhodnoceni toxikologickych studii.

Separaéni a detekéni podminky u vybranych praci sumarizuji tabulky ¢. 1, 2 a 3.

3.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Sirné biologicky aktivni latky se daji délit metodou HPLC, kdy mobilni faze obsahuje
iontové parové cinidlo, jako napt. v praci L.Manny a kol. [6], kde jim je kyselina
trifluoroctova, nebo napft. v praci F.Ramia a kol. [2], kde jim je kyselina 1 - oktansulfonova.

Vétsina nizkomolekularnich thioli neobsahuje Zadny chromofor, proto se pro
stanoveni v HPLC se spektrometrickou detekei Casto vyuziva derivatizace, a to napf.
monobromobimanem, jak je tomu v praci A.R.Ivanova a kol. [4], nebo Ellmanovym ¢inidlem
jako tomu je v praci M.A.Raggiho a kol.

V praci J.Raftery a kol. [7] se autofi zabyvali stanovenim proteini a peptidi

obsahujicich disulfidickou vazbu. Pred HPLC autofi nechali tyto peptidy a proteiny zreagovat

.....

.....

Po rozdéleni metodou HPLC je v mnoha pracech vyuzivano elektrochemické detekce,
ktera na rozdil od spektrometrické nepotiebuje derivatizaci, protoze thiolova skupina je

elektrochemicky aktivni.
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V praci F.Ramia [2] autofi feSili soucasnou detekci oxidovaného a redukovaného
glutathionu v Cerstvé izolovanych bunkach krysiho srdce a jater. Jako elektrochemickou
detekci vyuzivali coulometrie.

V praci V.Adama a kol. [8] se skupina autord zabyvala detekci cysteinu, glutathionu a
fytochelatinu provadénou cyklickou voltametrii.

V praci W.R.LaCourse [9] se autofi zabyvali stanovenim antibiotik obsahujicich siru a
to konkrétné penicilinu G, lincomycinu a cefalosporinu C, detekci byla pulsni ampérometrie s
predchozim elektrochemickym ¢isténim elektrody. ,

Kromé elektrochemické detekce je pro stanoveni téchto hojné uzivano optické a
hmotnostni detekce.

Detekce MS/MS bylo uzivano v praci M.Guéeka a kol. [3], kde se autofi zabyvali
stanovenim glutathionu v jehli¢i jedle. V této praci byla nejkriti¢téjs$i ¢asti piiprava vzorku,
protoze GSH muze byt pfitomny ve vzorku v rliznych forméch a také mize byt vazany
v buné¢ném materialu. lonizace v této praci byla provadéna elektrosprejem.

Opticka detekce se objevila v praci A.R.Ivanova a kol. [5], kde se autofi zabyvali
stanovenim homocysteinu, cysteinu a glutathionu v lidské krvi metodou HPLC

s fotometrickou a fluorescen¢ni detekci. Tato metoda je vhodna zejména pro klinické studie.

3.2.2 Kapilarni elektroforéza

Metoda kapilarni elektroforézy s fotometrickou detekei je pouzita v praci A.R.Ivanova
a kol. [4], kde se autofi zabyvaji stanovenim nizkomolekuldrnich thiola v lidské krvi. Autofi
pievedli disulfidy na volné thioly redukci trifenylfosfinem a proteiny byly vysrazeny
sulfosalicylovou kyselinou. Na zavér pripravy vzorku  byly thioly derivatizovany
monobromobimanem. Tato metoda je rychld, jednoducha a velmi citliva s limitem detekce 5
mmol/ml.

Kapilarni zoénova elektroforéza bylo vyuzito v praci M.Perez-Rama a spol. [10] pro
analyzu fytochelatina a jeho prekursord (y — Glu — Cys; Cys; Glu) v komplexu biologickych
vzorki. V této praci také dochéazelo k pfedchozi derivatizaci monobromobimanem. Latky
byly stanovovany optickou detekci pti 390 nm a limit detekce byl 2.5 pmol/ml.

V praci J.J.Harta a kol. [11] autofi provadéli separaci metodou kapilarni elektroforézy
s detekci laserem indukovanou fluorescenci s excitacni vlnovou délkou 488 nm a emisni

vlnovou délkou 515 nm. Jako fluorescenc¢ni ¢inidlo byl pouzit S-bromomethylfluorescein.
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Metoda je velmi citliva pro cystein, cysteinyl - glycine, ¥ — glutamyl - cysteine a glutathion,
pro fytochelatiny byla citlivost této metody niz$i. Limit detekce byl 25 nmol/l. Vzorkem

v této praci byla biologicka tkan.

3.2.3 Elektrochemické metody

Sirné biologicky aktivni latky mohou byt stanovovany také elektrochemickymi
metodami a to hlavné voltametricky ¢i potenciometricky.

V praci B. Yosephuka a kol. [12] byla provadéna detekce aminokyselin obsahujicich
siru a fytochelatinu (PC;). Bylo pouzito voltmetrické detekce, pticemZ bylo uzito nového typu
pevné médéné amalganové elektrody (CuSAE). Stanoveni je zaloZeno na tvorbé médnych
komplext v pufru o pH 8,1. Kvili reprodukovatelnosti byl povrch elektrody elektrochemicky
¢istén.

V praci S.Grecheva a kol. [13] byla provadéna selektivni potenciometrie. Metoda byla
zalozena na reakci redukovanych thioli s benzochinonem. Touto metodou mutzeme zjistit
pouze celkovou koncentraci RSH (mono i makromolekularni), coz ovSem casto sta¢i pro

farmaceutické vyuziti.
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Tab.1 - Separa¢ni podminky vybranych citaci pro separaci sirnych biologicky aktivnich latek

typ . pritokova
) . . rozméry kolony; teplota )
separ. prace | kolony; sloZeni mobilni faze; zakladniho elektrolytu G/l rychlost; detekce
metoda kapilary kapilary separace napéti
8 CI8A 150 mm x 2,0 mm 92 % 80 mmol/l kyseliny trifluoroctové, 8% acetonitrilu [ 35°C 0,4 ml/min cyklicka voltametrie
25 mmol/l NaH,PO,; 0,05 mmol/l kyselina 1-oktansulfonova, ) ) )
2 S5 0DS2 | 250 mm x 46 mm I |pokojova |1 ml/min coulometrie
2,2 % acetonitril, upraveno na pH 2,5 kyselinou fosfore¢nou
LC 18 0 i S . ampérometricka s 2
. . . \v
6 DB 100 mm x 4,6 mm 0,1 % TFA: acetonitril (98: 2, v/v) I |pokojova |1,2 ml/min elektrodami
3 |cis 3.9mmx [50mm |80 % TFA, 20 % methanol — 20 % TFA, 80 % methanolu G |4°C 0,3 ml/min hmotnostni
spektroskopie
HPLC
93,25 % 0,1 mol/l chloroctova kyselina, 5 % methanol
o L - , . . -
14 lcis 250 mm x 4.6 mm 1,75 % N,N-dimethylformamid a 2,25 mmol/l heptansulfonova 1 lo-a°cC 1 BS.:_: . uBquoaoq_o_ﬂm s2
kys. - vnoci 0,2 mi/min | elektrodami
upraveno na pH 2,8 hydroxidem sodnym
1no|cis 46mmx250mm | 5-75 % CH,CN: 0.1 % TFA G |23°C 1 ml/min hmotnostni
spektroskopie
A =methanol : voda (90:10; v.v)
7 c8 150 mm x 4.6 mm B = NaAC pufr (pH = 3,75; 0,5 mol/l) G l300c  |eoeee vz_ma_ o
C = voda ampérometricka
D = acetonitril: voda (90: 10, v/v)
) ) fotometricka
5 ODS 7S5mmx4.6 mm | c-eeemeeeee G |25°C 0,75 ml/min
flourescen¢ni
HPCE 4 kiemenna | 65 cm x 50 um 80 mmol/l fosfere¢nan sodny (pH 9) --- | 30°C 250 V/ecm fotometricka
11 kemennd | 50 cm x 75 um 50 mmol/l kyseliny borité titrované NaOH na pH 9,7-10,6 --- 1 30°C 30kV fluorescenéni
CZE 10 30em x 50 um 150 mmol/l fosfore¢nanovy pufr (pH 1,6) - | 25°C 12 kV uv
G — gradientova eluce: | - isokraticka eluce
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3.3 Charakteristika elektroanalytickych metod

3.3.1 Cyklicka voltametrie

Pii CV je registrovana zavislost proudu v obvodu pracovni elektrody a pomocné
elektrody na napéti vkladaném mezi pracovni a referentni elektrodou. Vkladané napéti se
meéni s ¢asem tak, Ze nejprve linearné vzristd az do ur€ité hodnoty a potom linearné klesa.
V prvni ¢asti experimentu tedy probiha reakce v jednom sméru (napf. Ox + ne — Red) a pii
druhé ¢asti jsou produkty elektrodové reakce prevadény zpét na vychozi latky (napf. Red + ne
— Ox) [15].

Piimé analytické vyuziti je malé, hlavni vyznam ma CV pfti studiu elektrodovych
reakci. Z pribéhu katodickych a anodickych kiivek je moZno usuzovat na mechanismus
elektrodové reakce, napf. posuzovat jeji reverzibilitu.

Pro reverzibilni reakci plati, Ze rozdil potenciald anodického a a katodického piku je
nezavisly na rychlosti zmény potencidlu, a je o 28,5/n mV negativngjsi ( u katodickych ) ¢i
pozitivnéj$i ( u anodickych ) nez pullvinovy potencial. Pro ireverzibilni d¢j zavisi rozdil
potenciali anodického a katodického piku na rychlosti polarizace, na hodnoté rychlostni

konstanty a hodnoté koeficientu pfenosu naboje [16].

3.3.2 HPLC s elektrochemickou detekcei

Elektrochemicka detekce ziskala od svého zavedeni v pritokovych metodach v 70.
letech minulého stoleti nezastupitelné misto mezi ostatnimi detekénimi metodami [17].
K detekei v proudicich kapalinach se pouzivéa fady elektrochemickych metod, jednak metod
zalozenych na elektrickych vlastnostech roztoki, tj.nizkofrekvenéni konduktometrie a
vysokofrekvenéni méfeni impedance, dale elektrolytickych metod. tj. rovnovazna
potenciometrie, polarografie, voltametrie a coulometrie [18]. Velké uplatnéni v detektorech
priatokovych systéml zastavaji materialy obsahujici rizné formy uhliku (modifikované

uhlikové pasty. skelny uhlik. inkousty, porézni grafit, uhlikova vldkna), platiny, zlata a stiibra.



3.4 Elektrodové materiily na bazi uhliku
3.4.1 Borem dopovany diamant

Vlastnosti diamantovych filmi a moznosti jejich vyuziti v elektroanalyze jsou
intenzivné studovany poslednich 15 let. Vyvoj této problematiky je ptehledné shrnut v praci
[19].

Diamant se vyznacuje mimotfadnou mechanickou i chemickou stabilitou . Atomy
uhliku jsou sdaldimi 4 atomy uhliku vazany sp’ hybridizovanymi orbitaly. Pro jeho
elektroanalytické vyuziti je nutné diamant dopovat atomy jinych prvki, nejcastéji borem a to
proto, Ze Cisty diamant je vyborny pfirodni izolator. Podle koncentrace dopantu lze ziskat
diamant s polovodivymi vlastnostmi nebo s vodivosti dosahujici poloviny hodnoty vodivosti
kovu. Diamantové elektrody se pouzivaji ve formé tenkych polykrystalickych filmu
ptipravovanych chemickou depozici par. Nosicem diamantového filmu je desti¢ka z kiemiku,
ptipadné wolframu ¢i molybdenu. Nosnou desti¢ku je tfeba nejdiive odistit a pielestit brusnou
smési slozenou z diamantového prasku a B,O;. K depozici diamantového filmu se nejcaste)ji
pouziva smes methanu a vodiku pfi tlaku 10 az 100 torr, pti¢emz teplota nosice je 800 —
1000°C. Dopovani borem je dosazeno ptidanim diboranu do smési plynd, mize se také
pouzit pevny nitrid boru, kter)'/:oh za danych podminek v plazmovém hotdku postupné reaguje
s atomarnim vodikem na diboran.

Ve srovnani s ostatnimi uhlikovymi materidly se diamantové elektrody vyznacuji
velmi vysokou stabilitou, nevykazuji znamky poskozeni pii anodické polarizaci v kyselych,
neutralnich ani zasaditych roztocich.

Potencidlové okno, definované jako rozdil potenciald, pii kterych dosahuje anodicky i
katodicky proud hodnoty 50 pA [20], ¢ini u elektrod na bazi diamantového filmu v kyselych a
neutralnich roztocich nejcastéji 3.5 V (-1 Vaz +2,5 V) a je siln¢ zavislé na kvalite
diamantového filmu. Kvalitni filmy maji potencialové okno az 4.4 V a umoziuji provadét
elektrochemicka méfeni pii potencialech. kterych bézné nelze dosdahnout jinym zpusobem
[16], protoZe napf. skelnd uhlikova elektroda ma potencidlové okno zhruba 1.5 V (-0.5 az +1

V) a uhlikova pastova elektroda asi 2.5V (-1 az 1.5 V).
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3.4.2 Uhlikova pasta

Uhikové pasty jsou v elektrolyze pouzivany od 60.let minulého stoleti [21] a
v nasledujicich letech nastal jejich rozvoj a to jak nemodifikovanych, tak chemicky ¢i
biologicky modifikovanych. V soucasnosti se elektrody s uhlikovou pastou (Carbon Paste
Electrode, CPE) vyuZivaji hlavn& pro stanoveni stopovych mnozstvich iontd kovd a pfi
analyze organickych latek. Vhodné jsou ptfedevsim techniky voltametrické rozpoustéci
analyzy, ale i ampérometrie, potenciometrie, chronopotenciometrie a coulometrie [22].

Uhlikova pasta se piipravuje dikladnou homogenizaci uhlikového (grafitového)
praSku s vhodnym pojivem pomoci tfeci misky a tloucku. Jako uhlikovy prasek je vétSinou
pouzivan spektroskopicky grafitovy praSek nebo ptibuzné materidly. U uhlikovych praski je
vyzadovana vysoka Cistota, stejna velikost ¢astic a sniZzena adsorpéni schopnost. Vhodnym
pojivem je nejcasté)i organickd kapalina neiontového charakteru. Nejcastéji je pouzivan
spektroskopicky mineralni olej Nujol (Aldrich) a Uvasol (Merk), nebo také rizné typy
silikonovych oleji. Dispergujici kapalina musi byt s vodou nemisitelna, chemicky inertni,
netékava a elektrochemicky inaktivni.

Vyhodou CPE proti jinym elektroddm je jeji snadno obnovitelny povrch a velmi nizké
zbytkové proudy v oblasti anodickych potencialii. V zapornych potencialech je hodnota do
které mohou byt polarizovany ' limitovana niz§im piepétim vii¢i vodiku. Casto se neptiznivé
uplatiiuje kyslik rozpustény v pasté. Pro zlepseni vlastnosti CPE se vyuziva jeji modifikace,

diky niz se oblast vyuziti stale zvétsuje.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Reagencie

Zasobni roztoky GSH, GSSG a HCys o koncentraci 10 mg/ml jsem pfipravovala
z presné odvazeného mnozstvi vzorku, ktery jsem poté pievedla dq 10 ml odmérné banky a
rozpustila pomoci ultrazvuku v deionizované vodé. ‘

Pro volt{ri'etrické méfeni jsem jako pracovni roztoky pouZivala 10x natedény zasobni
roztok o koncentraci 1 mg/ml a pro HPLC jsem si pracovni roztok o koncentraci 0,1 mg/ml
ptipravila ze 100 pl zasobniho roztoku, které jsem doplnila v 10 ml odmérmné bance smési
acetonitrilu (ACN) s deionizovanou vodou v poméru 98:2 (v/v). VSechny roztoky jsem
uchovavala v chladu v lednici.

Pro ptipravu Brittonova-Robinsonova (BR) pufru jsem si pfipravila jeho kyselou a
zasaditou slozku, jejichZ smisenim v uréitém poméru jsem mohla pripravit tlumivy roztok o
potiebném pH. Alkalickou slozku jsem pfipravila rozpusténim 8 g NaOH v 1 1 odmérné barce
(0,2 mol/l NaOH), doplnéné po rysku deionizovanou vodou. Kyselou slozku jsem pfipravila
72,744 ¢ H3BO3, 2,7 ml H3PO4 (p=1,71 g/mL) a 2,30 ml CH3;COOH (p = 1,069 g/ml).

Mezi dal$i pouzité chemikalie patii 2-propanol a acetonitril v chromatografické ¢istoté

(Merck, Praha).
4.2 Zarizeni
4.2.1 Cyklicka voltametrie
Presnou hodnotu pH jsem méfila na digitdlnim pH-metru Jenway 4330 (Jenway.

Essen. Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005). Pfistroj byl

kalibrovan pomoci standardnich vodnych pufri.
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Pro voltametrickd meéfeni jsem pouzivala Palmsens (tj.elektrochemicky detektor)
v tiielektrodovém zapojeni ve spojeni s kapesnim poéitaem PC HP Microsoft Windows
Mobile 5,0.

Jako referentni elektrodu jsem pouzivala argentchloridovou elektrodu a pomocna
elektroda byla realizovana platinovym dratkem. Pro méfeni jsem pouzivala 2 typy pracovnich
elektrod, a to CPE o priméru 2 mm a borem dopovanou diamantovou filmovou elektrodu
(Boron Doped Diamond Film Electrode, BDDFE) v diskovém uspotfadani (viz Obr.5). Pii CV

jsem pouzivala rychlost narustu potencidlu 20 mV/s a 50 mV/s.

4.2.2 Vysokouéinna kapalinova chromatografie

Meéteni technikou HPLC jsem provadéla na kapalinovém chromatografu sloZzeném z
gradientové pumpy L-7100, autosampleru L-7200, spektrofotometrického detektoru L.-7400 a
fidici jednotky D-7000 (vSe Merck-Hitachi, USA). Obsluhu systému, sbér a vyhodnoceni dat
zajiStoval osobni pocita¢ s programem HSM (Merck-Hitachi, SRN) pracujici v opera¢nim
syst¢ému MS Windows NT. Byla pouzita kolona Chromolith (100 x 4,6 mm, Merck) a
také kolona Synergi Hydro — RP (150 x 2 mm, 4 um, 80 A, Phenomenex).

Meéteni jsem provadéla za laboratorni teploty, kolona nebyla termostatovana.
Pouzivané mobilni faze jsem odvzdusnovala v ultrazvukové lazni PS 02000 A (Powersonic).
Spektrofotometricky detektor jsem nastavila na 200 nm. Ampérometricky detektor (viz Obr.3)
pracujici v tfielektrodovém  uspotaddni byl zapojen jako druhy za  vystup
ze spektrofometrického detektoru. Ampérometricky detektor byl pfipojen k potenciostatu

ADLC 2 (Laboratorni piistroje, CR).
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7 1 nastavny Sroub stlacujici spodni 2 a svrchni 5 ¢éast

vstup VyStuP plasté Kel-F cely
6 3 Cukontakt
- 4 BDDF na kiemikové podlozZce
- 4 3 6 pomocna Pt elektroda
e | | ___2 7 referentni elektroda
- 8 tésnéni z vitonu
—1

Obr. 3 Schéma elektrochemické tenkovrstvé detekéni cely s borem dopovand diamantova

filmova elektroda

4.3 Pracovni postupy

4.3.1 Priprava uhlikové pastové elektrody

Pred vlastnim voltmetrickym méfenim jsem si nejdiive piipravila CPE (viz Obr.4).
Uhlikovou pastu (CP) jsem vyrobila homogenizaci 0,25 g uhlikového prasku CR2 (maziva
Tyn spol s.r.0.) a 100 pl mineralniho oleje (Fluka) v tfeci misce. Dokonale homogenizovanou
pastou jsem plnila elektrodové pouzdro elektrody o vngj$im priméru 10 mm a primeéru disku

2 mm.

4.3.2 Cyklicka voltametrie na uhlikové pastové elektrodé a borem dopované

diamantové filmové elektrodé

Pi1 voltmetrickych méfenich jsem do kadinky na 10 ml odpipetovala ptislusné mnozstvi
roztoku studované latky ve vodé a pak jsem odpipetovala k roztoku BR pufr o ptislusném pH,

tak. aby vysledny objem byl 6 ml. Pripraveny roztok jsem po promichani prelila
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do polarografické nadobky a pred kazdym méfenim nechala po dobu Sminut probublavat
dusikem. Poté jsem spustila voltmetrické méfeni. a

Pfi méteni na CPE jsem okamzité po kazdém meéfeni elektrodu odpojila a vyndala
z méteného roztoku, oplachla deionizovanou vodou a vytlac¢ila malé mnozstvi uhlikové pasty,
které jsem otfela vlhkym filtracnim papirem, tak :aby povrch uhlikové pasty byl opét hladky.

Mezi jednotlivymi méfenimi jsem CPE nechéavala ponofenou v kadince s deionizovanou

vodou, abych predesla vysychani CP.

1 zdifka
2 oto¢na hlava
3 zavit

4 télo elektrody

5 ocelovy pist

6 vyménitelna teflonova koncovka

7 napln uhlikové elektrody

Detail koncového otvoru

Obr. 4 Schéma uhlikové pastové elektrody
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Pi#i praci s BDDFE (viz Obr.5) jsem elektrodu po kazdém méfeni oplachla
deionizovanou vodou a ponofila ji do methanolu~ve kterém jsem ji nechala Sminut
probublavat dusikem. Poté jsem ji’ znovu oplachla deionizovanou vodou. Po kazdém dni
meéfeni, jsem elektrodu rozebrala a vSechny jeji Casti oplachla methanolem a nechala na
filtracnim papife usuSit do druhého dne. Nasledujici den, jsem pifed métenim BDDF
aktivovala ponotfenim do 2-propanolu po dobu 20 minut.

Veskera méfeni jsem provadéla za bézné laboratorni teploty.

1 teflonové télo
1 2 elektricky kontakt

3 $roubovaci nastavec

N 4 kovova pruZina
5 mosazna lamela

2 6 BDDF na kiemikové podlozce

7 tésnéni z vitonu

8 usti elektrody — kontakt s roztokem

T
V‘ 7

Obr. 5 Schéma borem dopované diamantové filmové elektrody (BDDFE) v diskovém

usporadani
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4.3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Mobilni faze jsem pfipravovala smisenim piislusného objemu deionizované vody s ACN
a TFA. Mobilni fazi jsem pied kazdym méfenim nechala na 10 minut odvzdus$nit v ultrazvuku
a poté jesté 10 minut probublavat heliem.

Davkovani vzorku o objemu 20 pl zajistoval automaticky davkova¢, ktery jsem kazdy den
pfed métenim nechala proplachnout smési deionizované vody a acetonitrilu v poméru (98:2,
‘v/v). Po kazdém dni méfeni jsem nechala vzdy cely systém promyvat smési deionizované
vody a acetonitrilu (98:2, v/v), abych predeSla ucpani nékteré casti systému.

V3echna méfeni byla provadéna pti laboratorni teploté.

5 Vysledky a diskuze

5.1 Cyklicka voltametrie

Metodou cyklické voltametrie jsem studovala chovani GSH a GSSG, abych vyzkousela .
ktera z pouzitych elektrod je vhodnéj§i pro meéfeni metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s elektrodemickou detekei.

Pii cyklické voltametrii byl sledovan vliv pH na voltamerické chovani GSH a GSSG
v BR pufru. Koncentrace studovanych latek byla 1 mg/ml. Pro cyklickou voltametrii jsem

pouzivala jako pracovni elektrodu CPE a BDDFE.

5.1.1 Cyklicka voltametrie oxidovaného a redukovaného glutathionu na uhlikové

pastové elektrodé

CV s CPE jsem meéfila cyklické voltamogramy GSH a GSSG pii pH 2, 7 a 12. CV
s CPE neposkytla uspokojivé vysledky pro GSH a GSSG. Pro nazorny piiklad jsou na Obr.6
zobrazeny cyklické voltamogramy GSH a GSSG spole¢né se zakladnim elektrolytem (ZE) pfi
pH 2. Pro GSH je vidét pouze maly rozdil signalu CV kfivky oproti CV kiivce samotného ZE
a tento rozdil se s rostoucim pH vyrazné nemeéni. Pro GSSG je situace podstatné horsi (viz

Obr.6), CV kiivka GSSG se od CV kiivky ZE téméf nelisi a to i pii pH 7 a 12.
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Obr. 6 Cyklické voltamogramy redukovaného (vlevo) a oxidovaného (vpravo) glutathionu
(1 mg/ml) a zakladniho elektrolytu méfené rychlosti 20 mV/s na uhlikové pastové elektrodé
v Brittonové-Robinsonové pufru pii  hodnotich pH 2. Referentni elektrodou byla
argentchloridova a pomocnou byl Pt — dratek. Kiivky zdkladniho elektrolytu jsou na obrazku

znazornény ¢arkované. Smér polarizace je na voltamogramu zndzornén Sipkami.

5.1.2 Cyklicka voltametrie redukovaného glutathionu na borem dopované diamantové

filmové elektrodé

Na BDDFE jsem méfila cyklické voltamogramy pro GSH pii pH od 2 az po 12.
Voltamogramy GSH pro jednotliva pH jsou znazornény na obr7. Z cyklickych
voltamogrami je patrné, Ze s rostoucim pH dochazi k narustu proudu od pftiblizné 0.5 V a
tento trend je vyrazné€jsi pro pH vyssi nez 7. Z cyklickych voltamogramii bylo soucasné

zjisténo Ze oxidace redukovaného glutathionu je proces ireverzibilni.
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Obr.7 Cyklické voltamogramy redukovaného glutathionu (1 mg/ml) a zakladniho elektrolytu
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meéfené rychlosti 50 mV/s na borem dopované diamantové filmové elektrodé

v Brittonoveé-Robinsonoveé pufru pii pH 2, 4, 6, 8, 10 a 12. Referentni elektrodou

byla argentchloridova elektroda a pomocnou Pt-dratek. Smér polarizace je na

voltamogramu pii pH 2 znazornén Sipkami.
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5.1.3 Cyklicka voltametrie oxidovaného glutathionu na borem dopované diamantové

filmové elektrodé

Na BDDFE jsem méfila cyklické voltamogramy pro GSSG pii pH od 2 az po 12.

Voltamogramy GSSG jsou zndzornény na Obr.8. Z cyklickych voltamogrami neni narst

proudu oproti ZE pf#ili§ zjevny.
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Obr.8 Cyklické voltamogramy oxidovaného glutahionu (1 mg/ml) a zdkladniho elektrolytu
méfené rychlosti 50 mV/s na borem dopované diamantové filmové elektrodé¢ v
Brittonové-Robinsonové pufru pii pH 12, 10, 8, 6, 4 a 2. Referentni elektrodou

byla argentchloridova elektroda a pomocna byla realizovana Pt-dratkem. Smér

polarizace je na voltamogramu pii pH 2 znazornén Sipkami.
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5.2 HPLC s elektrochemickou detekci a spektrometrickou detekci

Vsechny tii vybrané analyty jsou metabolicky spfiznéné, vyskytuji se spole¢né
v biologickych materidlech ,a proto bylo jejich separaci vénovano jiz nékolik studii.
Z ptehledu téchto praci zabyvajicich se stanovenim 1 jinych bilogicky aktivich sirnych latek
v tabulce 1, jsem si vybrala pro separaci homocysteinu, oxidovaného a redukovaného
glutathionu jako mobilni fazi smés 0,1% TFA:ACN vobjemovém poméru 98:2. Ze
zméfeného chromatogramu (viz Obr.10 b) s timto pomérem slozek MF je vidét, Ze prvni pik
odpovidajici HCys téméf koeluuje se systémovym pikem nastiiku. Proto jsem déle provadéla
optimalizaci tohoto poméru a nasledné jsem 1 pro lepsi separaci piku zkusila vyménu kolony a
i odpojeni spektrofotometrického detektoru. Pro dosazeni optimalni separace by bylo zfejme
potieba dalSich experimenti s pouzitim gradientové eluce.

Pouzivala jsem kolony Chromolith a Synergie Hydro — RP. Pritok mobilni faze jsem
zvolila 1,2 ml/min pro kolonu Chromolith a 0,4 ml/min pro kolonu Synergi.

UV detekci jsem pouzivala pouze jako doplikovou, pro srovnani s detekci

elektrochemickou. Vinovou délku jsem si zvolila 200 nm.

5.2.1 Zjisténi optimalniho pracovniho potenciilu

Optimalni potenciadl pro stanoveni oxidovaného a redukovaného glutathionu a
homocysteinu jsem zjistila na zdkladé zméfeni zavislosti signalu detektoru na vkladaném
napéti na pracovni elektrodu. Optimalni potencial je takovy potencidl, pii kterém dosahuje
pomér signalu k Sumu maximalni hodnoty. Tuto zavislost jsem proméfila pro roztoky, které
obsahovaly mnou studované latky o koncentraci 0,1 mg/ml. Pritokova rychlost byla 1.2
ml/min. Zavislost signdlu na vkladaném napéti jsme proméfovala v rozmezi od Egy = +900 az
po +1300 mV. V Tab. 4 je zaznamenana velikost Sumu a proudu pozadi v rozmezi +900 az
+1300 mV. Velikost Sumu se byla méfena jako absolutni velikost rozkmitu zakladni linie
v jednotkach proudu. Proud pozadi pak jako velikost proudu zakladni linie odec¢itana od
nulového proudu pii rozpojeném elektrickém obvodu. Zavislost vysky piku analyti na
vloZzeném potencidlu ukazuje Obr.9. Jako optimalni pracovni potencial pro dal$i méfeni jsem
zvolila +1200 mV, protoZe pii vy$8im potencialu jiz dochazi u 2 analyti a to HCys a GSSG

k poklesu vysky piku.
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Tab. 4 Zavislost Sumu a proudu pozadi pro BDDFE na vloZeném potencidlu. Pratokova
rychlost byla 1,2 ml/min, pouzivandA MF: 0,1 % TFA:ACN v objemovém

poméru 98:2.

5 Proud
Edet Sum
pozadi
(mV) (nA)
(nA)
1300 6 3650
1200 10 3350
1100 6 3040
1000 25 2970
900 20 2563
150 T y T T T — T T T
GSH

100 4 /

<
£ 2

\Q

] '/ 1

] /9 1

] B 1

50 B

) i o |

T T T T T T T T T
900 1000 1100 1200 1300
E_(mV)

det

Obr. 9 Zavislost signéalu elektrochemického detektoru na potencialu vkladaného na borem
dopovanou diamantovou filmovou elektrodu pro oxidovany a redukovany glutathion
a homocystein o koncentraci 0.1 mg/ml. Vyska piku je ode¢tena od proudu
pozadi. Vyhodnocovano zvysky piku. Pritokovd rychlost byla 1.2 ml/min,
pouzivana  MF: 0,1 % trifluoroctova kyselina:acetonitril v objemovém poméru

08:2.
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5.2.2 Zjisténi optimalniho sloZeni mobilni fize a vybér kolony

Z piehledu vybranych praci (viz Tab.1), jsem si jako mobilni fazi zvolila 0,1%
trifluoroctovou kyselinu:acetonitril v objemovém pomeéru 98:2. Aby doslo k lepSimu oddéleni
pikd, a to konkrétné systémového piku nastiiku a homocysteinu, tak jsem sloZzeni MF ménila.
Vyzkousela jsem MF s objemovymi poméry kyseliny 0,1% TFA: ACN 98:2; 99:1 a 96:4.
Zaznamenané chromatogramy jsou na Obr. 10 a reten¢ni charakteristiky jednotlivych analytd
jsou shrnuty v Tab. 5. Jako nejlepsi slozeni MF se pro separaci ukdzala smés 0,1% TFA:ACN
v objemovém poméru 99:1.

Pii slozeni MF 0,1% TFA:ACN v poméru 96:4 doslo k separaci mnou stanovovanych
latek za ¢as 2 minut a 48 vtefin, pii objemovém pomeéru 98: 2 za ¢as 4 minut a 27 vtefin a pii
objemovém poméru 99: 1 za dobu 8 minut.

Daéle jsem vyzkousela kolonu Synergi a to pii objemovém poméru 99:1, pfi¢emz se
prvni pouzivana kolona Chromolith ukézala jako leps$i. Chromatogram ziskany na koloné

Chramolit je uveden na Obr.11.

a)99: 1

0,20
0,15 - / GSSG
0,10 4 HCys \\

0.05

1 (mV)

\
0,00 - - S S N

-0,05

-0.10
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b)

98: 2

96: 4

1 (nA)
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150 —
100 -
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Obr. 10 Chromatogramy smési oxidovaného a redukovaného glutathionua homocysteinu

o koncentracich 0,1 mg/ml zaznamenané elektrochemickym detektorem s borem

dopovanou diamantovou filmovou elektrodou

v mobilni fazi obsahujici

a) 0.1% trifluoroctovou kyselinu: acetonitril v objemovém pomeéru 99: 1

b) 0.1% tritfluoroctovou kyselinu: acetonitril v objemovém poméru 98: 2

¢) 0.1% trifluoroctovou kyselinu: acetonitril v objemovém poméru 96: 4.

Ege = +1.2V: pritokova rychlost 1,2 ml/min; kolona Chromolit
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Tab. 5 Zavislost retencnich faktorli (k) oxidovaného a redukovaného glutathionu a
homocystein na mobilni fazi sloZzené z 0,1% trifluoroctové kyseliny a acetonitrilu

v objemovych pomérech 99:1, 98:2 a 96:4

Objemovy pomér k
0,1% TFA: ACN 96: 4 98:2 99: 1
Homocystein 0,11 0,15 0,28
Redukovany glutathion 0,23 0,44 0,77
Oxidovany glutathion 0,67 1,75 4,16
1 HCys
600 -
] GSH
/
400 GSlSG
- ]
£ ]
200
0+
0 3 6 9
t (min)

Obr. 11 Chromatogram smési oxidovaného a redukovaného glutathionu a homocysteinu
o koncentracich 0.1 mg/ml zaznamenany elektrochemickym detektorem s borem
dopovanou diamantovou filmovou elektrodou v mobilni fazi obsahujici 0.1 %
trifluoroctovou kyselinu a acetonitril v objemovém poméru 99:1. Priatokova rychlost

byla 0.4 ml/min a pouzivana kolona byla Synergi.
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5.2.3 Porovnani odezvy elektrochemického detektoru s odezvou spektrometrického

detektoru

Piekvapivé jsem zjistila Ze GSH, GSSG i HCys, pfestoze nemaji zadny chromofor,
byly detekovatelné i spektrofotometrickym detektorem pii vinové délce 200 nm, coz bylo tim,

Ze jsem méfeni provadéla pii vysokych koncentracich analyti (0,1 mg/ml).

Detekce: spektrofotometricka elektrochemicka
0,25 L L 1 n i 1 I 1 1 "
GSH 400
0,20 GSH
4 GSSG Hcy\s\ 4
0.15 |
5 . 350 ‘
S ool HCys \\ l ) GSSG
2 ' \ = ™ \J \ \
£ 0054 T 3004 || { \\\ i
2 i / \ - i ~ ;‘{ x\
0.00 1 A 250 | I ~ L
-0,05 - “ / \‘( S
u 200 U‘
-0.10 A
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
t(min) t(min)
Obr.12 Chromatogramy smési oxidovaného a redukovaného glutathionu  a

homocysteinu o koncentracich 0,1 mg/ml zaznamenany  elektrochemickym
detektorem s borem dopovanou filmovou diamantovou elektrodou a
spektrometrickym detektorem v MF obsahujici 0,1% TFA: ACN v objemovém
poméru 98:2. Pritokova rychlost byla 1,2 ml/min a pouzivana kolona byla

Chromolit

U chromatogramu s elektrochemickym detektorem je vidét drift zakladni linie, ktery
byl po vycisténi pritokové cely odstranén. Tento drift vSak nemél vliv na mou praci, protoze
cilem prace bylo Zjistit,; zda touto metodou lze GSH, GSSG a HCys detegovat.

Pti HPLC jsem také vyzkouSela odpojit spektrofotometricky detektor. ktery byl
zapojen pied detektorem elektrochemickym, aby doslo k menSimu rozmyti pikd. Situace

ovsem 1 po odpojeni spektrofotometrického detektoru zistala stejna.
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6 Shrnuti

1. Metodou CV bylo provedeno porovnani uhlikové pastové elektrody a borem dopované
diamantové filmové elektrody pii detekci oxidovaného a redukovaného glutathionu
v Brittonové-Robinsonové pufru. Bylo zji§ténoiﬂz;e uhlikova pastova elektroda se nehodi
pro detekci GSH ani GSSG a borem dopovana diamantova filmova elektroda je vhodna
jen pro detekci GSH. OvSem pii elektrochemické detekci v HPLC, prestoze CV ukazala
nevhodnost BDDFE pro detekci GSSG, bylo praktickym méfenim zjiéténd_fie tato detekce

mozna je. Dale bylo zjisténo ze oxidace GSH na BDDFE je proces ireverzibilni.

2. Bylo zjisténo optimalni sloZzeni MF pro separaci GSH, GSSG a HCys jejiz sloZeni je 99:1,
v/v, 0,1 % TFA: ACN.

3. Ze srovnani kolon Chromolit a Synergie byla vybrana Chramolit pro lepsi separaci

oxidovaného a redukovaného glutathionu a homocysteinu.

4. Bylo zjisténo, ze odpojeni spektrofotometrického detektoru ktery byl ptipojen pied
detektorem elektrochemickym v HPLC nemélo vliv na rozmyti piktt GSH, GSSG a HCys.

5. Bylo zjisténo ze GSG, GSSG a HCys o koncentracich 0,1 mg/ml Ize detekovat bez

ptedchozi derivatizace spektrofotometrickym detektorem pii vinové délce 200 nm.
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