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SOUHRN

Oxidani stres vyvolany volnymi radikaly apobuje lipoperoxidaci plazmatické
membrany. 4-Hydroxyransnonenal je jednim z nejvyznaggich produki
lipoperoxidace, je velmi reaktivni a toxicky. Vzaéik z hoji rozsfenych
®-6 nenasycenych mastnych kyselin, které se vyskyuwg velkém mnozstvi
v plazmatické membré&rspermii.

Pro stanoveni 4-hydroxyans-nonenalu jsme vyuzili  reakci
s 1,3-cyklohexandionem za vzniku 9-alkylakridinowéterivatu. Vznikly derivat jsme
separovali pomoci vysokeimné kapalinové chromatografie (HPLC) s fluorescgn
detekci pi excitatni vinové délce 385 nm a emisni vinové délce 445 nm

Byla pouZita kolona DiscovefyC18, 15 cm x 2,1 mm, fm, opatena
predkolonovym PEEK filtrem. Mobilni faze byla gmethanolu a deionizované vody,
eluce byla gradientova. ok mobilni faze byl udrzovan na hoda@, 160 ml/min.

Kalibracni kiivka byla linearni v celém rozsahu testovanych lkom@ci
4-hydroxytrans-nonenalu.

NejnizSi koncentrace HNE, ktera age byt kvantifikovana sifjatelnou
spravnosti aigsnosti je 50 fmol/nask. Deteléni limit byl 15 fmol/nastik.

Kli ¢éova slova: 4-Hydroxytrans-nonenal, seminalni plazma, vysokoina kapalinova

chromatografie



SUMMARY

Oxidative stress evocated free radicals caused mplasmembrane
lipoperoxidation. 4-Hydroxyrans-nonenal is the most significant aldehydic product,
it is very reactive and toxic. 4-Hydroxyansnonenal is formed by peroxidation
of w-6 unsaturated fatty acids, that are present igelaguantities in the plasma
membrane of sperm.

For the determination of 4-hydroxyjansnonenal we used
1,3-cyclohexanedione reagent to derivatize thehgidie and to analyze the fluorescent
9-alkylakridine derivate by high performance liquatiromatography (HPLC) with
fluorescence detection at excitation 385 nm aredrassion 445 nm.

We used a DiscovefyC18 column, 15 cm x 2.1 mm, jim, equipped with
pre-column PEEK filter. Mobile phase was a mixtofeethanol and deionized water,
the elution was gradient. Mobile phase flow rates waintained at 0.160 mL/min.

Calibration curve was linear in the whole range te$ted concentrations
of 4-hydroxytrans-nonenal.

The lowest concentrations of HNE, which can bentjtiad with acceptable
accuracy and precision is 50 fmol/injection. Theedgon limit was 15 fmol/injection.

Keywords: 4-Hydroxytransnonenal, seminal plasma, high-performance liquid

chromatography



SEZNAM ZKRATEK

2,4-DNPH
4(S)-HPNE
9(S)-HPODE

13(S)-HPODE

AA
BHT
DNA
ESI
GC/MS

GC/NICIMS

GSH
GSH-HNE
GST
HHE
HNA
HNE
HNE-DA
HPLC
CHD

LA

LIF

LPO

MALDI-TOF-MS

MDA

MS
NBD-ProCZ
PFBHA.HCI

2,4-dinitrofenylhydrazin
4-hydroperoxy-2-nonenal
9S-hydroperoxy-10,12-oktadekadienoselna
13S-hydroperoxy-9,11-oktadekadieng&klina
kyselina arachidonova

butylowahydroxytoluen
deoxyribonukleova kyselina
ionizace elektrosprejem

plynovaamatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem

plynova chromatografie ve spojeni s hmostnim

kEpemetrem a chemickou ionizaci v negativnim modu

glutathion

glutathionyl-4-hydroxynonenal
glutathion-S-transferasa

4-hydroxy-2-hexanal

4-hydroxy-2-nonenova kyselina
4-hydroxytrans-nonenal
4-hydroxynonenal-dimethylacetal

vysokotinna kapalinova chromatografie
1,3-cyklohexandion

kyselina linolova

laserem indukovana fluorescence

lipoperoxidace

matrix assisted laser desorption/icatinn - time of flight
mass spectrometry

malondialdehyd

hmotnostni spektrometrie
4-(2-karbazoylpyrrolidinyl)-7-nitro-2,3-benzoxadiazol
0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)-
hydroxylaminhydrochlorid



PUFA polynenasycené mastné kyseliny

O-PFB O-pentafluorobenzyloximovy derivat
r.p.m. otéky za minutu

RNS reaktivni slateniny dusiku

RONS reaktivni slateniny kysliku a dusiku
ROS reaktivni slateniny kysliku

SPE extrakce na tuhé fazi

SPME mikroextrakce na tuhé fazi

TLC tenkovrstevna chromatografie

VR volné radikaly



OBSAH

L UVOD. . e 12
2 TEORETICKA CAST ..ot 13
P B O [0 b= ¥ LIS £ = USSR 13
2.1.1. VOINE radiKaAly........ccooiiiiiiiiiiiieeeees e 13
2.1.2. Reaktivni slateniny Kysliku a dusiku ...........ccccceeeeiimmmee e, 13
2.1.2.1. VIIV RONS NaA SPEIMMIE ...evviiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeveatinna s e e e e e e e e e aeaeeas 14
2.1.2.2. Zdroje reaktivnich forem kysliku a dusiku...............ccccoevvvvvviiiinnnnnns 15
2.2.2.2. 0. LEUKOCYLY ..ot et e e e e e e e e e e e eeenenneee 15
2.2.2.2.2. SPEIMUE ...uii et e et e e e et e e e e e e b s 15
2.1.2.3. Biologicka uloha reaktivnich forem kyslikwausiku ........................... 15
2.1.2.4. Hladiny reaktivnich forem kysliku a dusiku............cccccvveeiiiiinnnnnnn. 15
2.1.3. ANLIOXIAANTY ...ttt e e e e e e e e e e e e eeee b rennnneeenenees 16
2.1.3.1. Enzymatické a neenzymatické antioXidanty............cccceeevvvrnnnnnnee. 16
2.1.3.2. ANtIOXIAENT TEIraPI€....cceiiieeee ittt e e e e e e e e e e 16
2.2. 4-Hydroxy-trans-nonenal jako ukazatel lipoperaidace ............ 17
2.2.1 Polynenasycené mastné KySeliny.........cccccciiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeee e 17
P W[ 0T o 1= 0 ) [0 F- Vo = 20 17
2.2.2.1. Mechanismus lipOPEroXidacCe ........ccceeeeeieeeeeeeeeeeeieeeeeeeeireeee s 17
2.2.2.2. Neenzymovy mechanismus lipoperoxXidace........ccccccvveeeeeeeeeeeinnnnnns 19
2.2.2.3. Enzymovy mechanismus lipoperoxidac . ......ccooeeeeenvvvvnvnnnnnen. 19
2.3. 4-Hydroxy-trans-noNeNal..............ccuuuummmrrnnneeeeeeeiiiiinn e eeeeeninnns 21
2.3.1. Reaktivita HNE..........coooiiiiiiiiiteemmme e 21
2.3.2. Mechanismus vzniku HNE .............ouiii e 22
2.3.3. MetabolisSmus HNE..........cccccoiiiiiiieeee e 24
2.4. Moznosti stanoveni 4-hydroxy-trans-nonenalu ........................ 25
2.4.1. Metody stanoveni HNE v seminalni pl&zm.............ccccovvvrriiiiiiiciinnnennn. 25
2.4.1.1. Stanoveni HNE s vyuZzitim hmotnostniho speketru ....................... 25
2.4.2. Metody stanoveni HNE v biologickych vzorcich..............cccccoeeciiinnneee, 25
2.4.2.1. Stanoveni volného HNE pomoci HPLC s U\ékieit.......................... 25

2.4.2.2. Stanoveni HNE po derivatizaci 2,4-DNPHtadeu HPLC s UV
(0121 (=] (o] PP T TP PTPPITPRRPPTPP 26



2.4.2.3. Imunochemické StanOVen| ............ccviiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeinanannn | 6.2
2.4.2.4. Stanoveni HNE po derivatizaci s 1,3-cykbdndionem metodou

HPLC s fluorescaini detekCi..........coovviiiiiiiiiiitt et 27
2.4.2.5. Stanoveni HNE metodou GC nebo HPLC s Wn&APME ............... 28
2.4.2.6. Stanoveni HNE metodou HPLC S LIF ...coeeeeeiiiiiii 28
2.4.2.7. OStatni MELOAY ........cceieiiiii ottt e e e e e e e e e e e e e e s e s s eeeeeee s 28
3 CILPRACE ...oooiiiiee ettt mmmm et 30
4 EXPERIMENTALNI CAST ..ot 31
4.1. Stanoveni 4-hydroxy-trans-nonenalu v seminallazmé.......... 31
.10 VZOTKY oottt ean— e rrraana 31
4.1.2. CheMIKAIIE ......ccoi ittt e e ae e e e e e s e e e 31
g G TR o] 0 03 V= W 111 1 (0] [ 32
O B o = (ot 01V [ (0 74 (0] QY2 33
4.1.5. Postup stanoveni 4-hydratxgns-nonenalu v seminalni plazm.............. 35
4.1.5.1. BIPrava VZOTKi........coooeiiiiiiiieiiiiiiee ettt e e e e ee e e e e e e e 35
4.1.5.2. Biprava standaldl................ouuvuiiiiiiiiii e 35
4.1.5.3. HPLC @NalYzZa......ccccoeeeeeeiieieeeeeeeee e ea e 36
4.1.5.4. KaliDracCe .......coooiiiiiiiiiiii et e e e 36
4.1.5.5. Analytické parametry...........coooieeeeeeeeee e 37
4.1.5.6. Zpracovani VysletK...........cccccceiiiiiiiiii e 39
5 VYSLEDKY ADISKUZE.......cooiooeeeeeeee e 40
6 ZAVER ..o.oviiiviiieteeeee e 48
7 SEZNAM POUZITE LITERATURY ..oooviieeeeeeeeeeeeeee e, 49

PRILOHA



1 UvVOD

Volné radikaly zgsobuji lipoperoxidaci, i které vznikd mnoho toxickych
produkfi, mezi nimi ifada aldehyd. Velmi citlivé k peroxidaci jsou lipidy obsahujici
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). V plazmatickembraé spermii se nejvice
vyskytuji -6 PUFA, jejichz lipoperoxidaci vznika 4-hydroxsans-nonenal (HNE).

4-Hydroxy4{ransnonenal je ozrmvan za hlavni produkt peroxidace lipjd
oproti ostatnim aldehyain vznika v relativa velkém mnoZzstvi. Jeho vysoka reaktivita
je zpisobena femi funkinimi skupinami, pomoci kterych e reagovat s lipidy,
aminokyselinami, proteiny a nukleovymi kyselinanfiraw jeho vysoka reaktivita
je zodpo¥dna za jeho vlastnosti, HNE je mutagenni, cytaioxi genotoxicky.

HNE je povaZzovan za spolehlivy marker oxidéno stresu. V seminalni plazm
je detekovatelny nejenom za podminek oidho stresu, ale i za fyziologickych
podminek. Nadrrna produkce HNE je spojovana s muzskou neplodngstto
je organismus schopen HNE efektivimetabolizovat a chranit tak tky pied
oxidatnim poskozenim.

Pro stanoveni HNE bylo vypracovano velkém mnozstetod vyuzivajicich
HPLC s fiznymi zpiasoby detekce, plynovou chromatografii, hmotnospaksometrii,

I imunochemické stanoveni.

Cilem této prace bylo etit experimentalni metodu pro stanoveni 4-hydroxy-

trans-nonenalu v seminalni plazmea pouziti HPLC s fluorescémi detekci a uit,

zda je tato metoda pouzitelné pro klinickou praxi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1. Oxidani stres

PorusSeni rovnovahy mezi vznikem a odsbiganim reaktivnich slaenin
kysliku a dusiku (RONS, reactive oxygen and nitrogjgecies) se nazyva oxduld stres.

Muze byt vyvolan nad#tnou tvorbou RONS, nedostatmu funkci
antioxida&niho systému, ffijpadré kombinaci obou faktdr Tyto latky maji znany
fyziologicky i patologicky vyznam. Ochoin reaguji s#znymi biologickymi
strukturami — lipidy, mastnymi kyselinami, aminoklisami, proteiny, nukleovymi
kyselinami i sfadou nizkomolekularnich metabélitkoenzynii a jinych sodasti zivé
hmoty. Diky tomu se staly vyznamnymi pi@stniky glenosu energie, faktory imunitni

ochrany a signalnimi molekulami biimé regulace (Stipek a kol. 2000).

2.1.1. Volné radikaly

Volné radikaly (VR) jsou atomy, molekulgi ionty, které maji ve svém
elektronovém obalu jeden nebo vice neparovych relek{Cocuzza a kol. 2007).

Volny radikal vznika z molekuly homolytickym &enim kovalentnich vazeb
(kazdy fragment zisk& jeden nepéarovy elektron)fipapk piidanim jednoho elektronu
k normalni molekule redukci nebo ztratou jednohektebnu oxidaci. Vznik radikalu
maze byt iniciaci celéheetszce dalSich reak¢Stipek a kol. 2000).

VR jsou velmi reaktivni, protoZze se snazi ziskatSid@lektron a doplnit
si tak elektronovy par do stabilni konfigurace. &kradikdl reaguje s normalni
molekulou, radikalova reakce se propaguje do okbéprve reakci dvou radikal
se neparové elektrony spoji ve dvojici, dojde kiieaci a radikalova reakce se ukon
(Buonocore a kol. 2010).

2.1.2. Reaktivni slodeniny kysliku a dusiku

V organismu BzZn¢ vznika fada reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive

oxygen species) a reaktivnich forem dusiku (RN&gtree nitrogen species).

Mriviw s

dusiku v tabulce 2Stipek a kol. 2000).

13



Volné radikaly Neradikalové latky

superoxid, @ peroxid vodiku, HO,
hydroxylovy radikal, HO kyselina chlorna, HOCI
peroxyl, RQ’ ozon, Q

alkoxyl, RO singletovy kyslik 'O,

hydroperoxyl, HQ'

Tab. 1 Reaktivni formy kysliku (Stipek a kol. 200)

Volné radikaly Neradikalové latky
oxid dusnaty, NO nitrosyl, NO
oxid dustity, NO,’ kyselina dusitd, HN®

oxid dusity, NOs

oxid dustity, N,Oy
nitronium, NQ"
peroxynitrit, OONO
alkylperoxynitrit, ROONO

Tab. 2 Reaktivni formy dusiku (Stipek a kol. 200)

NejcastjSimi ROS, které maji vliv na reprodirtk systém mui jsou
superoxidovy anion (£), peroxid vodiku (KHO,), peroxylovy radikal (ROQ a velmi
reaktivni hydroxylovy radikal (HQ (Chari a Colagar 2011).

2.1.2.1. Vliv RONS na spermie

Spermie jsou zvlad8t nachylné na poskozeni vyvolané na&dmou tvorbou
RONS, protoze jejich plazmatické membrany obsahujelké mnoZzstvi
®-6 nenasycenych mastnych kyselin (PUFA), které soambdl€haji peroxidaci lipig
c0Z ma za nasledek ztratu membranové integrity &€z a kol. 2007, Oborna a kol.
2010). Existuje stéle viceikazi, Ze lipoperoxidace a nasledné poskozeni plazngatick
membrany spermii hrajeakbzitou roli v mechanismu muzské neplodnosti (Taiil
a kol. 2008). ZvySeni hladiny RONS bylo zaznamenand0 % neplodnych muz
(Shiva a kol. 2011).
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2.1.2.2. Zdroje reaktivnich forem kysliku a dusiku

Zdroje RONS mohou byt endogenniho i exogenniinamg@u. Endogenni zdroje
zahrnuji dychactetzec v mitochondriich, metabolismus cytochromu P4&5buiky
imunitniho systému (neutrofily, eosinofily a makagf/). Mezi exogenni zdroje RONS
sefadi xenobiotika, latky fitomné v Zivotnim progedi, izné druhy zéeni, kodeni

a alkohol (Cocuzza a kol. 2007). V seminalni plazsou nejdlezitéjSimi zdroji RONS
leukocyty a spermie (Saleh a Agarwal 2002).

2.2.2.2.1. Leukocyty

Peroxidasa-pozitivni leukocytygrstavuji hlavni zdroj ROS v seminalni plazm
Mezi peroxidasa-pozitivni leukocyty skadi polymorfonukleéary, které r@dstavuiji
50 - 60 % leukocyt obsazenych v seminalni plagna makrofagy, které t¥620 - 30 %
seminalnich leukocyt Aktivované leukocyty jsou schopné produkovat tngsobg
vétSi mnozstvi ROS nez neaktivované leukocyty. Kvakii leukocyti dochazi Bhem
infekceci zaretu (Saleh a Agarwal 2002).

2.2.2.2.2. Spermie

Spermie  mohou produkovat ROS édva zmisoby. Prvni je systém
NADPH-oxidasy na uarovni cytoplazmatické membranyeragi a druhy je systém

NADH-dependentni oxidoreduktasy na urovni mitoakriin(Saleh a Agarwal 2002).

2.1.2.3. Biologické& uloha reaktivnich forem kyslikua dusiku

Malé mnozstvi RONS ip béZném aerobnim metabolismu spermii je nezbytné
pro zrani spermii, kapacitaci, akrozomovou reakqyfi vazb: spermie
na glykoproteinovy obal vajka a @i praniku spermie vagkem (Henkel 2011, Sanocka
a kol. 2004).

2.1.2.4. Hladiny reaktivnich forem kysliku a dusiku

NejvysSi hladiny RONS produkovaly nezralé spermabrsormalni morfologii
hlavicky a s retenci igbyt&né cytoplazmy. Naopak nejnizsi hladiny byly ré@emy
u nezralych zaroaaych burk a zralych spermii (Gil-Guzman a kol. 2001).

15



2.1.3. Antioxidanty

Reaktivni formy kysliku a dusiku jsou nezbytné gyaiologickou funkci
spermii, ale jejich koncentrace musi byt udrZzovara Urovni, kdy nedochazi
k poSkozeni bufk. Proto je v semindlni plazmpiitomna fada antioxidarit, které
udrzuji stabilni stav RONS (Abdul-Rasheed 2010).

2.1.3.1. Enzymatické a neenzymatickeé antioxidanty

Z antioxida&nich enzynd jmenujme superoxiddismutasu (EC 1.15.1.1), katialas
(EC 1.11.1.6), glutathionperoxidasu (EC 1.11.1.9) gdutathion-S-transferasu
(EC 2.5.1.18). Navic sperma obsahuje cébmlu neenzymatickych antioxigtgch latek,
na@. vitamin C, vitamin E, pyruvat, glutathion, kainit selen, zinek, hoik
a koenzym Q10 (Chari a kol. 2011, H&#& 2006). Napiklad kyselina askorbova
je vyznamnym scavengerem RONS. V seminalni ptanji zhruba desetkrat vice

v porovnani s krevni plazmou (Shiva a kol. 2011).

2.1.3.2. Antioxid&ni terapie

Bylo prokdzano, Zeneplodni muZi maji sniZzenou antioxédd kapacitu
ejakulatu (Holéek 2006),a proto se uneplodnych muZ doporiuje antioxid&ni
terapie, ktera iive pozitivie ovlivnit pocet, pohyblivost a morfologii spermii
(Imhof a kol. 2012).OvSem oxidani stres nelze povazovat za jedingvdd muzske

neplodnosti (Cocuzza a kol. 2007).
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2.2. 4-Hydroxy4rans-nonenal jako ukazatel lipoperoxidace

2.2.1 Polynenasycené mastné kyseliny

Spoleénym rysemw-6 mastnych kyselin je dvojna vazba na Sestém whlik
od methylenového konce. Tyto mastné kyseliny sen¢hejyskytuji v burcnych
membranach (Poli a Schaur 2000). Do této skupitynemasycenych mastnych kyselin
se tfadi kyselina linolova (LA), ®-6 mastna kyselina s nejkratSimettzcem.
LA je prekurzorem dalSichn-6 mastnych kyselin. Kyselina arachidonova (AA)
je ®-6 mastnd kyselina s dvaceti uhliky. Zvyznamnyctirofs téchto PUFA
Ize jmenovat dibezi maso, vejce fechy,fepkovy, slunénicovy a Irgny olej.

Dopad -6 mastnych kyselin na zdravi neni tak jednémtapozitivni,
jak je tomu uw-3 mastnych kyselin. Zalezi totiz na p&n €chto dvou skupin
mastnych kyselin. ProtoZe-6 a ®-3 mastné kyseliny spolu s@if o stejné enzymy,
muze zvysSena hladina-6 PUFA vést Kadk nemoci (Safarinejad a kol. 2010).

2.2.2. Lipoperoxidace

Lipoperoxidace (LPO) je autooxitiai radikélovarettzova reakce. Této reakci
podléhaji mastné kyseliny obsahuijici vice dvojnyabeb — polyenové mastné kyseliny.
Schéma peroxidace nenasycené mastné kyseliny gomdo na obrazku 1 (Stipek
a kol. 2000).

Tento proces vede ke vzniku hydroperdxidteré podléhaji dalSimigmenam
a vznikaji tak sekundarni metabolity.ét¥inou byvaji velmi reaktivni a #Agobuji
poSkozeni struktury a funkce dalSich biomolekuljcasgji prave lipida, ale také
proteini a nukleovych kyselin.

Mezi hlavni a nejvice toxické produkty lipoperoxigaseradi 4-hydroxytrans
nonenal (HNE), 4-hydroxy-2-hexanal (HHE) a malotdkayd (MDA) (Catala 2009).

2.2.2.1. Mechanismus lipoperoxidace

Radikalové reakce probihajiétéinou ve tech fazich — iniciace, propagace
a terminace. Iniciace je pochodii mémz je molekula mastné kyseliny napadena
volnym kyslikovym radikalem. V souvislosti s LPO jeejwtsi vyznam pkladan
pasobeni hydroxylového radikalu HQale iniciaci mohou sam#gme vyvolat i jiné

radikaly.
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Kazda latka, ktera m& dost&eu afinitu k elektroim a dokédze vytrhnout
vodikovy atom z methylenové skupiny uhlovodikovéé®zce mastné kyseliny (-G
muze zahdjit radikalovou reakci v membranovych lipildeMastna kyselina nebo lipid
se stava uhlikovym radikalem (F{Ccarbon centered radical) (Stipek a kol. 2000,
Valko a kol. 2006).

LH + HO — L + H,O

Vazba mezi atomem uhliku a vodiku je oslabena awojrazbou, a proto PUFA
podléhaji peroxidaci snadin nez jiné biomolekuly. Mezi latky, které jsou sgmeé
vytrhnout atom vodiku z PUFA a iniciovat peroxidgeati hydroxylovy radikal HQ
alkoxylovy radikal ROa peroxylovy radikal ROD

Po vytrzeni vodiku se elektrony v uhlovodikovésitzci mastnych kyselin
pieskupi tak, Zze se mezi&uaa dvojnymi vazbami vytid vazba jednoducha a vznikne
tak konjugovany dien. Tyto latky se snadno spojgjmolekularnim kyslikem
na peroxylovy radikal (Stipek a kol. 2000, Cat0@2, Valko a kol. 2006).

L*+ O, —» LOO

Touto reakci nastupuje faze prop&aga Propagacge autokatalyticky proces,
kdy radikaly mastnych kyselin reagugtzowe s kyslikem a dalSimi PUFA a vznikaji
tak hydroperoxidy — primarni produkty LPO. LO@@ schopen vytrhnout elektron
z mastné kyseliny sousedniho lipidu, ktery se staomeym radikalem, zatimco

peroxylovy radikal seiemeni na lipidovy hydroperoxid (LOOH) (Stipek a koDGD).

LOO + LH — LOOH + L

Radikalova reakce se tak v lipidech propaguje, doke radikal PUFA nesetka
s jinym radikalem (nebo s antioxidantem), kdyis&zova reakce ukain vznikem

stabilni slogeniny.

L'+L — L-L
L"+ LOO — LOOL
LOO + LOO — LOOL + O,
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Vyslednymi produkty popsaného sledu reakci jsourdyyeroxidy a cyklické
peroxidy mastnych kyselin, které se chemicky chiogtgjré jako peroxid vodiku.
Jsou tedy powrné stalé, dokud se nesetkaji s tranzitnimi kovy, é&témtalyzuji
Fentonovu reakci. A tak se lipidové peroxidyémn na alkoxylové radikaly
LO"a hydroxidovy anion HQ(Stipek a kol. 2000, Catala 2009, Valko a kol.®00

LOOH + Fé* [Cu'] — LO" + FE* [CU?"] + HO

Trojmocné Zelezo reaguje s lipidovymi peroxidy mewhpomaleji za vzniku
peroxylového radikalu LOO

LOOH + Fé* [Cl?'] — LOO" + F&* [Cu'] + H'

Tato reakce vysiluje, prac organismy usklatlji katalyticky aktivni Zelezo
a msd do ferritinu, transferrinu, atd. \fflomnosti F&" totiz dochazi k vyrazné

stimulaci LPO reduénimi latkami, jako je nap superoxid (Stipek a kol. 2000).

2.2.2.2. Neenzymovy mechanismus lipoperoxidace
Neenzymovy mechanizmus lipoperoxidace je vyvolaspeeifickymi, mnohdy

patologickymi faktory. Vznika sis riznych produkid, protoZerettzce modifikovanych
mastnych kyselin se snadnegtna kratSi produkty,éetrg vydechovanych uhlovodik
jako jsou ethan, pentan a toxické aldehydy 4-hyghtoans-nonenal a malondialdehyd.

Peroxidace mrmi fluiditu membran, zvySuje propustnost pro ionty,
a tak zgisobuje Iyzu bugk a snizeni membranového potenciélu (Stipek a2dgI0).

2.2.2.3. Enzymovy mechanismus lipoperoxidace

Enzymovy mechanismus lipoperoxidace probihd na veikin centrech
hydroperoxidas a endoperoxidas (cyklooxygenasa E€4.99.1, lipoxygenasa
EC 1.13.11.12) a produkuje biologicky aktivni latkjako jsou prostaglandiny
a leukotrieny, které jsouutezité viizeni bugcnych dju a ochrannych pochodech.
Vznikajici volné radikdly @stavaji navdzany na enzymech a neunikaji do iemist
(Stipek a kol. 2000).
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Obr.1 Schéma peroxidace nenasycené mastné Kirse(Stipek a kol. 2000)
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2.3. 4-Hydroxy+rans-nonenal

4-Hydroxy{ransnonenal je kon#y produkt membranové lipoperoxidace
®-6 PUFA — kyseliny linolenové a arachidonové (Backdkol. 2011, Markovcic a kol.
2010). Je ozn&ovan za hlavni produkt peroxidace lipjdoproti ostatnim aldehyeh
vznika v relative velkém mnoZstvi. HNE je povaZzovan za druhého peslaych
radikali. Davodem je delSi Zivotnost aldehyaproti volnym radikdlm a schopnost
difundovat z mista vzniku do vzdatgsich cili (Strohmaier a kol. 1995).

Déle je povazovan za spolehlivy marker oxii&o stresu a je zodpéiny
za mnoho nezadoucickinkua, lyzu erytrocyt, inaktivaci enzym a inhibici syntézy
proteimfi a DNA (Szweda a kol. 1993, Jaganjac a kol. 201@gnzani 2003).
Lze ho pondrné snadno detekovat za fyziologickych podminek (Alakol. 2003).

HNE je vysoce lipofilni slotenina, coz mze vést kjeho akumulaci
v biomembranach (Schaur 2003, Selley a kol. 1991).

Bylo prokdzano, Ze se nachéaziejakulatu, kde mé& vliv na pohyblivost
a zZivotaschopnost spernfilVindsor a kol. 1993)Jeho nadrrna produkce je spojovana

s muzskou neplodnosti (Selley a kol. 1991).

2.3.1. Reaktivita HNE

Volny HNE je vysoce elektrofilnginidlo, vaze se do struktur DNA, prot&in
(vétSinou reaguje s thiolovou skupinou cysteinu, imaavou skupinou histidinu
a s aminoskupinou lysinu), pepiidebo fosfolipidi (Dostalek 2007).

Jeho vysokd& reaktivita je @pobenaiemi funknimi skupinami: karbonylem,
dvojnou vazbou mezi druhym d@etim atomem uhliku konjugovanou s karbonylem
a hydroxylovou skupinou n&vrtém atomu uhliku (Poli a kol. 2000, Schaur 2003
Struktura HNE je zobrazena na obrazku #slbdkem jeho vysoké reaktivity a vazby
s biologicky vyznamnymi slaieninami, je HNE sild mutagenni, cytotoxicky
a genotoxicky (Carini a kol. 2004, Dostalek 2007).

OH

Obr. 2  Struktura 4-hydroxy-trans-nonenalu
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2.3.2. Mechanismus vzniku HNE
Presny mechanismus degradace uhlikovidtézce vedouci od hydroperoxid

®-6 PUFA k 4-hydroxyransnonenalu neni dosud spolellivzndm (Schneider
a kol. 2005)

ZjednoduSena draha formace HNEhém peroxidace»-6 nenasycené mastné
kyseliny arachidonové a linolové je znazora na obrazku 3.

Existuji nejmén dva nezavislé mechanismy. V prvnim 2z nich vznika
hydroperoxid odvozeny od kyseliny linolové, 13S-tomkroxy-9,11-oktadekadienova
kyselina (13(S)-HPODE).U LA dochazi k vytrzeni vodiku na osmém atomu uhlik
vznika radikalovy meziprodukt, ktery pagsunu radikdlu na desaty uhlik a oxidaci
dava odpovidajici dihydroperoxidovy derivat. Hydeopxylova skupina na desatém
atomu uhliku se roz&pi (tvz. Hockovo &ipeni) na dva aldehydickeé fragmenty, kyselinu
9-oxononanovou a 4-hydroperoxy-2-nonenal (4(S)-HRPNES)-HPNE je redukovan
na 4(S)-hydroxynonenal.

Druhy mechanismus vychazi z 9(S)-hydroperoxy-l@Ht2adekadienové
kyseliny (9(S)-HPODE), ktera je roZpena na 9-oxononanovou kyselinu a 3-nonenal.
3-Nonenal je nactvrtém atomu uhliku peroxidovan na racemicky 4-loperoxy-
2-nonenal (4(R,S)-HPNE). Nésleduje redukce 4(R,BNH na 4(R,S)-hydroxynonenal
(Schaur 2003, Carini a kol. 2004, Schneider ax@05).
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Obr. 3 Mechanismus vzniku HNE zw-6 PUFA (Carini a kol. 2004)

Mezi primarni reaktanty, se kterymi reaguje HNEtipaminokyseliny cystein,
histidin a lysin, které imo podléhaji Michaelav adici na dvojnou vazbu
(Poli a kol. 2000).

Muze dochazet i k reakci aminoskupiny s karbonyldoeleydu za tvorby
Schiffovy baze. Michaelova adice a tvorba Schiffddze jsou kompetitivni reakce,
ale téngi vétSina modifikaci proteiinprobiha pra¥ Michaelovou adici a Schiffovy baze

se tvdi jen v nepatrném mnozstvi (Bruenner a kol. 1995).
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2.3.3. Metabolismus HNE
Organismus je schopen metabolizovat HNE vysocetigfek a to dokonce

i za podminek oxidmiho stresu. Rychly metabolismus HNE jéaekitym sekundarnim
antioxida&nim ochrannym systémem hikn

Hlavnimi reakcemi jsou oxidace HNE na 4-hydroxyefx@novou kyselinu
(HNA) pomoci enzymu aldehyddehydrogenasy (EC 132.1.redukce HNE
na 1,4-dihydroxynonenal za katalyzy alkoholdehyeérasy (EC 1.1.1.1) a konjugace
s glutathionem (GSH) (Dostalek 2007).

Konjugace s GSH fize probihat neenzymaticky nebo za katalyzy glubathi
S-transferasy (GST, EC 2.5.1.18), jez urychlujkeeasi 600x (Siems a Grune 2003).
Detoxikace HNE konjugaci s GSH za katalyzy enzym8TGje pravdpodobr
nejrychlejsi. B poklesu zasob GSH dochazi k indukci syntézy GS¥EHonjugatu
(glutathionyl-4-hydroxynonenal) (Siems a Grune 2a&man a kol. 2003).
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2.4. Moznosti stanoveni 4-hydroxyrans-nonenalu

Pro stanoveni HNE,tauZ volného nebo jeho konjugats biomolekulami,
bylo vyvinuto velké mnozstvi metod (Poli a SchaW0@). Vykir metody zavisi
na (Eelu stanoveni a dostupném vybaveni.

HNE je velmi reaktivni a v biologickych vzorcichaie byt gitomen ve velmi
nizkych koncentracich, a to jak ve volné férmazany, nebo jako metabolicky produkt.
Jeho lipofilni vlastnosti fevazuji nad hydrofilnimi, a proto se bude koncerdtspise
v biomembranach. Biologické vzorky jsou velmi koespii a mohou obsahovat
interferujici latky.

Pri stanoveni HNE by ke vzorku vzdy ég byt pridany antioxidanty,
aby se pedeSlo dodatmé tvortk HNE autooxidaci PUFA ied nebo Bhem procesu

derivatizace.
2.4.1. Metody stanoveni HNE v seminalni plazén

2.4.1.1. Stanoveni HNE s vyuzitim hmotnostniho spekmetru

Pro stanoveni HNE byla vyvinuta metoda, ktera komj@ plynovou
chromatografii s hmotnostnim spektrometrem (Stgp&kl. 2000, Poli a Schaur 2000).

HNE byl identifikovan v lidském spermatu pomoci mbyého chromatografu
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s chemidkaizaci v negativhim maodu
(GC/NICIMS). HNE je derivatizovan 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)-
hydroxylaminhydrochloridem (PFBHA.HCI), dochazi ke vzniku
HNE-O-pentafluorobenzyloximového derivatu. Néasleduje méthylsilylace
hydroxyskupiny na trimethylsilylether (TMS). Toutmetodou Ize stanovit celé
spektrum dalSich aldehigdSelley a kol. 1991).

2.4.2. Metody stanoveni HNE v biologickych vzorcich

2.4.2.1. Stanoveni volného HNE pomoci HPLC s UV deXci

HNE miZe byt gimo stanoven pomoci HPLC s UV detekdi 23 nm,
protoze méa vysoky molarni absoémp koeficient ¢ = 13750 mof.l.cm™).
JelikoZz biologické vzorky obsahuji velké mnozd#iek, zejména proteina peptid,
které taktéz absorbuji kolem 220 nm, musime vzgiekl HPLC analyzou nejive
piefiltrovat (Lang a kol. 1985, Stipek a kol. 2000JiR Schaur 2000).
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2.4.2.2. Stanoveni HNE po derivatizaci 2,4-DNPH rtedou HPLC s UV
detekci

Nejcastji byva HNE, spolu s jinymi aldehydy, stanovovantasmu HPLC
s UV detekci po derivatizaci s 2,4-dinitrofenylhgdinem (2,4-DNPH). Vznikaji
2,4-dinitrofenylhydrazony absorbujici v oblasti aximem 350-390 nm. Schéma reakce
je znazorno na obrazku 4. Jelikoz kr@mHNE reaguji s 2,4-DNPH také dalSi
aldehydy, jako formaldehyd, aceton nebo acetaldejeygred vliastni HPLC analyzou
nutna purifikace tenkovrstevnou chromatografii (JL@=dna se tak &asow naranou
metodu (Stipek a kol. 2000, Uchida 2003, Carinbla R004).

Namisto TLC lze pouzit rychlejSi extrakci tuhowif{SPE — Solid Phase
Extraction). A misto UV detekce Ize pouzit viceie#Si elektrochemickou detekci
(Strohmaier a kol. 1995, Goldring a kol. 1993, hikol. 1999).

Nz 0 N, 0
H,C e R
3 \/\/\r/\/ 0 + HIN—NH —}H3C\/\/\IMN—NH
0OH oH
N0 N,0

Obr. 4 Reakce HNE s 2,4-DNPH

2.4.2.3. Imunochemické stanoveni

Pro detekci HNE-adukitize vyuzit imunochemické metody (Poli a kol. 2000,
Uchida 2003). Specifické polyklonalni protilatkge gipravuji imunizaci zvete
a naslednym igistenim afinitni chromatografii (Uchida 2003). Antigénn
determinantou je v konjugatu HNE s proteinem prBWNE a nikoliv aminokyselina
(histidin, lysin, cystein), a proto nedochézi k&iz&nym reakcim s jinymi aldehydy,
jako jsou nafiklad malondialdehyd nebo formaldehyd (Carini a 26104).

Dominantni epitop, ktery rozpoznavaji polyklonalmhonoklonalni protilatky
je CHs-(CHy)n-5-hydroxytetrahydrofuran (& 3), ktery je zobrazen na obrazku 5.
Zvyrazréna ovalnacast je nepostradatelna pro navazani protilatky, yslmlizuje
imidazolovou skupinu histidinu, thiol cysteinu nebe-aminoskupinu lysinu
(Uchida 2003).
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Bohuzel, polyklondlni ani monoklondlni protilatkejsou striktd specifické
pro HNE modifikované proteiny. Mohou reagovat slagg HNE,
4-hydroxyoktenalem a 4-hydroxydecenalem, i kd§ghto aldehyd vznikda mnohem
meére nez HNE (Uchida a kol. 1995).

OH
8]
CHICH, ),
X
Protein

Obr.5 Epitopy pro HNE

2.4.2.4. Stanoveni HNE po derivatizaci s 1,3-cykleRandionem metodou

HPLC s fluoresceréni detekci

Tato metoda je jednoduSsi a cié§i oproti HPLC s UV detekci.
Vzorek je deproteinovan a k supernatantu jfelgm 1,3-cyklohexandion (CHD).
Vznika 9-alkylakridinovy derivat. Schéma reakce jzeazorgno na obrazku 6.
Po derivatizaci se vzorky purifikuji SPE. Derivatyge separuji HPLC
a detekuji fluoresceénim detektorem (Uchida a kol. 2002, Lovell a Mabery 2003,
Bailey a kol. 1997, Holley a kol. 1993).

Tato metoda se citlivosti fiplizuje metog@ GC-MS. Bohuzel dlouhy
derivatiz&ni postup (inkubace 1 hodinufip60°C) brani vroz$éni aplikace
pro klinické vzorky (Liu a kol. 1999).

0 (8] E 8]
(NH)), 50,4
+ R-CHO ———> | I + 3H,0
N\
N
H

0

Obr. 6 Reakce CHD s aldehydy

27



2.4.2.5. Stanoveni HNE metodou GC nebo HPLC s vytith SPME

Bylo popsano stanoveni HNE za vyuziti mikroextrakeetuhé fazi (SPME).
Velkou vyhodou této metody je, Ze molekula HNE j¢imm adsorbovana
a zakoncentrovana ze vzorku na viakno SPME. Viajeonasledn injektovano
do kapalinového nebo plynového chromatografu. Melkeyhodou je absence
organickych rozpoué&tiel pouzivanych u SPE a TLC (Uchida a kol. 2002)zr8
pouzivana organicka rozpo#&dla (methanol, acetonitril) totiz obsahuji kontanjioi
aldehydy (Bailey a kol. 1997, Luo a kol. 1995). bt Ize vyuzit pro stanoveni HNE
v biologickych vzorcich (Uchida a kol. 2002).

2.4.2.6. Stanoveni HNE metodou HPLC s LIF

Pro stanoveni HNE byla popsana metoda HPLC s imsearelukovanou
fluorescenci (LIF). LIF je nejcitli&Si detekni systém pro HPLC a kapilarni
elektroforézu. Ve srovnani s fluores¢eh detekci, mze LIF detekce byt
az rekoliksetkrat citliwjSi. Tak vysoka citlivost umaitije spolehlivou detekci HNE
v biologickych vzorcich.

HNE je derivatizovan s 4-(2-karbazoylpyrrolidinyljnitro-2,1,3-
benzoxadiazolem (NBD-ProCZ) za vzniku hydrazonovydiowenin, které
Ize detekovat fluorescéng (Liu a kol. 1999).

2.4.2.7. Ostatni metody

V poslednim desetileti se zvySuje rozsah vyuzitdemoich néstrdj v analyze
HNE-proteinovych adukt pomoci MS. Jde ipdevSim o MALDI-TOF-MS (Matrix
assisted laser desorption/ionization - time ofhflignass spectrometry) a tandemovou
hmotnostni spektrometrii (Carini a kol. 2004).

Prehled vSech analytickych metod k detekci HNE-praieych/peptidovych
adukti je znazoran na obrazku 7.

28



Immunochemistry Amino acid analysis
(HPLC)

DNPH - .
Derivatization \ H-labelling

(UV Absorbance, HPLC)\A « (HPLC)
| HNE-protein/peptide adduct |

Mass spectrometry

Obr. 7 Prehled analytickych metod k detekci HNE-proteinovychpeptidovych
adukta (Carini a kol. 2004)
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo @it a modifikovat experimentélni metodu vyuZivajici
derivatizaci s 1,3-cyklohexandionem pro stanovenihydroxyirans-nonenalu
v seminalni plazza pouziti HPLC s fluorescemi detekci a wit, zda je tato metoda

pouzitelna pro klinickou praxi.

30



4 EXPERIMENTALNI CAST

Vzorky seminalni plazmy byly zpracovany v Centrustwané reprodukce
Sanus v Pardubicich a v laboiath Katedry biologickych a biochemickych
véd Univerzity Pardubice.

Souhlas etické komise fip Prvnim privatnim chirurgickém centru, s.r.o.,

Hradec Krélové, je uveden ¥ifmze.

4.1. Stanoveni 4-hydroxy¥ans-nonenalu v seminalni plazng

Pro stanoveni volného HNE v seminalni plézsme pouzili metodu zalozenou
na derivatizaci aldehydu s CHD za vzniku 9-alkyidikrového derivatu. Vznikly

derivat jsme analyzovaly metodou HPLC s fluoregnédetekci.

4.1.1. Vzorky

Vzorky seminalni plazmy pro &eni analytickych paramétrmetody jsme
ziskali od pacierit v Centru asistované reprodukce Sanus v Pardubididorky
semindlni plazmy jsme odebirali do polypropylendvyuikrozkumavek, do kterych
jsme gedtim gidali 100 ul butylovaného hydroxytoluenu v ethanolu a rozpédist
odpdili pod jemnym proudem dusikuiigtota 4,6; Linde Gas a.s., PraliR). VVzorky

jsme uchovavali do doby analyzy v hlubokomrazicomibpi -80 °C.

4.1.2. Chemikalie
1,3-Cyklohexandion (CHD; 1sO,; Mr = 111,13; Fluka, Svycarsko)
2,6-Ditert-butyl-4-methylfenol (BHT; GsH»40; Mr = 220,4; Sigma-Aldrich Chemie
GbmH, Steinheim, Bmecko)
4-Hydroxynonenal-dimethylacetal (HNE-DA;{1,,03; Mr = 202,3; Alexis
Biochemicals, USA)
Deionizovana voda (}0; Mr = 18; G = 0,05S)
Dusik istota 4,6; Linde Gas a.s., Praii)
Ethanol pro HPLC (CkCH,OH; Mr = 46,07; Merck KgaA, Darmstadtéhecko)
Kyselina chlorista (HCIQ w = 70 %; Mr = 100,46; Sigma-Aldrich Chemie GbmH,
Steinheim, Nmecko)
Kyselina chlorovodikova (HCI; w = 35 %; Mr = 36,48igma-Aldrich Chemie GbmH,

Steinheim, Nmecko)
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n-Hexan pro HPLC (§H14 Mr = 86,16; Merck, KgaA, Darmstadt¢hhecko)
Octan amonny (NEAc: CH/NO,; Mr = 77,08; Fluka, Svycarsko)

4.1.3. Poniicky a pristroje

Analytické vahy LB 1050/2 (Laberte, Budape®lad’arsko)

Automaticke mikropipety Biohit (Biohit PLC, HelsinkFinsko)

Autosampler SIL-20AGr pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Cerpadla LC-20AD pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko

Filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Fluorescetini detektor RF-204s pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
Hlubokomrazici box MDF-U 3086S (Sanyo Electric, Kssalaponsko)

HPLC kolona DiscovelyC18, 15 cm x 2,1 mm, om (Supelco, Bellefonte, PA, USA),
opatend pedkolonovym PEEK filtrem o porozi2 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Kombinovana chladiika s mraznikou (AEG, EU)

Magnetické michadlo Heidolph MR 3001K (Heidolphtiosnents GmbH & Co. KG,
Schwabach, Bmecko)

Nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze pro HRL; 0,2um (Supelco, Bellefonte,

PA, USA)

Nylonoveé filtry pro filtrovani vzork pred HPLC analyzou ISO-Disc™; Qy2n
(Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Odstedivka Jouan MR 23i (Jouan SA, St. Herblain, Franci

Odplynova mobilni faze pro HPLC Degasser DGU-2{d&himadzu, Kyoto, Japonsko)
Polypropylenové mikrozkumavky; 1,5 ml (Fisher Stien spol. s. r.o., Pardubice,
CR)

Predvazky Sartorius L2200P (Sartorius Laboratoriesgthgen, Nmecko)

Ridici jednotka a software LCsolution, verze 1.2bif&dzu, Kyoto, Japonsko)
Sklersné vialky se Sroubovacimdakiem (Fisher Scientific, spol. s. r.0., Pardubic¢B)
SPE kolonky s vazanou reverzni fazi, Disco%dpsC C-18 (Supelco, Bellefonte,

PA, USA)

Spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent Technologi&snta Clara, CA, USA)
Termostat kolon CTO-20AC pro HPLC (Shimadzu, Kya@aponsko)

Ultrazvukova laze K12 (Kraintek s.r.0., Podhéjska, Slovensko)

Zatizeni pro vyrobu ultr&sté vody (fida I) TKA Smart 2 Pure (Niedelerbert,
Némecko)
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Vakuovy manifold, Visiprep SPE (Supelco, Bellefqrifd, USA)
kadinky, odngrné valce, odrerné baiky

4.1.4. Pracovni roztoky

Z&sobni roztok HNE-DA

V laboratdi jsme HNE pipravovali z komefn¢ dodavaného standardu
4-hydroxynonenal-dimethylacetal (HNE-DA)Struktura HNE-DA je znazowgma
na obrazku 8. Roztok jsmefipravili naredénim 500 ul standardniho roztoku
HNE-DA s 9,5 ml n-hexanu. Roztok jsme reélid po 200-ul porcich do sklegnych

vialek a uskladnili v hlubokomrazicim boxii 80 °C.

CH

OCH;
H,C ~

OCH,
Obr. 8 Struktura HNE-DA

Zasobni roztok HNE

Rozpou&tdlo ze zasobniho roztoku jsme otifpgpod jemnym proudem dusiku.
K odparku jsme fidali 1 ml HCI (1 mmol/l) a nechali jsme po dobQ fin ve tng,
pii laboratorni teplat, prokthnout hydrolyzu na HNE.

Po prokthnuti hydrolyzy jsme kroztoku figlali 4 ml HCI (1 mmol/l).
Na spektrofotometru jsme zifili absorbanciA pii vinové délce 223 nm a vypitali

koncentracc zasobniho roztoku HNE pomoci vztahu:

A=¢lcll

kdee je molarni absokmi koeficient HNE £ = 13750 mof.l.cm™) al je délka kyvety

(1=1 cm). Zasobni roztok HNE jsmégravovali dens cerstvy.

Derivatizani ¢inidlo (asi 1 % CHD v asi 40 % octanu amonném)

Navdzku 0,1 g CHD a 4,0 g octanu amonnélgme rozpustili
v 6 ml deionizované vody. Derivatiga cinidlo jsme gefiltrovali. Roztok jsme

piipravovali deng cerstvy.
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Z&sobni roztok kyseliny chlorovodikové (asi 1 mmol/

Roztok 1 mmol/l HCI jsme ffpravili naredtnim 42 ul koncentrované HCI

(11,91 mol/l) na objem 500 ml deionizovanou vodou.

Z&sobni roztok kyseliny chloristé (asi 1 mol/l)

Roztok 1 mol/l kyseliny chloristé jsme fipravili nafednim 4,3 ml

koncentrované HCI9(11,59 mol/l) na objem 50 ml deionizovanou vodou.

Deionizovana voda

Deionizovanou vodu, dgenou pro proplach HPLC systému, jsmefittrovali

pies nylonovy filtr o porozé 0,2um a odvzdusnili na ultrazvukoveé lazni.

Mobilni faze A

Mobilni fazi A (10% ethanol) jsme fipravili smichanim 900 ml vody

se 100 ml ethanolu. Po dokonalém promichani jsméilmofazi peefiltrovali skrz

nylonovy filtr o porozit 0,2um a odvzdusnili na ultrazvukové lazni.

Mobilni faze B

Mobilni faze B byl 100% ethanol. Jeden litr ethlanisme gefiltrovali skrz

nylonovy filtr o porozit 0,2um a odvzdusnili na ultrazvukoveé lazni.
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4.1.5. Postup stanoveni 4-hydroxyrans-nonenalu v seminalni plazng

4.1.5.1. Riprava vzorka

Testovali jsme &kolik postup piipravy vzorku.

Vzorky seminalni plazmy jsme nechali pozwolmozmrazit pi laboratorni
teplo&. Nasled® jsme vzorky odsedili (28 000 r.p.m., 4 °C, 10 min). Do skégych
vialek jsme opatré pievedli 200ul supernatantu, pdproztoku standardu. Poté jsme
pridali 200 pl derivatiz&niho ¢inidla (0,1 g 1,3-cyklohexandionu a 4,0 g octanu
amonném v 6-ti ml deionizované vody). Vialky jsmeaweli a obsah inkubovali
pri 60 °C po dobu jedné hodiny. Po skené inkubaci jsme nechali smvytemperovat
priblizn¢ na laboratorni teplotu. Do polypropylenové mikroziavky jsme pevedl
100 ul snesi a opatra pridali 900ul vychlazeného precipitaiho ¢inidla (ethanol nebo
1,0 mol/l kyselina chloristd). S¥a jsme dkladné promichali a nechali stat asi 10 minut
v chladnéce (4 °C). Vzniklou sraZeninu jsme atitl odstrednim (28 000 r.p.m., 4 °C,
10 min). Pro analyzu jsme pouZzdiry supernatant, ktery jsmefgd HPLC analyzou
prefiltrovali pres nylonovy filtr (velikost par. 0,2 um; Supelco, Bellefonte, PA, USA)
do tmavych vialek pro autosampleiteB® nastkem byly vzorky uchovavanyip4 °C

(chlazeny autosampler).

4.1.5.2. Riprava standardi

Kalibracni fadu standarid HNE jsme pipravili nafed®nim zasobniho roztoku
HNE kyselinou chlorovodikovou (1 mmol/l) néiglusné koncentrace.

Standardy HNE jsmefipravovali stejnym zfisobem jako vzorky.
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4.1.5.3. HPLC analyza

9-Alkylakridinovy derivat jsme stanovovali metodddPLC s fluorescemi
detekci. Z#&izeni pro HPLC se skladalo z odpbvate mobilni faze Degasser
DGU-20As, dvou cerpadel LC-20AD, autosampleru SIL-20A€ termostatu kolon
CTO-20AC a fluorescamiho detektoru RF-20A, HPLC sestava bylatizena

jednotkou LCsolution, verze 1.25 (vSe Shimadzu,tydaponsko).

9-Alkylakridinovy derivat byl separovan na kolonDiscovery C18,
15 cm x 2,1 mm, Sum (Supelco, Bellefonte, PA, USA), opané pedkolonovym
PEEK filtrem o porozit 2 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Mobilni faze bglas
ethanolu a deionizované vody, eluce byla gradient@brazek 13). Rtok mobilni
faze byl udrzovan na hodrdd, 160 mil/min.

Nejvyssi citlivosti pi detekci fluoreskujiciho derivatu jsme doséakilimpastaveni
téchto vinovych délekiex = 385 nm algm = 445 nm. Fluorescéni detektor jsme
Zesileni 1 je nejnizSi a zesileni 3 je nejvysSkZz€akombinace citlivosti 3 a zesileni
1 zn&i nejnizsi citlivost detektoru (cca x 1); kombinag#ivosti 1 a zesileni 3 naopak
zn&i nejvysSi moznou citlivost detektoru (cca x 1638MAmMi nastavena citlivost
pak¢ini cca x 1024]

MnozZstvi HNE bylo weno z odpovidajici plochy piku za pouZziti softwaru
LCsolution. Koncentrace HNE ve vzorcich seminalazmy byly odéteny z kalibr&ni

Kiivky.

4.1.5.4. Kalibrace

Pro kvantifikaci 4-hydroxjrans-nonenalu v seminalni plazmjsme
pouzili metodu kalibréni kiivky. Rovnici kalibra&ni kiivky jsme ziskali proloZzenim

zavislosti ploch pik na koncentraci standdardnetodou nejmenSiaiverai.
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4.1.5.5. Analytické parametry

Linearita

Linearita kalibréniho vztahu je schopnost metody davat vyslediyp untrné
koncentraci analytu v daném rozmezi. Linearni rozsdezvy je interval mezi nejnizsi
a nejvyssi hladinou stanovované latky,emi je latka stanovovana <iiou presnosti,
spravnosti a linearitou. Testuje se miningghdt riznych koncentraci standardni latky.
Pro uspokojivou jednotnost testovani je minimalozmezi 70 — 130 % cilové

koncentrace.

Presnost

Presnost analytické metody je mirou shody mezi jdthyoti hodnotami, které
jsou mereny @ stejnych analytickych podminkach opako¥ahomogennim vzorkem.
Je obvykle uvétha jako odhad s#énodatné odchylky nebo relativni grmdatné
odchylky. Opakovatelnost je typtgsnosti vztahujici se kdfenim provedenym
za podminek opakovatelnosti, tj. stejnd metod@ngtaaterial, stejny pracovnik, stejna
laboratd, kratky casovy uUsek. Reprodukovatelnost je tygegmosti vztahujici
se k nmgtenim provedenych za podminek reprodukovatelnogti,stejnd metoda,
jiny pracovnik, jind laboratp jiné zd&izeni, dlouhy ¢asovy interval. My jsme
se z pochopitelnychigdtodi zabyvali pouze opakovatelnosti.

Presnost stanoveni daného analytu v sérii jsndéi analyzou deseti nezavisle
piipravenych vzorik stejné seminalni plazmy ziskané smichanikolika vzorki
dobrovolnych dari. Vzorky spolén¢ se standardy pro konstrukci kalibnd kiivky
jsme analyzovali &hem jednoho dne.

Jako miru pesnosti jsme pouzili varai koeficient (CV):

. \/Z(xl - AVG)?
N-1

CV(%) = AS—VDC [100

kde SDje standardni odchylkadfeni, X, je koncentrace vzdy jednoho ze vzbrksérii,

AVG je aritmeticky pimér, N je paet vzorki.
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Mez detekce

Mez detekce je obeémejnizSi mnozZstvi analytu ve vzorku, které jsmigopni
detekovat, ale které neni natkvantifikovatelné jako exaktni hodnota. Je obvykle
stanovovana ze sirodatné odchylky vysledkméieni slepych pokus

Mez detekce jsme ¢&iti opakovanou analyzou standardu o nizké koncentra
analytu, ktery jsme fipravili navazenim co nejniz§iho mnozstvi standarkky.
Standard o nizké koncentraci analytu jsme analyzpétkrat. Mez detekceup jsme
vypccetli podle vztahu:

Xup = 3[$

kdes je snerodatna odchylka.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je nejnizSi koncentrace analygd miZze byt stanovena
s prijatelnou mirou spravnosti argsnosti. Mla by byt zjiStna s pouZzitim vhodného
etalonu ¢i vzorku. Miaze to byt nejnizSi bod kalib¥ai kiivky (vzdy nenulovy),
avSak mdteni v nejniZzSi oblasti pak byva zatizeno velkouatiehi chybou.
Nesmi byt stanovovana extrapolaci.

Mez stanovitelnostiys jsme utili jako desetinasobek sirodatné odchylkg.

Spravnost
Spravnost metody je mirodshosti ziskané hodnoty a skinié hodnoty obsahu

analytu. Lze ji ziskat analyzovanim vhodného ref&mého materidlu. Tam, kde neni
dostupny vhodny referéni material, nize byt odhad spravnosti ziskan metodou
standardnich ifdaviki chemickych etaloin Spravnost e byt také ufena
porovnanim s vysledky ziskanymi k@&neu (definitivni) metodou, dalSimi

alternativnimi postupy nebo cestou srovnavacictiiistu
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VytéZnost

VytéZznost vyjaduje schopnost metody postihnoutienym signalem veSkery
analyt gitomny ve vzorku. Je mirouwiinnosti dané metody.

VytéZznost (recovery) jsme zjidvali metodou fdavki znamého mnozZstvi
analytu k vybranym vzodkn semindlni plazmy <iznou endogenni koncentraci.
Hodnoty recovery jsme vygetli jako stonasobek pafru mezi nalezenym aridlanym

mnozZstvim analytu:

Recovery(%) = % (100

kde X; je koncentrace analytu ve vzorku isdavkem, X, je endogenni koncentrace
analytu aA je koncentraceiflaného analytu.

Robustnost

Robustnost je mira schopnosti metody byt minibvlivnéna zngnami
v parametrech metody. Robustnost metody se expet&ime stanovuje zagrnym
vnasenim malych zém do metody a zkoumanim jejiclisledia. Obecr je treba brat
v Gvahu velké mnoZstvi faktir ale protoze é&tSina z nich ma zanedbatelny vliv,
meénime obvykle #kolik faktord zaroves. Bézné se testuji zrny podminek jako sta
kolony, typ kolony, teplota kolony, slozeni a pH bilni faze. Robustnost
ma byt testovana labora&tp ktera metodu zavaditige nez budou metodu pouZzivat

ostatni laborati@.

4.1.5.6. Zpracovani vysledi

Pro zpracovani vysledk(kalibrace, analytické parametry metody) jsme jdouz
program MS Excel a QCExpert (Trilobyte, PardubcR).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Mnoho praci poukazuje na to, Ze 4-hydrdsgnsnonenal, produkt
neenzymatické lipoperoxidace, je vyznamnym ukaeatel oxid&niho stresu.
Chceme-li ovSem HNE pouzit ke kvantifikaci oxidého stresu, pak musime
mit k dispozici spolehlivou metodu, ktera s jistgi@snosti a spravnosti dokaze tento
velmi reaktivni metabolit detekovat ve vysoce koaxplich biologickych vzorcich.
Cilem této prdce bylo @¥wt, zda metoda vyuZivajici derivatizaci
s 1,3-cyklohexandionem, je vhodna pro stanoveni Wi E/zorcich seminalni plazmy
(Uchida a kol. 2002, Lovell a kol. 2003, Bailey@.k1997).

V laboratdi jsme HNE gipravovali z kometné¢ dodavaného HNE-DA v hexanu.
Koncentraci standardniho roztoku HNE jsmetovali spektrofotometrickyi 223 nm.
Zaznam ze spektrofotometru je znazorma obrazku 9.
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Obr.9 Spektrum HNE s absorgnim maximem pfi 223 nm (spektrofotometr
Agilent 8453; Agilent Technologies, Santa Clara, CAJSA)

40



Existuje mnoho metod stanoveni HNE v biologickycoreich. Prvni zminka
o stanoveni HNE v biologickém materialu je datovdaaoku 1985. Lang a kol. (1985)
stanovovali HNE v krevni plazin(séru) metodou HPLC s UV detekci. VyuZzili faktu,
Ze HNE vykazuje absofpi maximum pi 223 nm. Pozéi byla Esterbauerem
a Cheesemanem zavedena metoda vyuzivajici deavatiz HNE
s 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Tato metoda je nameZepro simultanni stanoveni
vybranych karbonylovych sl@enin v biologickych vzorcich. ied vlastni HPLC
analyzou je nutnd ipdseparace vzniklych 2,4-dinitrofenylhydraépnpouziva
se tenkovrstevna chromatografie nebo extrakce tdiéioiu Metoda jetasow nara@nd,
krom¢ toho jsou hladiny HNE, v porovnani s jinymi karlgovymi sloweninami
(formaldehyd, acetaldehyd, aceton), nizké, navimroatografické zaznamy byvaji
negehledné. Zdchto divodi neni tato metoda vhodna pro stanoveni HNE
v biologickych vzorcich.

Alternativni metodou by mohla byt HPLC s fluorestr@ndetekci, vyuzZivajici
derivatizaci s 1,3-cyklohexandionem (Holley a kb993, Bailey a kol. 1997, Lovell
a kol. 2003). Vznikaji fluoreskujici akridinové deaty. Tato metoda je, v porovnani
s tou, kterd vyuziva derivatizaci s 2,4-dinitrofdrygrazinem, relativé rychlejsi a vice
citlivgjSi. 1 zde vSak jsou chromatografické zéznamy feleledné a je nutna
piedseparace nebo gradientova eluce Klead jednotlivych akridinovych derivét

Velmi nadjnymi metodami pro stanoveni HNE v biologickych x@ch se jevi
plynovd chromatografie s hmotnostni detekci a HPLRmotnostni detekci (Selley
a kol. 1991, Poli a Schaur 2000, Uchida a kol. 20842 povSimnuti stoji také metoda
HPLC, kde se vyuziva laserem indukovana fluorese¢hiti a kol. 1999).

| kdyz existuje ®kolik metod pro stanoveni HNE v biologickych vzatti
v souwtasné dob nejsou prakticky k dispozici zadné vhodné metody gianoveni HNE
v seminalni plazm (Selley a kol. 1991). Problémem seminalni plazewjporovnani
s krevni plazmou, menSi dostupnost a obtizné zpéamioEjakulat musi byt po oditu
zkapalrn pii laboratorni teplat, minimalré pal hodiny. Poté nasleduje separace
spermii od seminalni plazmyCasto byvaji vzorky semindlni plazmy obifZn

zpracovatelné, pawadZ jsou velmi viskdzni a rosolovité povahy.
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Abychom zabranili lipoperoxidadn vitro, uchovavali jsme seminalni plazmu
v polypropylenovych  zkumavkach  obsahujicich  butgloy  hydroxytoluen
(Holley a kol. 1993, Strohmaier a kol. 1995). Ddypoopylenovych zkumavek jsme
piidali 200 ul 0,1 % butylovaného hydroxytoluenu v ethanolu. pastdlo jsme
odpdili pod jemnym proudem dusikuigtota 4,6; Linde Gas a.s., Prai®). Do takto
piipravenych zkumavek bylo v Centru asistované regkod Sanus odebirdno
200l seminalni plazmy.

Chromatograficky zaznam standardniho roztoku HNEEFakridinovy derivat)
a lidské seminalni plazmy metodou HPLC s fluoresoendetekci je znazoén
na obrazku 10 a 11. Analytické parametry pro stand¥INE jsou shrnuty v tabulce 3.
Presnost v sérii je do 10 %, coZ je pro HPLC metodstalujici. Na druhou stranu
se vytznost metody pohybuje v rozmezi (62,0 — 81,0) %lld3aa kol. (1997) uvagi
vytéznost HNE v krevni plazév piméru 116 %, zatimco Holley a kol. (1993)
uvadsji vytéznost pro vSechny alkany a hydroxyalkany v krevidzmpe v praiméru
95 - 98 %. Analytické parametry pro stanoveni HNEeminalni plazm nejsou v
odborné literatte dostupné.

Linearita byla zjiovana jako satast kalibrace metody, a to analyzou standard
s koncentracemi rovna¥m¢ pokryvajici deklarovany rozsah metody. Linearitdab
testovana analyzoufimacti standardl o riznych koncentracich HNE. S pouzitim
statistického softwaru (QCExpert) byla sestrojeraibkacni kiivka a provedeno
vyhodnoceni kalibrniho vztahu. Kalibréni kiivka byla linearni v celém rozsahu
testovanych koncentraci (0,1 - 20,@)ol/l. Rovnice regresni  fpmky
je y=172587x + 9569. Typicka Kkalil@ra kiivka, pouzivana pro d&iné analyzy
ktera mize byt kvantifikovana sipatelnou spravnosti aigsnosti je 50,0 fmol/n&sk.
Detekeni limit, zjiSttny ze vztahuxwyp =3 x§ jak je uvedeno v kapitole 4.1.5.5.,
byl 15,0 fmol/nagik) [néstik: 10 pl; citlivost detektoru: x 1024].

HNE-akridinovy derivat byl separovan na katosivazanou reverzni fazi {£.
Eluce byla gradientova, mobilni fazi bylad&ethanolu a deionizované vody. Relativn
nejlepsSi separace HNE-akridinového derivatu od riatajicich latek v relativé
kratkémcase jsme dosahli s gradientovou eluci zné&zwm na obrazku 13. Testovali
jsme fHzné gradientové eluce, ovSem v Zadné&ipgit se nam nepodido odseparovat

interferujici latku, ktera byla identifikovana viouém standardu.
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Nakonec nejlepSim vychodiskem byl ¢deplochy interferujici latky v nulovém

standardu od plochy piku odpovidajici HNE-akridi@éow derivatu.
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Obr. 10 Chromatograficky zaznam standardniho romku HNE (2,1 pmol/l).
HPLC podminky: gradientovd eluce (mobilni faze A: D% ethanol
ve vodE; mobilni faze B: 100% ethanol; obrazek 13). Staciwarni fazi
byla analytickd kolona Discovery C18, 15 cm x 2,1 mm, 5um,
opatirena predkolonovym PEEK filtrem o porozité 2 pm. Pritok
mobilni faze byl 0,160 ml/min, separace probihalaif 30 °C, a detekce

byla fluorescertni (Aex = 385 nm;ieym = 445 nm). Davkovany objem
vzorku byl 10 pl.
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Obr. 11 Chromatograficky zaznam HNE v seminalni fazmé (1,45 pmol/l).
Chromatografické podminky jsou uvedeny v popisu otazku 10.
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Piesnost v sérii

N Pramer = SD mol/l) CV (%)

10 1,17 £0,10 8,5
Vytéznost metody

Pridavek (tmol/l) Nalezeny pidavek (imol/l) VytéZnost (%)
0,50 0,31 62,0

1,10 0,74 67,3

2,50 1,80 72,0

5,00 4,05 81,0

Tab. 3 Hesnost a vyZnost pro stanoveni HNE v seminalni plaz# metodou
HPLC s fluorescertni detekci

2000000 -
1800000 -
1600000 -
1400000 -
1200000 -
1000000 -
800000 -
600000 -
400000 -
200000 -
0 ‘ ‘ ‘ \ T \
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Plocha piku (mV.s)

Koncentrace ( ymolll)

Obr. 12 Typicka kalibra¢ni k¥ivka pro stanoveni HNE metodou HPLC
s fluorescerkni detekci. Rovnice pimky: y=179755x + 6392,3;
R =0,9993.
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Obr. 13 Gradient mobilni faze: procento mobilni f&e vs.¢as (offset 2,0 min
odpovida vzdalenosti od s@&sovae mobilni faze k analytické kolor).
Mobilni faze A je 10% ethanol ve vod, mobilni fazi B je 100% ethanol)

Pri testovani robustnosti metody jsmesmili tyto podminky: teplotu kolony
a slozeni mobilni faze. Z dosazenych vystedkplynulo, Ze metoda neni dostate
robustni.

Samotné derivatizai ¢inidlo obsahuje celodadu interferujicich latek, které
stZuji analyzu karbonylovych sléanin. Nekteri autdi doporwuji bud’ precisteéni
derivatiz&niho ¢inidla nebo purifikaci derivaét extrakci na tuhé fazi. Zatili jsme
se tedy na purifikaci derivitmetodou extrakce na tuhé fazi. Pouzivali jsme SPE
kolonky s vazanou reverzni fazi f; Discovery DSC C-18 (Supelco, Bellefonte,
PA, USA). Kolonky jsme prvekvilibrovali ethanolem (2 ml) a poté promyli veat
krocich deionizovanou vodou (2 x 2 mbi priatoku asi 1 ml/min. Na taktoripravenou
kolonku jsme aplikovali vzorek. Cely postup je ugrdv tabulce 4. Purifikaci jsme
doséhli  zlepSeni  chromatografickych  zazdam ovSem  vysledky  byly
nereprodukovatelné a st&jnisme nedokazali odstranit interferujici latku ¢iciu
v nulovém standardu. Proto jsme od purifikace éxirana tuhé fazi upustili,

neba’ se jedna o dal§asow narany krok, navic s nereprodukovatelnymi vysledky.
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Kolonka byla ekvilibrovana ethanolem (2 ml) -

Kolonka byla promyta deionizovanou vodou (2 x 2 ml) -

Na kolonku byl aplikovanigefiltrovany supernatant Efluent vyhozen
Kolonka byla promyta deionizovanou vodou (2 x 2 ml) Efluent vyhozen
Kolonka byla promyta 30% ethanolem v deionizované&v?2 x 2 Efluent vyhozen
ml)

HNE-akridinovy derivat byl eluovan100% ethanolenx(@,5 ml) -

Tab.4 SPE procedura

ZkouSeli jsme wkolik postumi piipravy vzorku ped HPLC analyzou.
Pii pripraw vzorki je zapotebi pouZzit vhodné precipttai ¢inidlo pro precipitaci
proteini. Ktomuto @&elu se najastji pouZzivaji roztoky kyselin nebo organicka
rozpoustdla (Bailey a kol. 1997, Linden a kol. 200@an%iili jsme se na testovani
kyseliny chloristé (1 mol/l) a ethanolu. Otazkou, jeda deproteinovat vzorky
pied derivatizéni procedurou¢i az po ni. Nktefi autdi doporwuji precipitaci proteifi
organickymi rozpousgtly (methanol, acetonitril, ethanol) (Bailey a k@B97, Linden
a kol. 2008, Luo a kol. 1995). Konte® pouzivana organicka rozpoédia obsahuji
kontaminujici karbonylové slgeniny (Bailey a kol. 1997, Luo a kol. 1995),
proto je nutné precipitovat proteiny az po derixati s 1,3-cyklohexandionem.
U vzorki seminalni plazmy je precipitace protinbtizna a k dostateé precipitaci
je zapotebi velkych objera precipita&nich ¢inidel. Zatimco pro precipitaci protdin
u vzorki krevni plazmycasto postéuje dvojnasobny objem precipit@ho ¢inidla,
u vzorki seminalni plazmy alespalesetindsobny. Pokud jsme pouZivali k precipitaci
proteini kyselinu chloristou (1 mol/l), pak nastal probl&raplikaci silg@ kyselého
supernatantu na SPE kolonku. Z tohivalu jsme supernatant museli neutralizovat.
Pti pouziti ethanolu jako precipitaiho¢inidla, byl supernatant prakticky 90 % ethanol,
tudiz extrakce tuhou fazi byla nepouzitelnd, jdlikprvni frakce obsahovala
jak HNE-akridinovy derivéat, tak také veSkeré kontaumjici latky. Pokud tedy chceme
u vzorki seminalni plazmy pouzit purifikaci vzniklych deaitr extrakci na tuhé fazi,
je nutné precipitovat proteiny jéSpred derivatizaci. V tomtoifpact ale nenizeme
pouzivat organickd rozpoudsta, kterd obsahuji kontaminujici karbonylové gkniny
(Bailey a kol. 1997, Luo a kol. 1995 ), nybrz rdatokyselin. Pro naSecely jsme

zvolili kyselinu chloristou (1 mol/l).
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NejlepSich vysledkjsme dosahli fi piipraw vzorki uvedené v kapitole 4.1.5.1.
Namisto nereprodukovatelné extrakce tuhou fazi jguezili gradientovou eluci,
ktera sice také nedokazala odseparovat kontamindgitku eluujici v nulovém
standardu, ale ziskali jsme reprodukovatelné visied
plazme (Martinkovd a kol. 2007), byly problémy &stotou derivatizéniho ¢inidla.
Bylo owieno, Ze s nizSi koncentraci derivatizibo cinidla klesa vyZnost metody
a naopak s vySSi koncentraci derivatidho cinidla pribyva kontaminujicich latek.
Tyto problémy se nam taktéZ nepéittaodstranit, protoZe stanoveni 4-hydroxgns
nonenalu v semindlni plazme mnohem obtizfSi neZz v krevni plazth Z tohoto
davodu nendlo vyznam ndtit nasbirané vzorky seminalni plazmy.

Pro owifeni metody by bylo vhodné mit kdispozici refem@n materidl,
ktery ale neni v sa@asné dob bézné dostupny. Z dvodu vySe zmiénych problén,
je prezentovana metoda pro stanoveni 4-hydtoys-nonenalu v seminalni plazm
nepouzitelnd pro Klinickou praxi. Jako vheé@i metody pro stanoveni HNE
v seminalni plazéh se jevi GC/MS nebo HPLC/MS. JelikoZz naSe pracéviigma
v sowasné dob k dispozici takové fistrojové vybaveni, pak moZna alternativa
je pouziti jiného derivatizamiho ¢inidla. Jako piklad Ize uvést préaci pouzivajici jako
derivatiza&ni ¢inidlo 4-(2-karbazoylpyrrolidinyl)-7-nitro-2,1,3-lpeoxadiazol (Liu a kol.
1999).

a7



6 ZAVER

Cilem této prace bylo @¥it a modifikovat metodu Martinkové a kol. (2007)
pro stanoveni 4-hydroxgrans-nonenalu v semindlni plazm Tato metoda vyuziva
reakci 4-hydroxytrans-nonenalu a jinych karbonylovych sk@nin
s 1,3-cyklohexandionem za vzniku fluoreskujicichridikovych derival, které
se nasledh separuji na kolah a detekuji fluorescénim detektorem. Analytické
parametry prezentované metody jsou uspokojivé, mvagitéznost standardnich
piidavki je nizka. Z dvodu nizké reprodukovatelnosti, zate nedostupnosti
derivatiz&niho ¢inidla v dostatené cisto# a obtizemi s kontaminujicimi

karbonylovymi slodeninami, neni tato metoda vhodna pro klinické studi
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