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ABSTRAKT

Reaktivni formy kysliku a dusiku maji v organismech svou fyziologickou tlohu, ale
jejich nadmérna tvorba poskozuje bunky a mize vyustit v fadu onemocnéni. Interakci
reaktivnich forem kysliku a dusiku s biomolekulami dochazi k jejich poskozeni.
Poskozené molekuly lipida, proteinu i DNA poté slouzi jako biomarkery oxida¢niho
stresu a umoznuji jeho hodnoceni. Oxidacni stres mize byt vyvoldn také vnéjSimi
faktory napiiklad 1éCivy, ten se poté miize projevit jako nezadouci a toxické ucinky. Pro
sledovani bezpecnosti 1éCiv je tedy dulezité sledovat schopnost 1é€iva vyvolat oxidaéni
stres. Pro stanoveni malondialdehydu z bunééné pelety jako biomarkeru lipoperoxidace
byla vyvinuta metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometii. Nejveétsi pozornost byla vénovéana optimalizaci
upravy vzorku pomoci deproteinace, derivatizace a extrakce na tuhou fazi. Metoda byla
validovana s piijatelnou specifitou, pfesnosti, preciznosti vytéznosti i matricovymi
efekty a vyhovuje tak pozadavkim Evropské Iékové agentury na validaci
bioanalytickych metod. Metodou Ize stanovit intracelularni malondialdehyd v rozmezi
koncentraci 0,1-2 pmol-dm™. Metoda byla uspé$né pouzita na analyzu biologickych
vzorkll zin vitro experimentu, kde bylo hodnoceno mnoZstvi malondialdehydu v
HepG2 bunkach vystavenych reaktivatoriim acetylcholinesterasy K048, K074, K075 a
K203. Cilem experimentu bylo najit spojitosti mezi strukturou reaktivatorti a jejich
schopnosti indukovat oxidac¢ni stres. Déle jsme se pokusily upravit metodu
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii pro stanoveni poSkozeni DNA, aby bylo mozno soucasné stanovit i
marker poskozeni proteini 3-nitrotyrosin. Zaméfily jsme se hlavné na upravu vzorku
pomoci extrakce na tuhou fazi, kterd byla piivodné vyvinuta pouze pro extrakci 2-

deoxyguanosinu a 8-oxo-2-deoxyguanosinu.

Klic¢ova slova: oxidacni stres, malondialdehyd, 3-nitrotyrosin, 8-o0xo-2-deoxyguanosin,
extrakce na tuhou fazi, vysokouUc¢inna kapalinova chromatografie, hmotnostni

spektrometrie, reaktivatory acetylcholinesterazy.



ABSTRACT

Reactive oxygen and nitrogen species have a physiological role in the organism, but
their extensive production can damage cells and result in many diseases. By interaction
of biomolecules with reactive oxygen and nitrogen species are biomolecules damaged.
Damaged lipid, protein and DNA molecules then serve as biomarkers of oxidative stress
and allow its evaluation. Oxidative stress can be caused by external factors such as
drugs and then it may occur as adverse and toxic effects. It is important to monitor a
drug's ability to induce oxidative stress to monitor drug safety. A high-performance
liquid chromatography method coupled with tandem mass spectrometry has been
developed to determine malondialdehyde from the cell pellet as a biomarker of
lipoperoxidation. The greatest emphasis was given to the optimization of sample
preparation by deproteination, derivatization and solid-phase extraction. The method
was validated with acceptable specificity, accuracy, precision, recovery and matrix
effect. The method complies with the requirements of the European Medicines Agency
for the validation of bioanalytical methods. The method can determine intracellular
malondialdehyde in the concentration range 0,1-2 pmol-dm™. This method was
successfully applied to the analysis of biological samples from in vitro experiment,
where the levels of malondialdehyde in HepG2 cells exposed to acetylcholinesterase
reactivators K048, K074, K075 and K203 were evaluated. The aim of the experiment
was to find relationship between the structures of reactivators and their ability to induce
oxidative stress. We also tried to modify the high-performance liquid chromatography
method coupled with tandem mass spectrometry for the determination DNA damage so
that it was possible to determine the protein damage marker 3-nitrotyrosine
simultaneously. We focused mainly on the sample preparation by solid-phase extraction
which was originally developed only for 2-deoxyguanosine and 8-oxo-2-

deoxyguanosine.

Keywords:  oxidative  stress, malondialdehyde,  3-nitrotyrosine,  8-0xo0-2-
deoxyguanosine, solid-phase extraction, high-performance liquid chromatography, mass

spectrometry, acetylcholinesterase reactivators.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Oxidacni stres

Oxidacni stres je nerovnovdha v zivém organismu, kde pfevazuje tvorba volnych
radikali nad jejich eliminaci pomoci antioxidacnich systémt. Jeho disledkem je

zvySené poskozeni biomolekul. (Sies, 1986)

1.1.1 Volné radikaly

Volné radikdly jsou atomy nebo molekuly obsahujici neparovy elektron ve valenéni
vrstvé. MlzZe se jednat jak o neutralni molekuly, tak anionty ¢i kationty. Volné radikaly
muzou vzniknout pfijetim (redukci) ¢i ztratou (oxidaci) elektronu, nebo energeticky
stabilni nez parovy, je radikal velmi reaktivni. Nejcastéji volny radikal vytrhne elektron
z jiné molekuly — z radikdlu se stdva stabiln¢jsi Castice a z napadené molekuly radikal,
ktery pak déle reaguje a probihd fetézova reakce. Tato fetézova reakce muze byt
ukoncena, kdyz se sekaji dva volné radikaly a sparuji své neparové elektrony nebo

reakci s molekulou jejiz radikal je stabilni. (Racek,2003; Stratil & Kuban, 2018)

U Zivych organismi se hlavné setkdvame s volnymi radikaly kysliku, nejcastéji se
vyskytuji superoxidovy radikal (O2°*), hydroxylovy radikal (*OH), alkoxylovy radikal
(RO*), alkylperoxylovy radikal (ROQO?®). Dalsi ¢asty volny radikal, obsahujici dusik,
predstavuje oxid dusnaty (NO®). Nekteré latky neobsahuji neparovy elektron (nejsou
volnymi radikaly), ale jsou spojené s jejich metabolismem. Nejvyznamnéjsi zastupci
jsou peroxid vodiku (H20»), kyselina chlornd (HCIO) a peroxynitrit (OONQO"). Spole¢né
se oznacuji jako reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS - reactive oxygen and
nitrogen species). Pfehled RONS shrnuje tabulka ¢. 1. (Racek,2003; Weidinger &
Kozlov, 2015)

RONS maji v lidském téle svou fyziologickou ulohu, organismus poSkozuji, pokud
jejich tvorba neni dostatecné neutralizovdna antioxida¢nim systémem nebo pokud je
prekrocena antioxida¢ni kapacita organismu. Jedno z hlavnich mist fyziologické tvorby
RONS je v dychacim fetézci v mitochondriich. V dychacim fetézci dochazi k postupné
redukci O2 na H»O. Volné radikaly, které za normalnich podminek vznikaji, jsou ale
veétSinou vazadny na enzymaticky aparat dychaciho fetézce a nezplsobuji zadvazné

poskozeni biomolekul. Dale jsou volné radikaly (zejména O,*, H,O», *OH, HCIO)
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nastrojem fagocytujicich bun€k pro zneskodnéni patogenti a mrtvych bunék. RONS
v nizkych koncentracich slouzi jako signdlni molekuly (NO) nebo podporuji spravnou
funkci stitné zlazy (H202). V posledni fadé se mohou také podilet na detoxikaci
xenobiotik pfi hydroxylacnich reakcich a také pfi biosyntéze cholesterolu a zlucovych

kyselin. (Stipek, 2000; Valko et al., 2007)

Na druhou stranu piebytek volnych radikali organismus vyznamné poskozuje a je
povazovan za jednu z pfi¢in fady onemocnéni — aterosklerdza, diabetes mellitus,
karcinomy, zanét a mnohd neurodegenerativni onemocnéni (Parkinsonova nemoc,

Alzheimerova choroba, roztrousena sklerdza). (Stipek, 2000; Deavall et al., 2012)

Tabulka €. 1 Prehled reaktivnich forem kysliku a dusiku.

Nazev Vzorec Vznik (zdroj) Reakce
prijetim elektronu molekulou dismutace katalyzovana
Superoxid 0,* kysliku superoxiddismutdsou
O+e > 0" 20, +2H*> H,0,+0,

Fentonova reakce
H,0; + Fe**->°OH + Fe* + OH'

Peroxid dismutace i
, H,0, ] a reakce katalyzovana
vodiku 20,*+2H"=> H,0,+0; ;
kataldzou
2H,0, >H,0 + O,
) , o hydroxylace aminokyselin,
Hydroxylovy dychaci retézec, fentonova reakce, : .
. *OH L. nukleovych kyselin, iniciace
radikal homolytické stépeni H,0,, H.0 . .
lipoperoxidace
Oxid o i i signalni molekula,
N NO*® z argininu pomoci NO-syntasy ) L
dusnaty vznik peroxynitritu
. nitrace protein(, nukleovych
Peroxynitrit | ONOO" NO°®+ 0,* ->ONOO"

kyselin, lipoperoxidece

1.1.2 Antioxidanty

Utinky RONS vyvazuji antioxidanty. Délime je na antioxidanty, které predchéazi vzniku
RONS (transportni proteiny), zneSkodiiuji vzniklé RONS (superoxyddismutésa,
katalaza, vitamin C a E, glutathion — GSH) nebo napravuji poSkozené biomolekuly
(enzymy opravujici poSkozené DNA nebo proteiny). Dale miZeme rozdélit na
extracelularni nebo intracelularni, rozpustné v tucich ¢i ve vodé¢, podle mechanismu
ucinku. Neexistuje antioxidant, ktery by organismus dokdzal komplexné ochranit. Mezi

jednotlivymi antioxidanty je dualezitd jejich souhra a vyvéazenost. Piehled
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nejvyznamnéjsich antioxidantu a struény popis ptisobeni ukazuje tabulka ¢. 2. (Stratil &

Kuban, 2018; Stipek, 2000)

Tabulka ¢. 2 Piehled nejvyznamnéjsich antioxidanti (GSH — redukovana forma glutathionu, GSSG

oxidovana forma glutathion).

Antioxidanty enzymatické

Pusobeni

Superoxiddismutaza

Katalyzuje rozklad superoxidu na peroxid
vodiku a molekularni kyslik.

Kataldza

Katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu a
molekuldrni kyslik

Gluthathionperoxiddza

Katalyzuje rozklad peroxid(i za ucasti GSH
ROOH + 2GSH -GSSG + H,0 + ROH

GSSG reduktaza

Umoznuje regeneraci GSH z oxidované formy
na redukovanou
GSSG - 2GSH

Antioxidanty neenzymatické

Pusobeni

Transferin

transportni protein pro Zelezo,

Ferritin

Zasobni protein vazajici Zelezo

Ceruloplazmin

Transportni protein pro méd, oxidace Zeleza

Oprava konformace proteind, urychleni

Chaperon
2 y degradace poskozenych proteint
) , Hydrofilni antioxidant, redukuje 02*, *OH,
Vitamin C . , .y
regeneruje tokoferolovy radikal
Lipofilni antioxidant, ktery je schopen prerusit
Vitamin E fetézovou reakci lipoperoxidace. Chrani
membrany a lipoproteiny.
Tripeptid s thiolovou skupinou, oxidovana
GSH forma je disulfid GSSG. UmozZiuje regeneraci

vitaminud C a E, brani -SH skupiny bilkovin.

Dalsi neezymatické antioxidanty

Kyselina mocova, bilirubin, karotenoidy,melatonin koenzym Q10

1.1.3 Biomarkery oxidac¢niho stresu

Biomarkery oxida¢niho stresu (BOS) jsou biomolekuly (napf. proteiny, nukleové
kyseliny, lipidy) poskozené oxida¢nim stresem. Jelikoz jsou RONS velmi reaktivni a
existuji jen po kratkou dobu, je velmi obtizné je analyticky stanovit piimo

z biologického materialu. Proto se pro méfeni oxidacniho stresu pouzivaji molekuly,
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které oxidacni stres poskodil, vyznacuji se vys$i stabilitou pifi odbéru a béhem

zpracovani biologického vzorku. (Frijhoff, 2015)

1.1.4 PoSkozeni Lipidi

Lipoperoxidaci byvaji nejvice posSkozeny mastné kyseliny (MK) s velkym poctem
dvojnych vazeb. Iniciovat lipoperoxidaci muze °*OH, RO°®, ROO°®. Mechanismus

lipoperoxidace je uveden na obrazku ¢. 1.

Uginkem volného radikalu dojde v polynenasycené MK (a) k vytrzenim atomu vodiku
z methylenové skupiny vzniké uhlikovy radikal (b). Néasledné dojde k piesmyku dvojné
vazby a vznika konjugovany dien (c), ktery snadno reaguje s kyslikem za vzniku
peroxylového radikalu (d). Ten je schopen napadnout dalsi MK a sam se pfeménuje na
hydroperoxid ROOH. Spousti se tak fetézova reakce, pii které vznikd fada produkti a
meziproduktii. Hydroperoxidy se cyklizuji a mohou se Stépit za vzniku alkant a

aldehydt napt. malondialdehydu (MDA) (e), alkenalt (f) a 4-hydroxyalkenal (g).

a) Ry Rz

b) Ry 2 Si Rz

c) Ry

d) Ry \/\ — Rz
o

o° \
0 / o l OH
e\_w f) R/\/\C} 0 )\A

H H ) R Z cho

Obriazek €. 1 Lipoperoxidace mastné kyseliny volnym radikalem. a) polynenasycend mastna kyselina,

1<}

b) uhlikovy radikdl mastné kyselin, c) radikal konjugovaného dienu, d) peroxylovy radikal

¢) malondialdehyd, f) alkenal, g) hydroxyalkenal.



Jelikoz jsou lipidy hlavni slozkou biomembran, jejich oxidaci dochédzi ke zméndm
fluidity, propustnosti, inaktivaci membranovych receptori a enzymii a miiZze vyustit

v Iyzu bunék. (Stipek, 2000; Ayala et al., 2014)

MDA, jehoz struktura je zobrazena na obrazku €. 1 (e), je jednim z kone¢nych produkta
lipoperoxidace a jeden z nepouzivanéjsSich BOS pfi hodnoceni oxidativniho poskozeni
lipidi. Sdm o sobé ma rovnéz toxické ucinky, protoze mulze vytvaret adukty

s nukleovymi kyselinami a proteiny. (Deavall et al., 2012)

1.1.5 Poskozeni proteini

Oxidacni poskozeni proteinit mize zpUsobit rozpad peptidické vazby nebo konformacni
zmény v molekule proteinu. Dusledky takového poskozeni jsou vazné a zahrnuji ztratu
¢1 zménu enzymatické, signalni nebo transportni funkce. V ptipadé zmény transportni
funkce u proteini vazajicich pfechodné kovy muze dojit k uvolnéni kovu. Kov déle
muze katalyzovat Fentonovu reakci a ptispét tak dalsi tvorbé oxidac¢niho stresu. RONS
mohou bud’ pfimo poskodit peptidickou vazbu nebo zménit postranni fetézec
jednotlivych aminokyselin. *OH zptisobuje hydroxylaci fady aminokyselin, OONO"
zase zpusobuje jejich nitraci. Pfikladem poskozeni je nitrace tyrosinu na 3-nitrotyrosin

(3-NT), jehoz struktura a vznik je uvedena na obrazku ¢&. 2. (Stipek, 2000)

COOH COOH
NH, NH,
ONOO
NO,
OH OH

Obrizek ¢. 2 Nitrace tyrosinu peroxynitritem za vzniku 3-nitrotyrosinu.

PoSkozeni proteini muze zpuisobit také MDA a dal$i produkty vznikajici pfi
lipoperoxidaci. MDA pusobi zesitovani a agregaci proteinti. Aldehydy vznikajici pii
lipoperoxidaci napiiklad 4-hydroxynonenal a 4-hydroxyhexenal se navazuji na
postranni fetézce lysinu, histidinu a cysteinu, tento proces se nazyva karbonylace
proteind. Poskozené proteiny jsou degradovany proteolytickymi enzymy. (Hauck et al.,

2019; Dean et al. 1997)
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1.1.6 Poskozeni DNA

Nukleové kyseliny jsou zdsadni biomolekuly pro spravné fungovani zivych organismi.
Proto ma jejich poskozeni oxida¢nim stresem vazné disledky jako karcinogenezi,
mutagenezi, apoptézu a starnuti organismu. Piiklady poskozeni jsou jednofetézcové
nebo dvoutetézcové zlomy v DNA, oxidace bazi, jejich nespravné parovani ¢i tvorba

ktizovych vazeb DNA s proteiny. (gtipek, 2000; Poulsen, 2005)

Reakce *OH s cukernou casti DNA vede k modifikaci cukru a pieruseni DNA fetézce.
Tento radikal také zptsobuje rizné oxidace purinovych i pyrimidinovych bazi. Nevice
nachylny koxidacim je guanin, proto je jeho oxidovany nukleosid
8-0x0-2'-deoxyguanosin (802dG), znazornény na obrazku ¢. 3, jednim z nejCastéji

vyuzivanych biomarkerii poSkozeni DNA. (Cooke, 2003; Valavanidis et al., 2009)

o]

)\ > o )\IN—>=

\\\Z

‘-,,///OH .,,,///OH

HO HO
Obrazek ¢. 3 Oxidace guaninu hydroxylovym radikalem za vzniku 8-o0x0-2'-deoxyguanosinu.

1.1.7 Metody stanoveni BOS

Metody pro stanoveni BOS musi byt velmi citlivé (dosahovat nizkych detekénich
limith), kvali nizkym fyziologickym koncentracim, a selektivni vii¢i dalSim strukturné
podobnym endogennim latkdim. Proto v dneSni dobé dominuje pouziti
chromatografickych metod ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS), kterd zaroven

pro kvantifikaci umoziuje vyuziti izotopicky znacenych standardi.

Stanoveni MDA slouZi k hodnoceni intenzity lipoperoxidace. MDA Ize stanovit
spektrofotometricky, kdy po derivatizaci s kyselinou thiobarbiturovou (pfi 95 °C),
vznikd Cervené zbarveny derivat. S thiobarbiturovou kyselinou reaguji i ostatni
produkty lipoperoxidace, souhrné¢ oznacované jako thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS). Tuto metodu Ize pouzit k celkovému hodnoceni lipoperoxidace,

ale nikoli jen k hodnoceni MDA kvili nizké selektivité. Pro zvySeni selektivity je
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mozné pouzit chromatografii se spektrofotometrickou detekci. Jako vhodnéjsi a
selektivngj$i derivatizacni ¢inidla pro chromatografii se pouzivaji naptiklad
2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH), 2,4-diaminonaftalen nebo pentafluorfenylhydrazin.
Pti téchto derivatizacnich reakcich jsou pouzity mirn€jsi reakéni podminky, tim padem
je 1 nizsi riziko vzniku artefaktl. V soucasnosti se nejvice vyuziva pfistup

chromatografie ve spojeni s MS pro svou citlivost a selektivitu. (Tiskas, 2017)

MDA se v organismu vyskytuje ve volné formé¢, ale také vazany na proteiny. Proto
existuji i dva pfistupy k jeho stanoveni. Pti stanoveni volného MDA vzorek podrobime
proteinové precipitaci (PP) a nasledné derivatizaci. Pokud chceme stanovit celkovy
MDA (vazany + volny) je potfeba proteinové vazany MDA uvolnit. K jeho uvolnéni
z proteinli se vyuziva alkalickd hydrolyza, poté uz pokracujeme v postupu jako u

stanoveni volného MDA (PP a derivatizace). (Mendonga, 2017)

Ke stanoveni 3-NT a 802dG jsou vyuzivany imunochemické metody jako ELISA
zalozené na interakci mezi antigenem a protilatkou. V soucasné dob¢ jsou preferovany
chromatografické metody nejcastéji ve spojeni s MS. Chromatografické metody
poskytuji vysokou citlivost a selektivitu, kterd je zisadni vzhledem k znaénému
nepoméru mezi nepoSkozenou a poskozenou formou biomolekul a jejich strukturni

podobnosti. (Duncan, 2003; Himmelstein et al., 2009)

1.1.8 Oxidacni stres a jeho role ve studiu toxicity 1é¢iv

Kazdé 1écivo pred schvalenim statnimi autoritami musi uspé$né projit preklinickym a
klinickym hodnocenim. Béhem hodnoceni je testovdna ucinnost ale také bezpecnost.
Hodnoti se neZzadouci ucinky, interakce, toxicita a dal§i. Oxidacni stres vyvolany
lécivem miize pfispivat k toxickym efektim kratkodobym i dlouhodobym jako
napiiklad mutagenita, karcinogenita a orgénova toxicita. Hlavnim zdrojem RONS je
faze metabolizace 1éc¢iva. Xenobiotika jsou vétSinou metabolizovana pomoci
cytochromu P450 (CYP P450), béhem tohoto procesu vznikaji RONS. Metabolity jsou
Casto chinonové povahy, mohou tak tvofit adukty s makromolekulami i1 antioxidanty,
vycerpavaji naptiklad zadsobu GSH. Dlkazem je hepatotoxické 1é¢ivo Paracetamol, pii
prekroceni davky se nestihd metabolizovat glukuronidaci a sulfataci. Zvysi se cast
paracetamolu, ktera je metabolizovanda pomoci CYP P450 na N-acetyl-para-
benzochinonimin (NAPQI). Ten je inaktivovan pomoci GSH, pii vyCerpani zdsob GSH

je narusena bunécnd homeostaza a iniciovana bunééna smrt. (Banerjee & Ghosh, 2016)
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Dalsim pfikladem mutze byt 1é¢ivo doxorubicin, antineoplastikum s kardiotoxickym
potencidlem. Doxorubicin mé velkou afinitu k fosfolipidu cardiolipinu v mitochondriich
kardiomyocytl. Metabolizaci 1é¢iva vznikaji RONS a poskozuji kardiomyocyt. Toxicita
doxorubicinu se miize akutné projevit jako tachykardie ¢i hypotenze, chronicky se miize
vyznacit dilataci srdce. Na ptikladech vidime, Ze oxidacni stres miize byt pfi¢inou
nezadoucich uc¢inku 1é€iv, proto je vhodné mu pii hodnoceni bezpecnosti 1é¢iv vénovat

pozornost. (Deavall et al., 2012)

1.2 Oximové reaktivatory acetylcholinesterasy

Acetylcholinesterasa (AChE) je enzym, ktery metabolizuje neurotransmiter acetylcholin
(ACh) na cholin a acetat, a ukoncuje tak jeho Uc¢inek. Latky inhibujici AChE brani
rozkladu ACh prodluzuji tak jeho Zzivotnost a tim ucinek. Reverzibilni inhibitory
acetylcholinesterasy (ACHEI) lze terapeuticky vyuzit u nemoci s nedostatkem ACh jako
je Alzheimerova choroba (donepezil, rivastigmin a galantamin). Naopak ireverzibilni
ACHE:I se vyuzivaji jako pesticidy, insekticidy (parathion, mevinfos) a bojové latky

(tabun, sarin, soman). (Michalovicz ef al., 2020)

Velkou skupinu ireverzibilnich ACHEI tvoti organofosfaty. Organofosfaty jsou velmi
lipofilni slou€eniny, proto snadno pronikaji do téla 1 kazi. Jsou schopné ptekonat
hematoencefalickou barieru a strukturdlné poskodit mozkovou tkan. Pfiznaky
intoxikace ireverzibilnimi ACHEi jsou salivace, lakrimace, mi6za, poceni, zvySeni
peristaltiky gastrointestinalniho traktu, zvraceni, bronchokonstrikce, bradykardie,
arytmie, unik moci a stolice, kieCe, svalové zaSkuby nésledné paralyza svala (v€etné

dychacich). (Worek et al., 2016)

Organofosfaty maji vetSi afinitu k reaktivatorim AChE neZ k samotnému enzymu.
Reaktivatory jsou tedy schopny rozstépit vazbu mezi fosforem a enzymem. Museji byt
vSak podany vcas, pred tzv. zestarnutim enzymu, poté uz neni mozné vazbu rozstépit a
je nutnd syntéza nového enzymu. Maly pocet inhibovanych enzymi se muze také

spontann¢ reaktivovat. (Worek et al., 2016; Chembers et al., 2020)

Akutni terapie otrav se skldda z podani atropinu (antagonista muskarinovych receptortt),
diazepamu (proti kfe¢im) a reaktivatoru. V soucasnosti je ke klinickému pouziti
k dispozici pouze nékolik reaktivitoru AChE (napf. asoxim, obidoxim nebo
pralidoxim), avSak zaddny z nich neni univerzalni vici Siroké Skale organofosfatovych

AChEi. Proto je stidle vénovana velka pozornost syntéze novych Sirokospektrych
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reaktivatorti. Strukturné se jedna o aldoximy, které ve své molekule obsahuji nabity
kvarterni dusik obvykle v aromatickém kruhu. Existuji oximy obsahujici jeden ¢i dva
pyridinové kruhy — takové oximy oznacujeme jako monokvarterni a biskvarterni.

(Chembers et al., 2020)

U oximil je intenzivné zkouména souvislost mezi strukturou a toxicitou. Proto je
dilezit¢ se u nich zabyvat hodnocenim oxidac¢niho stresu, ktery s toxicitou casto
souvisi. Strukturni znaky, které byvaji hodnoceny jsou pocet oximovych skupin a jejich
poloha na pyridinovém kruhu, délka spojovaciho fetézce a jeho modifikace — vlozeni

dvojné vazby nebo substituce kysliku. (Muckova, 2018)
Oximy, které byly pfedmétem naseho experimentu, obsahuji tyto strukturni znaky:

e dva pyridinové kruhy s kvarternim dusikem,

e spojovaci fetézec mezi dusiky tvoii Ctyfi uhliky

e 1 K075 a K203 spojovaci fetézec obsahuje dvojnou vazbu mezi C2 a C3

e oximy K203 a K074 obsahuji dvé aldoximové skupiny v para poloze
aromatickych jader

e oximy K048 a K075 obsahuji jednu aldoximovou a jednu amidickou skupinu

v para poloze aromatickych jader

Struktury ndmi hodnocenych oximi jsou uvedeny v diskuzi na obrazku ¢. 21.

1.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC — high performance liquid
chomatography) je separacni analytickd metoda. Vyuziva rozd€lovani analytu mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze na zaklad¢é rozdilné afinity. Jedna z téchto fazi je kapalna
(mobilni faze — MF) druha pevna (stacionarni faze — SF) principem separace je neustalé

ustanovovani rovnovahy mezi fazemi.

1.3.1 Zakladni separa¢ni mody

Chromatografie na normalnich fazich (NPC) je mdd, ktery jako SF pouziva poléarni
sorbent (silikagel, silikagel modifikovany kyano, diolovymi nebo aminovymi
skupinami). Jako mobilni faze jsou vyuZzivana nepoldrni organickd rozpoustédla

(heptan, toluen, chloroform). Tento separacni mdd byl sice prvni, ale dnes byva
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upozadén. Je vyuzivan hlavné pro polarni ¢i hydrofobni analyty a latky nachylné

k hydrolyze.

Chromatografie na reverznich fazich (RPC) je opakem normalnich fazi. SF ma
nepolarni charakter (modifikovany silikagel — C8, C18, fenyl). MF je polarnéjsi,
vétSinou se jednd o smes organického rozpoustédla (methanol, acetonitril) s vodou, pro
upravu pH mohou byt vyuzity vhodné pufry. Pofadi analytu je opacné nez na
normalnich fazich, prvni se z kolony eluuji polarni latky, pak latky méné polarni, které

jsou vice zadrzovany SF. RFC je soucasné€ nejvice vyuzivany separa¢ni mod.

1.3.2 Casti chromatografu

Schéma chromatografu je znazornéno na obrazku ¢. 4. Piistroj se skladd z nékolika
¢asti, prvni z nich jsou zésobniky MF. V ptipadé izokratické eluce staci jeden zasobnik
MF, pii gradientové eluci tzn. proménlivém slozeni MF je tfeba minimalné dvou
zasobnikil a sméSovace. MF je ze zasobniku nasdvana pies fritu, kterd zabranuje vniku

mechanickych necistot do systému.

Nasledné MF prochézi degaserem, ktery zajistuje jeji odplynéni. Pfitomnost plyna by
zpusobila nekontinualni tok MF, ktery miZe zpisobit zvySeny Sum a kolisani zakladni
linie. Jedna se o hadic¢ky s péry, které jsou propustné jen pro plyny, tyto hadicky jsou

ulozeny v prostoru se snizenym tlakem, ktery zptsobi odstranéni plynu z MF.

Dalsi velmi dileZitou ¢asti jsou pumpy. Ty museji byt schopné zajistit kontinudlni tok

mobilni fAze, minimum pulzaci a dostatecny tlak v systému.

Nasttik vzorku Ize provést manudlng, ale v soucasnosti je upfednostiiovan automaticky
nastfik pomoci autosampleru. Vzorky se naplni do vialek a vlozi do zésobniku
autosampleru. Odtud je vzorek nastiiknut do davkovaci smycky s 6-ti cestnym oto¢nym
ventilem. V plnici fazi MF proch4zi mimo dévkovaci smycku, po otoceni ventilu je

vzorek unaSen MF na kolonu.

Chromatografickd kolona je stézejni Casti systému, kde dochéazi k samotné separaci.
Jedna se obvykle o kovovou trubici dlouhou 100-300 mm s vnitinim primérem 2-4,5
mm, kterd je naplnénd sorbentem — SF. Naplii mize byt tvofena bud’ jednim kusem
velmi porézniho materidlu — monolitickd kolona, nebo velkym poctem malych
sférickych ¢astic — napliova kolona. Pfed samotnou kolonou muze byt umisténa

piedkolona. Jedna se o velmi kratkou kolonku, ktera zachycuje siln¢ zadrzované latky ¢i
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necistoty, chrani tak pfed nimi kolonu a prodluzuje jeji zivotnost. Pouziti predkolony je
velmi vhodné pti analyze biologického materialu. Kolonovy prostor je termostatovan na
pozadovanou teplotu, kterd musi byt béhem analyzy konstantni. Kolisani teploty muze
zpusobit kolisani reten¢nich cast.

Ptedposledni ¢asti chromatogramu je detektor, ktery je schopen zaznamenat separované

analyty. Podrobnéjsi popis HPLC detektort je uveden v dalsi kapitole.

Posledni nedilnou soucasti je pocita¢ s vhodnym softwarem, pomoci kterého se piistroj
ovlada, provadi kontrolu systému (tlak, pritok, teplota) a také umoziuje zpracovani

naméfenych dat.

1 vzorek
davk i -
pumpa sl ov?c' detektor
ventil
HPLC kolona ;
zasobnik vyhodnocovaci
MF zarizeni
v
odpad

Obrazek ¢. 4 Schéma HPLC systému. (pfevzato a upraveno z Czaplicky, 2013)

1.3.3 Detektory HPLC

Detektor pievadi fyzikalni nebo chemické vlastnosti analytu nebo mobilni faze na
elektricky signal, ktery je pfimo imérny koncentraci analytu. Existuje fada detektort,

které se vzajemné lisi v citlivosti a selektivité.

Spektrofotometricky UV/VIS detektor je chopen detekovat latky, které absorbuji v
ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) oblasti spektra elektromagnetického zareni. Déli se
na detektory s fixni vlnovou délkou, promeénlivou vinovou délkou a detektory

s diodovym polem.

Fluorescencni detektory vyuzivaji principu fluorescence, to také znacné omezuje jejich
vyuziti jen na latky fluorescence schopné, pfipadné je lze vhodné upravit derivatizaci.

Xenonova vybojka poskytuje excitacni zaieni, které je po prichodu monochromatorem
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absorbovano analytem. Nésledn¢ analyt pfebyte¢nou energii vylouci v podobé emisniho

zateni o vyssi vlnové délce, které je méfeno.

Dalsi typy detektori jsou elektrochemicky, slouzici pro detekci latek, které jsou
schopné oxidace nebo redukce, refraktometricky métici na zakladé zmény indexu lomu

a radiometricky, ktery slouzi k detekci radiochemicky znacenych vzorka

Jako jeden z nejcitlivéjSich a nejselektivnéjSich detektorti ve spojeni s HPLC je MS.
Jedna se o samostatnou analytickou metodu, kterd ve spojeni s HPLC plni ulohu
detektoru. Principem MS je pfevedeni molekul na ionty a jejich rozdéleni dle poméru
m/z (hmotnost/naboj). Samotny hmotnostni spektrometr se skladd z ioniza¢niho zdroje,

analyzatoru a detektoru.

V ionizaénim zdroji dochéazi k ptevedeni neutrdlnich molekul na ionty v plynné fazi.
Existuji rizné techniky — elektrickd ionizace, chemicka ionizace a fotoionizace za
normalniho tlaku (APCI a APPI). Dalsimi zpisoby jsou ionizace elektrosprejem (ESI)
nebo matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (MALDI). Ionizace pomoci APCI je
po ESI druhou nepouZzivanéjsi technikou ionizace ve spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). Jedna se o mékkou ionizacni techniku, pti které
vznikaji jednou nabité ionty [M+H]". Pfi této metodé je MF vytékajici z kolony
privadéna kapilarou spolecné se zmlzujicim plynem, ktery zajistuje rozptyleni MF na
jemnou mlhu. Na vybojovou jehlu, umisténou za kapilarou, je vloZzeno vysoké napéti,
které zplisobi vyboj. Vyboj jako prvni ionizuje molekuly MF, které s pomoci reak¢niho
plynu nasledné ionizuji analyt. Vzniklé ionty v plynné fazi jsou usmérnény iontovou
optikou do analyzatoru. Analyzator je stéZejni Casti pfistroje, kde dochazi k rozd€leni

iontll na zaklad¢€ poméru m/z.

Nejjednodussim analyzatorem je kvadrupdl (Q). Jednd se o 4 tyCe, na vSechny je
vlozeno vysokofrekvenéni stiidavé napéti V. Na dvé protilehlé tyce je vlozeno kladné
stejnosmérné napéti U a na druhou dvojici tyCi zaporné stejnosmérné napéti. Vznika
elektromagnetické pole, které zplsobi oscilaci iontli. Pfi daném poméru U/V je oscilace
stabilni pouze pro jeden pomér m/z a jen tyto ionty projdou skrz Q na detektor. Ostatni
ionty narazi do ty¢i nebo stén a vybiji se. Plynulou zménou poméru U/V postupné
vSechny ionty projdou na detektor. Jednd se o jednoduchy analyzator, ktery je
v porovnani s ostatnimi levny a prostorové nenaro¢ny, ¢asto se vyuziva jako hmotnostni

filtr v hybridnich analyzatorech, coZ je spojeni dvou rtiznych analyzatoru.
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Spojenim tii kvadrupdlti vznikd trojity kvadrupdl (QqQ). Kde v prvnim Q dochézi
k vybéru pozadovaného iontu, ktery jako jediny prochazi dale. Druhy slouzi jako
kolizni cela, za pomoci kolizniho plynu je vybrany iont fragmentovan. Tieti Q pusobi

jako analyzator, rozdéluje vzniklé fragmenty podle m/z a propousti je na detektor.

Dalsi hojné vyuzivany analyzator je sféricka iontovad past (IT — ion trap), sklada se
z jedné prstencové elektrody a dvou koncovych elektrod. Na elektrody je opét vkladano
jak vysokofrekvencni stfidavé, tak stejnosmérné napéti. Do pasti je pfivadén tlumici
plyn, nejcastéji hélium, aby se zabranilo nezadoucim srazkam iontd. Ionty jsou v pasti
zachyceny a maji stabilni oscilace. Postupnou zménou napéti jsou ionty s nestabilni
oscilaci vypuzeny na detektor. IT umoziuje MS", to znamen4, Ze lze izolovat vybrany
iont, fragmentovat jej, nasledné mizeme fragmenty postupné propustit na detektor nebo

opét vybrat jeden fragmentovy iont a podrobit ho dalsi fragmentaci.

Mezi ostatni analyzatory patii linearni IT, iontova cyklotronovéa rezonance, analyzator
doby letu a orbitalni past. Jako detektory jsou vyuzivany elektronové nasobice,

fotonasobice nebo Faradayova klec.

(Novakova & Dousa, 2013; Kovarikova & Stariat)

1.4 Metody upravy vzorku

Cilem upravy vzorku je, aby byl vzorek kompatibilni s vyuzivanou analytickou
metodou. Vzhledem k vyuZiti pfistrojli jako je HPLC a MS je i velmi dulezité, aby byly
vzorky zbaveny vSech mechanickych necistot a latek, které by mohly pfistroje ucpat ¢i
poskodit. Pod pojmem biologicky material si mizeme ptedstavit krev, plazmu, sérum,
mo¢, stolici, mozkomiSni mok, sliny, kousky tkani nebo bunééné pelety. Vzorky
biologického materialu jsou sloZzitou smésici latek anorganického (napt. Na®, K, CI,
HCO5Y) 1 organického (proteiny, cukry, lipidy) charakteru, které mizou se sledovanymi
analyty interferovat. Diky Upravé vzorku je mozné se zbavit balastnich latek a také

wvewr

pfesnost a spravnost celé analyzy.

Dale budou piedstaveny ti1 zakladni metody Gpravy vzorku, a to PP, extrakce z kapaliny
do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction) a extrakce na tuhou fazi (SPE, solid-phase
extraction). U vSech téchto metod se snazime dosdhnout co nejvyssi vytéznosti (REC —

recovery), ale zaroven reprodukovatelnosti (aby byla REC co nejmén¢ promeénliva). (
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V pribéhu upravy vzorku mize byt také pouzita derivatizace. Jedna se krok, pfi kterém
podrobime analyt reakci, jejiz produkt méa pro analyzu lepsi vlastnosti. Cilem tohoto
kroku muaze byt umoznéni separace, zvyseni citlivosti nebo selektivity. Prikladem miize
byt zabudovani chromoforu do molekuly, ktery nasledné umozni UV/VIS detekci. Pro
derivatizaci na karbonylové skupiné se vyuzivd reakce sDNPH nebo
p-nitrobenzylhydroxylaminem v kyselém prostfedi. Na obrazku ¢. 5 je zobrazena
derivatizace MDA pomoci DNPH. Derivatiza¢ni reakce by méla probihat kvantitativné,
byt selektivni, s minimem vedlejSich produkti a vysledny produkt by mél byt

dostateéné stabilni.

NO, NO,

Obrazek ¢. S Derivatizace malondialdehydu (MDA) 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH).

Jednoduchou metodou upravy vzorku je PP, odstrafiujici proteiny. K precipitaci
muzeme vyuzit organicka rozpoustédla misitelna s vodou (ethanol, metanol — MeOH,
aceton, acetonitril — ACN), silné kyseliny (trifluoroctova — TFA, trichoroctova — TCA,
chlorista, fosfore¢nd, chlorovodikova), soli téZkych kovl (siran zine€naty, siran
médnaty, hydroxid barnaty, wolframan sodny) nebo kombinaci téchto pfistupi.
Provedeni precipitace je jednoduché a nevyzaduje slozité vybaveni. Ke vzorku pfiddme
precipitacni ¢inidlo dostateCn¢ protiepeme, vzorek centrifugujeme a odebereme
supernatant. Nevyhodou precipitace miize byt nafedéni vzorku nebo ztrata analytu

vazaného na precipitat.

Dalsi metoda upravy vzorku je LLE, ta vyuziva principu rozdélovani analytu mezi dvé
vzajemn¢ nemisitelné kapaliny. Jelikoz je biologicky vzorek vétSinou vodné povahy,
volime druhou kapalinu tak, aby byla s vodou nemisitelna a jeji polarita byla co nejvice
podobna polarit¢ analytu. K vodnému vzorku pfiddme organické rozpoustédlo
nemisitelné s vodou (napi. oktanol, cyklohexan, heptan, toluen, chloroform,

diethylether). Nasledn¢ provedeme diisledné tiepani, vzorek nechame ustalit, aby se
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vrstvy oddélili a poté organickou ¢ast odebereme do ¢isté nadoby. Pro zakoncentrovani
vzorku muizeme odfoukat organické rozpoustédlo proudem dusiku a vzorek
rekonstituovat menSim objemem rozpoustédla kompatibilniho s néslednou analytickou
metodou. Jednd se o metodu jednoduchou na provedeni, nendro¢nou na vybaveni,
s dobrou REC a reprodukovatelnosti. Nevyhodou jsou hor§i automatizace a riziko
tvorby emulzi. Existuji moznosti modifikace této metody jako jsou uprava pH, zpétna

nebo vicenasobna extrakce.

V piipadé SPE se jedna o metodu principem velmi podobnou chromatografii. Je
zalozenda na interakci analytu ve vzorku s pevnou fazi uvnitt SPE kolonky. Naroky na
vybaveni jsou u této metody vétsi nez u piedchozich dvou metod, potfebujeme SPE
kolonky, stojan pro SPE (tzv. manifold viz obrazek ¢. 6) a zdroj vakua. Pevna neboli SF
se nachdzi uzaviend mezi fritami v SPE kolonce. Jsou vyuZivany stejné sorbenty jako
v HPLC kolonéch (silikagel a jeho modifikace, polymery). Provedeni SPE ma 4 faze:

kondicionaci, naneseni vzorku, promyti a extrakci. Jednotlivé faze ukazuje obrazek €. 7.

Obrazek ¢. 6 Mainfold pro extrakci na tuhé fazi (SPE). (pfevzato z www.labicom.cz Manifoldy pro

manualni SPE)

Kondicionace je proces smoceni sorbentu a tim jeho aktivovéani pro extrakei, pro tento
krok Casto vyuzivame polarni organické rozpoustédlo napi. MeOH nebo ACN. Poté se
jeste kolonka proplachne rozpoustédlem co nejvice podobnym vzorku (napt. vodou,
pufrem). Dal§im krokem je naneseni vzorku na kolonu. V této fazi se analyt zachyti na
SF a je zde zadrzen az do eluce. Nasleduje proplachnuti, které slouzi k odstranéni

balastnich latek. Pouzivame rozpoustédlo, ve kterém je analyt minimaln€ rozpustny.
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Poslednim krokem je eluce, kde vyuzivame rozpoustédlo, kterému ma analyt vyssi
afinitu a je schopné eluovat jej ze SF. Pro zajiSténi pratoku rozpoustédel kolonkou je

zapottebi podtlaku, ktery je zajisStovan zdrojem vakua.

1. Kondicionace 2. Naneseni vzorku 3. Promyti 4_ Eluce

—— kondicionaéni ——vzorek —— promyvaci — eluéni
kapalina kapalina ¢inidlo

L] i

— | |— || —>]
| i

—— napln kolonky o
i

57 5 = =
\[ | |

d Q) " ®

upraveny vzorek
< ¥, interferujici latky
F

»
anal
b yt

Obrazek ¢. 7 Postup extrakce na tuhé fazi (SPE). (Pfevzato a upraveno ze Sandoval 2017.)

Pii vyvoji SPE metody je dillezité zvolit spravny typ sorbentu, ktery bude schopen
zachytit analyt dostatecné siln€. Stejné tak je dilezitd volba promyvaci a elucni
kapaliny. Promyvaci kapalina nesmi vymyvat analyt, ale méla by vymyt latky na
sorbentu slab& zachycené, naopak elu¢ni kapalina musi disponovat schopnosti vymyt
analyt z pevné faze. Déle je dileZité optimalizovat objemy a ptipadné pH jednotlivych
kapalin. Vyhody SPE metody jsou vysoka REC, moznost zakoncentrovani vzorku, nizsi
spotfeba organickych rozpoustédel a moznost automatizace. Mezi nevyhody patii
pracnost metody, ¢asova ndrocnost, ndroky na vybaveni a cena kolonek, které jsou

jednorazové.

Na principech téchto zékladnich metod upravy vzorku (PP, LLE, SPE) bylo vyvinuto
mnoho dalSich, které minimalizuji spotfebu organickych rozpoustédel 1 vzorku, zkracuji
¢as Upravy, umoziuji lepsi automatizaci nebo dokonce online spojeni s analytickym

pfistrojem.

(Novakova & Dousa, 2013; Kovarikova & Stariat)
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1.5 Validace

Hlavnim cilem validace je prokdzat vhodnost a spolehlivost konkrétni analytické
metody pro zamyslené pouziti. Pro spravné provedeni je dilezity vybér validacnich
parametrt, k cemu lze vyuzit smérnice vydané rliznymi autoritami (Evropska lékova
agentura — EMA, Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv — FDA). Hlavni validadni
parametry pro metody v analyze biologického materialu jsou selektivita, spodni mez
kvantifikace (LLOQ — lower limit of quantification), linearita, pfesnost, preciznost,

REC extrakce a matricovy efekt (ME).

1.5.1 Selektivita

Selektivita je schopnost bioanalytické metody rozlisit a méfit analyty 1 vnitini standard
(IS) za ptitomnosti dalSich slozek vzorku (endogenni slozky matrice, metabolity
analytu). Prokazuje se pomoci hodnoceni interferenci v minimalné 6 vzorcich blanku
matrice. Interferujici latky jsou akceptovatelné, pokud je jejich odezva mensi nez 20 %

odezvy LLOQ pro analyt a méné nez 5 % pro IS.

1.5.2 Prenos analytu mezi analyzami (carry-over)

Carry-over znamend vyskyt signalu ve slepém vzorku, ktery je analyzovéan po vzorku
s nejvyssi koncentraci analytu. Pfenos vzorku by nemél byt vys$si nez 20 % LLOQ.
Pokud je pienos vys$$i, mély by mezi analyzami vzorku vys$Sich koncentracich byt

vlozeny slepé vzorky.

1.5.3 Spodni kvantifika¢ni limit (LLOQ )

cwwvr

preciznosti.

1.5.4 Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat odezvu piimo umérnou koncentraci analytu
ve vzorku v ur€itém rozsahu. Kalibra¢ni standardy se pfipravuji pfidanim zndmého
mnozstvi analytu do blankové matrice. Kalibracni kiivka se ma skladat alespon z 6
nejvysSimu kalibratnimu standardu je oznacovan jako ULOQ (upper limit of
quantification). VSechny kalibra¢ni vzorky jsou métfeny v replikatu. Linearita kalibra¢ni

pfimky je hodnocena korelaénim koeficientem (R), ktery by mél nabyvat hodnoty
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blizké 1. Kalibra¢ni ptfimka je definovana také rovnici pfimky, pomoci které jsou
provedeny zpétné¢ prepocty na koncentraci jednotlivych kalibracnich bodu, takto

pfepocitané koncentrace by se neméli liSit o vice nez 15 %, u LLOQ o 20%.

1.5.5 Presnost

Ptesnost (accuracy) vyjadiuje tésnost shody stanovené hodnoty s hodnotou referen¢ni
(skutecnou). Rozdil mezi témito hodnotami se nazyva chyba vysledku. Piesnost se
vypocita dle Vzorec ¢. 1. Hodnoti se u vzorku obohacenych znamym mnozstvim
analytu — vzorky pro kontrolu kvality (QC vzorky — quality control sample). Analyza se
provede minimalné na ctyfech koncentracnich trovnich v 5 opakovanich. Jednotlivé
koncentra¢ni trovné by mély pokryt celou kalibracni kiivku — 1. LLOQ, 2. trojnadsobek
LLOQ (spodni QC), 3. 30-50 % kalibra¢niho rozsahu (stfedni QC) 4. 75 % kalibracniho
rozsahu (horni QC). Jednotlivé vzorky by se nemély liSit o vice nez 15 % od referen¢ni
hodnoty, u LLOQ je povoleno 20 %. Pro mezidenni piesnost (interday accuracy) je
analyza provedena ve dvou riznych dnech také na 4 koncentra¢nich urovnich, ale
dostacujici jsou 3 opakovani. Limity jsou stejné rozdil 20 % pro LLOQ a 15 % pro
ostatni koncentra¢ni trovné.

v naméirend hodnota
Presnost= -100%

referenctni hodnota

Vzorec ¢. 1 vypocet presnosti

1.5.6 Preciznost

Preciznost (precision) jednd se o miru shody mezi jednotlivymi vysledky provadéné
opakovan€¢ s homogennim vzorkem. Mira preciznosti se vyjadiuje jako relativni
smérodatna odchylka (RSD). Stejné jako pfesnost se stanovuje na Ctyfech
koncentracnich urovnich (LLOQ, spodni, stiedni a horni QC) v 5 opakovanich.
Hodnoceni mezidenni preciznosti se provadi na 4 koncentra¢nich Urovnich ve 3
opakovanich ve dvou rtiznych dnech. Limity pro preciznost jsou rozdil 20 % pro LLOQ

a 15 % pro ostatni vzorky

1.5.7 Matricovy efekt (ME)

ME se projevuji jako zeslabeni nebo naopak zesileni odezvy signalu v dasledku
ovlivnéni ionizace pfi MS detekci. Netékavé slozky matrice, eluujici se ve stejny cas

jako analyt, snim soupefi pii ionizaci, jelikoz ovliviiuji vytvareni kapky a jeji
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vypatfovani. ME mohou zptisobit endogenni latky v matrici (lipidy, proteiny, mocovina,
cukry), ale také aditiva MF (pufry) nebo latky pouzité pti upravé vzorku (TFA).
K jejich hodnoceni se vyuzivaji metody postextrakcniho piidavku, porovnani smérnic
kalibrac¢nich pfimek a post-kolonova infuze. Metoda postextrakéniho piidavku spociva
v porovnani odezvy vzorku, ke kterému byl ptfidan analyt az po Gpravé vzorku (A) ku
vzorku analytu v rozpoustédle bez matrice (B). Vypocet dle Vzorec ¢. 2. Limit
normalizovaného ME (zahrnujici i IS) pro validaci vyjadieny jako variacni koeficient
(CV) je = 15 %. ME leze ovlivnit Gpravou vzorku, jeho nafedénim ¢i Upravou

chromatografickych podminek. (Klapkova et al., 2019)
A

Vzorec €. 2 vypocet matricovych efektli (A = odezva analytu pridaného k blankové matrici post-

extrakéné post-spike, B = odezva vzorku standardti bez matrice, ME=matricovy efekt)

1.5.8 Vytéznost (REC)

REC urcuje mnozstvi analytu, které se vyextrahovalo ze vzorku po jeho uprave.
Stanovuje se metodou postextrakéniho ptidavku. Jsou porovnavany vzorky ke, kterym
byl pfidano stejné mnozstvi analytu pied upravou (A) a po tupravé vzorku (B). Vypocet
dle Vzorec ¢. 3. REC by méla byt co nejvyssi, ale hlavné konstantni jak pro jednotlivé

koncentra¢ni hladiny, tak pfi opakovaném pouZiti.
A
REC = — -100 %.

Vzorec €. 3 Vypocet vytéznosti (A=odezva analytu ve vzorku matrice s pfidanym analytem pted extrakci

pre-spike, B= odezva analytu pfidaného k blankové matrici post-extrakéné post-spike, REC=vytéznost)

(Novakova & Dousa, 2013; Kovarikova & Stariat; Guideline on Bioanalytical Method
Validation)
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2 CiL PRACE

Cilem prace bylo optimalizovat Upravu vzorku pomoci SPE pro chromatografické
metody stanoveni BOS z biologického materidlu. Vysledné postupy poté aplikovat na

vzorky pochazejici z in vitro experimentu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a instrumentace
Chemikalie

Malondialdehyd tetrabutyl-amonna stl (MDA), hydroxyd sodny (NaOH), kyselina
trichloroctova (TCA), kyselina trifluoroctova (TFA), 2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH),
hovézi serovy albumin (BSA), Bradfordové ¢inidlo, kyselina octova (AA), 3-nitro-L-
tyrosin (3-NT), 3-nitro-L-tyrosin-'3Co (['*C9]3-NT), 2-deoxyguanosin (2dG), 8-oxo-2-
deoxyguanosin (802dG) a tablety solného fosfatového pufru (PBS) byly zakoupeny u
Sigma-Aldrich/Merc (Darmstadt, Némecko).

Deuterovany  1,1,3,3-tetractoxypropan  (d>-TEP),  8-oxo-2deoxyguanosin-'°Ns
(['*N5]802dG) byly zakoupeny u Cambridge Isotope Laboratories (Tewskbury, USA).

Methanol (MeOH) byl zakoupen u J. T. Baker (Phillipsburg, USA).
Kyselina mravenci (FA) a acetoniril (ACN) byly zakoupeny u VWR (Leuven, Belgie).

Ultra Cistd voda byla ziskdna pomoci Millipore purification systém od Merck —

Millipore (Darmstadt, Némecko).
Spotiebni material a chromatografické prisluSenstvi

SPE kolonky Phenomenex STRATA CI8-E (55um, 70A) 100 mg/1 ml,
chromatografickd kolona KINETEX C18(22) (2,6 um, 150x3 mm, 100A) a
chromatografickd kolona LUNA OMEGA Polar C18 (1.6 um, 100 x 2.1 mm, 100 A)
byly zakoupeny u Phenomenex (Torrance, USA).

SPE kolonky Biotage Isolute ENV+ (50 mg/1 ml) byly zakoupeny u Biotage (Uppsala,
Svédsko).

Pipetovaci Spicky a mikrozkumavky byly zakoupeny u Eppendorf (Hamburk,

Némecko).
96-jamkova mikrotitracni desticka byla zakoupena u Kartel Labware (Noviglio, Italie).
Vialky a inserty byly zakoupeny u VWR (Leuven, Belgie).

Millex DURAPORE (PVDF), 0,22 um sttikackové filtry od Merc-Millipore (Darmstadt,

Némecko)
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Instrumentace

HPLC systém Shimadzu Prominence skladajici se zz DGU-20A Prominence Degasser,
LC-20AT Liquid Chromatography Pump, CTO-20A Column Oven, and SIL-20A
Prominence Autosampler (Shimadzu, Kjoto, Japonsko). Detektor Thermo Finnigan
LCQ Advantage Max lon Trap hmotnostni spektrometr vybaven APCI zdrojem
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA).

UHPLC 1290 Infinity II LC System + detektor AJS-ESI+-QQQ 6470 MS (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

Analytické vahy ABT-220-4M (KERN&SOHN, Balingen, Némecko).
Ultrazvukovy homogenizator Q500 QSONICA (QSONICA Sonicators, Newton, USA).
Ttepacka (vortex) Wizard IR Infrared Vortex Mixer (VELP Scientifica, Usmate, Italie).

Centrifuga IEC CL31R Multispeed Centrifuge (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
USA).

Thermomixer Comfort vyhtivana tfepacka (Eppendorf, Hamburk, Némecko).
Manifold pro SPE extrakci Visiprep 24DL od SUPELCO (Bellefonte, USA).

Koncentrator vzorki — Termostatované zatizeni pro odpafovani vzorkll pod proudem

dusiku DB-3 Sample Concentrator (TECHNE, Cole-Parmer, UK).
Automatické pipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko).

Infinite 200 PRO UV-VIS mikrodestickovy spektrofotometr od Tecan (Méannedorf,
Svycarsko)

Pro validac¢ni a statistické vypocty byly pouzity programy Excel MS Office (Microsoft,
Redmond, USA) a GraphPad Prism 9.3.1. (GraphPad Software, San Diego, USA).

3.2 Priprava roztoki a vzorki pro analyzu MDA

3.2.1 Roztoky pro optimalizaci upravy vzorku pri analyze MDA

Roztok NaOH o koncentraci 6 mol-dm™ pro alkalickou hydrolyzu MDA vazaného na
proteiny byl pfipraven rozpusténim 2,40 g NaOH v 10 ml H20.

Roztok 35% (w/w) TCA pouzivany pro precipitaci proteint a zaroven okyseleni vzorku

byl ptipraven rozpusténim 3,50 g TCA v 6,50 g H>O.
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Roztok 35% (v/v) TFA pouzity pii optimalizaci proteinové precipitace byl pfipraven
smisenim 354 pl TFA (99%) s 646 ul H>O.

Roztok 15% (w/w) TCA pouzity pii optimalizaci proteinové precipitace byl pfipraven

rozpusténim 0,150 g TCA v 850 ul H>O.

Roztok 15% (v/v) TFA pouzity pti optimalizaci proteinové precipitace byl pfipraven

smisenim 152 pl TFA (99%) s 848 ul H2O.

Roztok derivatizaéniho ¢&inila DNPH o koncentraci 5 mmol-dm™ byl pfipraven

rozpusténim 9,90 mg DNPH v 10 ml smési ACN:FA (98:2, v/v).

Zasobni roztok standardu MDA o koncentraci 1 mmol-dm™ byl pfipraven rozpusténim

3,14 mg MDA (tetrabutyl amonna stl) v 10 ml H>O.

Blankovy bunéény homogendt byl ziskdn ultrasonikaci bunécnych pelet lidského
hepatoceluldrniho karcinomu (HepG2) o stejné pasdzi. Takto ziskany bunécny

homogenat slouzil pro ptipravu vSech kalibracnich kiivek a pro validaci metody

Pracovni roztok standardu MDA pro kvantifikaci MDA v biologické matrici o
koncentraci 25 umol-dm™ byl pfipraven smisenim 25 ul zasobniho roztoku MDA

(1 mM) a 975 pl blankového bunécného homogenatu.

Zasobni roztok IS (d>-MDA) byl ptipraven postupem dle (Tsikar, 2017) kyselou
hydrolyzou deuterovaného prekurzoru d*-TEP. Vysledna koncentrace zisobniho

roztoku byla 3,2 mmol-dm™,

Pracovni roztok IS o koncentraci 10 umol-dm™ byl pfipraven smisenim 10 ul zdsobniho

roztoku MDA (3,2 mmol-dm™) a 3190 ul H>O.

MF A (0,1% FA v H2O, v/v) byla pfipravena smisenim 1 ml FA s 999 ml H,O.

3.2.2 Zpracovani bunécné pelety

Zmrazené (-80 °C) bunécné pelety byly rozmrazeny za laboratoni teploty. Nasledné
byly resuspendovany v H,O pro dosazeni koncentrace cca 1 milion bun¢k na 1 ml
rozpoustédla. Déle byla provedena sonikace buné€k pro uvolnéni jejich intraceluldrniho
obsahu. Sonikace vSech vzorkid byla provedena ultrazvukovym homogenizatorem pfi

amplitudé 20 %, v cyklu 2s/2s po dobu 2 minut.
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3.2.3 Finalni postup pro dprava vzorku pri stanoveni MDA

K 250 ul bunééného homogenitu bylo ptidano 10 ul IS (10 pmol-dm™). Provedla se
alkalicka hydrolyza proteinové vazaného MDA piidavkem 50 ul NaOH (6 mol-dm™).
Vzorek se umistil na 30 minut do blokového termostatu vyhiatého na 60 °C. Nasledné
se vzorek ochladil a podrobil proteinové precipitaci, jako precipitacni €inidlo slouZzilo
150 Wl TCA (35%), kyselina zaroven slozila i k acidifikaci vzorku. Pro odstranéni
precipitovanych proteinu se vzorek centrifugoval 10 minut pii 10000 RPM a 4 °C. Do
Cist¢ mikrozkumavky bylo odebrano 400 ul supernatantu ke, kterym se piidalo 25 pl
derivatizaéniho ¢inidla DNPH (5 mmol-dm™). Derivatizace probihala 60 minut pfi
37 °C v termomixeru pii 300 RPM bez piistupu svétla. Dale byl vzorek precistén
metodou SPE. Kolonka byla kondiciovana 1 ml MeOH a 1 ml H2O, poté byl nanesen
vzorek, k proplachnuti bylo pouzito 750 pl H2O a analyty byly eluovany 1 ml MeOH.
Vzorky byly odpafeny do sucha proudem dusiku pii 70 °C. Rekonstituovany 100 pl
70% MeOH a ptevedeny do vialek s inserty.

3.2.4 Priprava standardu pro kvantifikaci MDA validaci metody
Priprava roztoki pro kalibracni kiivku presnost a preciznost

Roztoky pro vytvoreni kalibraéni pfimky byly pfipraveny smisenim pracovniho
standardu MDA (25 umol-dm™) s blankovym bun&nym homogenitem dle tabulky &. 3.
Vysledny objem byl 250 pl. Vzorky pro piipravu kalibra¢ni kiivky byly pfipravovany

na denni bazi.

Tabulka €. 3 Priprava kalibra¢nich roztokt standardd MDA.

Pracovniho roztoku MDA Blankovy bunécny Vysledna koncentrace
25 pmol-dm3 (i) homogenat (pl) MDA (umol-dm)
L1 1 249 0,1
L2 2 248 0,2
L3 5 245 0,5
L4 10 240 1
L5 15 235 1,5
L6 20 230 2
Blank 0 250 0
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Vzorky pro uréeni pfesnosti a preciznosti na koncentra¢nich hladinach L1, L3, L4 a L5
byly pfipraveny také dle tabulky €. 3. Pro stanoveni denni pfesnosti a preciznosti se
pripravilo 5 vzorkli kazdé koncentra¢ni hladiny. Pro stanoveni mezidenni pfesnost a
preciznost se nasledujici dva dny pfipravoval vzdy 1 vzorek kazdé koncentracni

hladiny.
Piiprava roztoki pro hodnoceni ME a REC

Hodnotu ME a REC jsme stanovovaly na dvou koncentracnich hladinach

odpovidajicich L2 a LS.

Roztok MDA v 70% MeOH o koncentraci 25 umol-dm™ byl pfipraven smisenim 12,5 pl
z4sobniho standardu MDA (1 mmol-dm™) a 487,5 ul MeOH (70%).

Zderivatizovany standard POST-L2 odpovidajici koncentraci 0,2 pmol-dm™ MDA byl
pfipraven smisenim 2 ul pracovniho standardu MDA (25 pmol-dm™), 248 pl MeOH
(70%), 10 ul IS a 1 pl FA, nésledné byl roztok podroben derivatizaci 25 pl DNPH
(5 mmol-dm™) za finalnich podminek viz kapitola 3.2.3 (37 °C, 60 min, 300 RPM).

Zderivatizovany standard POST-L5 odpovidajici koncentraci 1,5 pmol-dm™ MDA byl
pfipraven smisenim 15 pl pracovniho standardu MDA (25 umol-dm™), 235 ul MeOH
(70%), 10 ul IS a 1 ul FA, roztok byl podroben derivatizaci 25 ul DNPH (5SmM) za

finalnich podminek.

Post-spike vzorek odpovidajici L2 tvotilo 250 pl blankového homogenatu, ktery byl
zpracovan fimalnim postupem (viz 3.2.3). Keluentu z SPE byl pfidan piedem
zderivatizovany standard POST-L2 v 70% MeOH. Nasledné byl vzorek odpafen do
sucha a rekonstituovan 100 pl 70% MeOH.

Post-spike vzorek odpovidajici L5 tvofilo 250 ul blankového homogenatu, ktery byl
zpracovan finalnim postupem. K eluentu z SPE byl pfiddn pfedem zderivatizovany
standard POST-L5 v 70% MeOH. Nasledné¢ byl vzorek odpafen do sucha a
rekonstituovan 100 pl 70% MeOH.

Roztok MDA v 70% MeOH o koncentraci 0,57 umol-dm> (ME-L2) byl pfipraven
smisenim 1 pl zasobniho roztoku MDA (1 mmol-dm™) s 1754 ul MeOH (70%).

Roztok MDA v 70 % MeOH o koncentraci 4,29 pmol-dm= (ME-L5) byl pfipraven
smisenim 3 pl zasobniho roztoku MDA (1 mmol-dm™) s 697 pl MeOH (70%).
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Roztok IS o koncentraci 28,6 pmol-dm™ (ME-IS) byl pfipraven smisenim 5 pl
zasobniho roztoku IS (3,2 mmol-dm™) s 555 ul H20.

Rozpoustédlovy standard bez matrice odpovidajici L2 byl pifipraven smisenim 250 pl
roztoku ME-L2, 10 ul ME-IS a 1 pl FA. Po piidavku 25 ul DNPH (5 mmol-dm™) byl

podroben derivatizaci za findlnich podminek.

Rozpoustédlovy standard bez matrice odpovidajici LS5 byl pfipraven smisenim 250 pl
roztoku ME-L5, 10 ul ME-IS a 1 pl FA. Po piidavku 25 ul DNPH (5 mmol-dm™) byl

podroben derivatizaci za finalnich podminek.

Pre-spike vzorky pro stanoveni REC se pfipravovaly na koncentra¢nich hladinach L2 a
L5. Roztoky byly piipraveny, jak zobrazuje tabulka ¢. 3 a zpracovany finalnim

zpusobem.
Priprava roztokii pro hodnoceni selektivity

Prvni roztok pro hodnoceni selektivity byl pfipraven smisenim 260 pul 70% MeOH
s 1 ul FA, nésledné byl roztok podroben derivatizaci 25 ul DNPH (5 mmol-dm™) za
findlnich podminek viz kapitola 3.2.3 (37 °C, 60 min, 300 RPM).

Druhy roztok pro hodnoceni selektivity byl pfipraven smisenim 260 pl PBS s 1 pul FA,
nasledné byl roztok podroben derivatizaci 25 ul DNPH (5 mmol-dm™) za finlnich

podminek.

3.3 LC-MS/MS podminky pro stanoveni MDA

Analyza byla provadéna HPLC systtmem (Shimadzu Prominence) pomoci
chromatografické kolony Phenomenex KINETEX C18(2). Vodna slozka (A) mobilni
faze byla 0,1% FA v H>O, organickou slozku (B) tvofil MeOH. Separace probihala za
konstantniho pritoku 0,270 ml/min MF. Jednalo se o gradientovou eluci slozeni MF
v Case analyzy bylo nasledovné: 0 min (50 % B), 0-1 min (75 % B), 1-7 min (75 % B),
7-11 min (50 % B). Teplota na chromatografické kolon€ byla udrZzovéana na 40 °C. Do
systému bylo nastfikovano 20 pl vzorku. MS detekci analytl zajiStovala sféricka
iontova past (Thermo Finnigan LCQ Advantage Max Ion Trap). K Ionizaci byla pouZita
technika APCI v pozitivnim moédu. (teplota iontového zdroje 325 °C, proud na jehle
5 nA, teplota kapilary 275 °C, napéti na kapilae 14 V, pritok suSiciho plynu 65 arb,
prutok zamlzujicitho plynu 20 arb). Analyza probihala v rezimu sledovani vybranych

reakci (SRM - selected reaction monitoring). Byly sledovany ptechody m/z 235
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[M+H]" — m/z 159 + 189 pro MDA (respektive MDA-DNPH) a m/z 237 [M+H]" —
m/z 161 + 191 pro IS (d>-MDA-DNPH)

3.4 Stanoveni intracelularniho proteinu metodou dle Bradfordové

Ptiprava roztoki pro sestaveni kalibraéni pfimky v rozsahu 0-1400 ug-ml"! se provadéla

dle tabulky ¢. 4

Tabulka ¢. 4 Priprava kalibra¢ni fady pro stanoveni intracelularniho proteinu.

Koncentrace proteinu
BSA 20 pg-ml™ (ul) H.0 (ul) (ug_mlﬂ)

1 0 1000 0

2 20 980 400

3 30 970 600

4 40 960 800

5 50 950 1000

6 60 940 12000

7 70 930 1400

K 20 pl kalibraéniho standardu se pifidalo 400 pl ¢inidla dle Bradfordové. Po
promichani se 200 pl roztoku pievedlo do 96 jamkové mikrotitrani desticky

v duplikatu.

Jelikoz bunécny homogenat obsahoval vy$si mnozstvi intracelularnich proteind, nez byl
rozsah kalibra¢ni pfimky, musel se natedit (fedéni bylo poté zohlednéno ve vypoctu dle
kalibracni ptimky). Vzorky bunééného homogenétu byly tedy ptipravovany takto: 10 pl
bunééného homogenitu se smisilo s 10 ul H20 a s 400 pl ¢inidla, po promichéni se

200 pl roztoku pipetovalo do 96 jamkové mikrotitracni desti¢ky v duplikatu.

Absorbance jednotlivych vzorkii byla zmétena pomoci destiCkového spektrofotometru

pfi vinové délce 595 nm.
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3.5 Vzorky pro analyzu MDA v HepG2 buiikach pro in vitro testovani

toxicity oximovych reaktivatorit AChE

Vysledna metoda byla aplikovana na HepG2 buniky, které byly inkubovéany s roztoky
oximovych reaktivatora K048, K074, K075 a K204 (viz obrazek ¢. 21) o koncentraci
zpisobujici 50% inhibici — ICso (viz tabulka ¢. 5) po dobu 1,4, a 24 hodin. Jako
pozitivni kontrola slouzily buiiky ovlivnéné terc-butylhydroperoxidem (~-BOOH).
Vlastni in vitro experiment byl provadén dle (Muckova et al, 2019) na Katedie

toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany.

Tabulka €. 5 1Csy zkousenych oximd.

Oxim ICso

K048 30,60 mmol-dm

K074 27,18 mmol-dm™3

K075 2,43 mmol-dm™3

K204 2,05 mmol-dm
t-BOOH 132,25 pmol-dm3

3.6 Priprava roztoki a vzorki pro analyzu 3-NT, 2dG a 802dG

3.6.1 Roztoky pro optimalizaci SPE upravy vzorku pfi analyze 3-NT, 2dG a 802dG

Eluéni ¢inidlo ACN:MeOH (1:4 v/v) bylo pfipraveno smisenim 2 ml ACN s 8 ml
MeOH a ptidavkem 10 pl AA (100%).

Elu¢ni ¢inidlo MeOH:ACN (1:4 v/v) bylo pfipraveno smisenim 2 ml MeOH s 8 ml
ACN a ptidavkem 10 pl AA (100%).

Eluéni ¢inidlo ACN:MeOH (1:1 v/v) bylo pfipraveno smisenim 5 ml ACN s 5 ml
MeOH a pridavkem 10 pl AA (100%).

Elu¢ni ¢inidlo ACN:MeOH:H20 (1:3:1 v/v) bylo pfipraveno smisenim 2 ml ACN, 6 ml
MeOH s 2 ml H>O a ptidavkem 10 pul AA (100%).

Roztok 0,1% FA (v/v) vyuzity na rekonstituci vzorku po precipitaci byl pfipraven

smisenim 10 pl FA a 9990 ul H>O.
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Roztok 0,5% FA (v/v) vyuzity na rekonstituci vzorku po precipitaci byl pfipraven
smisenim 50 pl FA a 9950 ul H>O.

Roztok 35% TFA (v/v) pouZity pii proteinové precipitaci byl pfipraven smisenim 354 pl
TFA (99%) s 646 ul H>O.

Pracovni roztok smési standardu o koncentraci 100 ng-ml'byl pfipraven smisenim 10 pl
kazdého standardu (3-NT, ['3C9]3-NT, 802dG, ['°Ns]802dG, 2dG) o koncentraci
10 mg/ml a 950 pl H>O.

Vzorek plazmy se standardy o koncentraci 1 ng:ml'se piipravil smisenim 495 pl

plazmy s 5 ul pracovniho roztoku smési standardti (100 ng-ml™)

MF A (0,1% FA v HO, v/v) byla pfipravena smisenim 1 ml FA s 999 ml H,O.

3.6.2 Piivodni metoda upravy vzorku

Plvodni metody pro extrakci 3-NT, 2dG a 802dG vychézely ze studie (Lam. ef al.,
2012), ktera byla koncipovana pouze pro extrakci 2dG a 802dG. Vzorek tvotici 500 pl
plazmy byl smisen s 500 ul H2O a upraven pomoci SPE na kolonce Biotage Isolute
ENV+ (50mg/1ml). Pro kondicionaci byl pouzit 1 ml MeOH a 1 ml H2O, poté byl na
nesen 1 ml vzorku. Kolonka byla proplachnuta dvakrat 500 ul H2O a nasledné eluce
byla provedena dvakrat 700 ul eluénim ¢inidlem (ACN:MeOH 1:4, v/v). Vzorek byl
odparen do sucha proudem dusiku a rekonstituovan 100 pul MF pocatecniho slozeni. Pti

pfevedeni do insertu vialky byl vzorek jesté filtrovan pres 0,22 um filtr.

3.6.3 Piiprava vzorki pro optimalizaci SPE extrakce analyti z plazmy

V ramci optimalizace SPE extrakce byla testovana riizna elucni a rekonstitu¢ni Cinidla

(viz kapitola 3.6.1) a kombinace proteinové precipitace a SPE extrakce:

Precipitace TFA — vzorek se pfipravil smisenim 500 pul plazmy sse standardy
(1 ng'ml') s 500 ul TFA (35%). Po protfepani se vzorek centrifugoval 10 minut pfi
10000 RPM a 4 °C. Supernatant se pfenesl do Cist¢é mikrozkumavky a podrobil SPE
(1 ml MeOH, 1 ml H>O, vzorek, dvakrat 500 pul H,O, dvakrat 700 ul ACN:MeOH 1:4).
Vzorek byl odparen do sucha proudem dusiku a rekonstituovan 100 pl 20% MeOH.

Precipitace ACN 1 — vzorek se pfipravil smisenim 500 pul plazmy s se standardy
(1ng'ml') s1,5ml ACN. Po protiepani se vzorek centrifugoval 10 minut pfi

10000 RPM a 4 °C. Supernatant se prenesl do ¢isté mikrozkumavky a odpafil do sucha
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proudem dusiku. Vzorek byl rekonstituovan 500 ul 0,1% FA, podrobil SPE (1 ml
MeOH, 1 ml H>O, vzorek, dvakrat 500 pl H»O, dvakrat 700 ul ACN:MeOH 1:4).
Vzorek byl odpaten do sucha proudem dusiku a rekonstituovan 100 pul 20% MeOH.

Precipitace ACN 2 — vzorek se pfipravil smisenim 500 ul plazmy s se standardy
(1ngml") s1,5ml ACN. Po protifepani se vzorek centrifugoval 10 minut pii
10000 RPM a 4 °C. Supernatant se pienesl do ¢isté mikrozkumavky a odpaftil do sucha
proudem dusiku. Vzorek byl rekonstituovan 500 pl 0,5% FA, podrobil SPE (1 ml
MeOH, 1 ml H;O, vzorek, dvakrat 500 ul H»O, dvakrat 700 ul ACN:MeOH 1:4).
Vzorek byl odpatfen do sucha proudem dusiku a rekonstituovan 100 pl 20% MeOH.

Precipitace MeOH — vzorek se pfipravil smisenim 500 pul plazmy s se standardy
(1 ngml?) s1,5ml MeOH. Po protiepani se vzorek centrifugoval 10 minut pii
10000 RPM a 4 °C. Supernatant se pienesl do ¢isté mikrozkumavky a odpaftil do sucha
proudem dusiku. Vzorek byl rekonstituovan 500 pl 0,1% FA, podrobil SPE (1 ml
MeOH, 1 ml H>O, vzorek, dvakrat 500 pl H»O, dvakrat 700 ul ACN:MeOH 1:4).
Vzorek byl odpatfen do sucha proudem dusiku a rekonstituovan 100 pl 20% MeOH.

Precipitace ACN postspike — vzorek se pfipravil smisenim 500 pl plazmy s 1,5 ml
ACN. Po protfepani se vzorek centrifugoval 10 minut pii 10000 RPM a 4 °C.
Supernatant se prenesl do Cisté mikrozkumavky a odpafil do sucha proudem dusiku.
Vzorek byl rekonstituovan 500 ul 0,1% FA, podrobil SPE (1 ml MeOH, 1 ml H2O,
vzorek, dvakrat 500 pul H20, dvakrat 700 ul ACN:MeOH 1:4). Nasledné bylo ptidano
5 ul pracovniho roztoku smési standardd (100 ng'ml ™). Vzorek byl odpafen do sucha

proudem dusiku a rekonstituovan 100 pul 20% MeOH.

Precipitace MeOH postspike — vzorek se pfipravil smisenim 500 pl plazmy s 1,5 ml
MeOH. Po protfepani se vzorek centrifugoval 10 minut pii 10000 RPM a 4 °C.
Supernatant se ptenesl do Cist¢é mikrozkumavky a odpatil do sucha proudem dusiku.
Vzorek byl rekonstituovan 500 pl 0,1% FA, podrobil SPE (1 ml MeOH, 1 ml H>O,
vzorek, dvakrat 500 ul H2O, dvakrat 700 pl ACN:MeOH 1:4). Nasledné bylo ptidano
5 ul pracovniho roztoku smési standardii (100 ng'ml!). Vzorek byl odpafen do sucha

proudem dusiku a rekonstituovan 100 pl 20% MeOH.
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3.7 LC-MS/MS podminky pro stanoveni 3-NT, 2dG a 802dG

Analyza analytu byla provadéna UHPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie za
zvySeného tlaku — ultra high preformance liquid chromatography) systémem (1290
Infinity IT) pomoci chromatografické kolony LUNA OMEGA Polar C18. Vodna slozka
(A) mobilni faze byla 0,1% FA v H;O, organickou slozku (B) tvofil ACN. Separace
probihala za konstantniho pritoku 0,280 ml/min MF. Jednalo se o gradientovou eluci a
slozeni MF v Case analyzy bylo nésledovné: 0-3 min (8 % B), 3-4 min (80 % B),
4-5 min (80 % B), 5-5,5 min (8 % B), 5,5-9 min (8 % B). Teplota na chromatografické
kolon¢ byla udrzovdna na 40 °C. Do systému bylo nastfikovano 20 pl vzorku. MS
detekci analyti zajisStoval QqQ (AJS, Agilent). K Ionizaci byla pouzita technika ESI
v pozitivnim moédu. (viz tabulka €. 6). ReZim analyzy byl SRM. Pro jednotlivé analyty
byly sledovany nasledujici SRM ptechody m/z 289 [M+H]|" — m/z 173 pro IS
['*N5]802dG, m/z 284 [M+H]" — m/z 168 pro 802dG, m/z 268 [M+H]" — m/z 152 pro
2dG, m/z 236 [M+H]" — m/z 189,1 pro IS [*C9]3-NT, m/z 227 [M+H]" — m/z 181 pro
3NT.

Tabulka €. 6 Parametry iontového zdroje pfi analyze 3-NT, 2dG a 802dG.

Gas temp 300 °C
Gas Flow 5I'min*
Nebulizer 45 psi
Sheath gas temp 400 °C
Sheat gas flow 9 I'min‘t
Capilary 2000 V
Nozzle voltage 500V
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4 VYSLEDKY PRACE

4.1 Optimalizace metody stanoveni MDA

Metodu jsme se rozhodly optimalizovat kvili zméné IS, kterym ve vychozi metod¢ byl
strukturni analog MDA glutaraldehyd. NaSim novym IS byl izotopicky znaceny
d?-MDA. Ngkteré z krokti byly pravé prizplisobeny ptivodnimu IS, proto jsme zkousely

postupnou modifikaci jednotlivych kroki tpravy vzorku.

Plivodni metoda upravy vzorku:

e 250 pl bunééného homogenatu

e Alkalicka hydrolyza ptidavkem 50 pl NaOH (6 mol-dm™) 30 min pti 60 °C

e Proteinova precipitace pomoci 150 pul TCA (35%) + 10 pul IS (glutaraldehyd) a
nasledna centrifugace (10 min, 10000 RPM, 4 °C)

e Odebrani 400 pl supernatantu a jeho derivatizace 50 pl DNPH (5 mmol-dm™)
60 min (37 °C, 300 RPM)

e SPE kondicionace 1 ml MEOH nasledné 1 ml H>O, naneseni vzorku,
proplachnuti 250 pl H2O, eluce 1 ml MeOH

e Odpareni do sucha a rekonstituce v 250 ul MeOH (70%)

4.1.1 Precipitace

Jako prvni jsme se zaméfily na proteinovou precipitaci, kde jsem zkouSely dvé
precipitaéni ¢inidla — TCA a TFA ve dvou koncentracich — 15% a 35%. Cilem bylo, aby
vznikly precipitat byl dobfe oddélitelny a zaroven, aby piidavek ¢inidla byl schopen
vzorek dostate¢né okyselit, protoze v pfedchozim kroku byla provadéna alkalicka
hydrolyza pomoci NaOH a vzorek mél siln¢ zasadité pH. Okyseleni vzorku je dileZzité
pro nasledny krok, nebot derivatizace MDA pomoci DNPH probihd v kyselém
prostiedi. Obé 15% kyseliny v objemu 150 ul nebyly schopny vzorek okyselit, proto
byly nevhodnymi kandidaty. Rozdil mezi 35% TCA a TFA nebyl pfili§ vyrazny, ale
vzorky precipitované TCA mély vyssi odezvu pro MDA. Proto jsem se rozhodly tento

krok tpravy zachovat dle ptiivodni metody — 150 ul TCA (35%).

4.1.2 Derivatizace

Déle jsme optimalizovaly objem derivatizaéniho ¢inidla DNPH (5 mmol-dm™).

Zkousely jsme objemy 50 pl, 25 ul a 10 pl. Podminky ztistaly stejné (60 min, 37 °C,
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300 RPM). Tento krok je diilezité optimalizovat zejména proto, Ze nezreagovany DNPH
interferuje s MDA v priabé¢hu LC-MS/MS analyzy. Jako nevhodné se ukazalo 10 pl, kde
byla pozorovéna zna¢né snizend odezva pro MDA. Pravdépodobné toto mnozstvi
¢inidla nebylo schopno derivatizovat veskery ptitomny MDA. V piipadé piidavku 25 ul
a 50 ul byla pozorovana srovnatelnd odezva i pti koncentraci 10 pmol-dm™. A proto byl

ptidavek 25 pl vyhodnocen jako dostacujici pro kvantitativni prubéh derivatizace MDA.

4.1.3 SPE promyti

Pii optimalizaci SPE jsme se zaméfily zejména na krok promyvani. Vzhledem k tomu,
ze puvodni IS vykazoval v porovnani s MDA slabsi retenci na C18 SPE kolonce.
Zkousely jsme objemy 250 pl, 500 ul a 750 pl. Se zvysSujicim objem promyvaci
kapaliny dochézelo dokonce ke zvySovani odezvy MDA, coz zna¢i efektivnéjsi
odstranéni balastnich a interferujicich latek. Rozhodly jsme se proto dale vyuZzivat

objem 750 ul H>O.

4.1.4 Rekonstituce

Posledni, na co jsme se zaméfily, byl objem rekonstituéniho ¢inidla (70% MeOH).
Porovnavaly jsme 250 pul a 100 pl. Ani ve vzorku rekonstituovaném 100 pl nebyl v
chromatogramu vyrazné€ zesilen Sum a diky vétSimu zakoncentrovani poskytoval vyssi

odezvu. Proto jsme se rozhodly dale vyuZzivat objem 100 ul 70% MeOH

4.2 Kontrola Cistoty IS

Vzhledem k tomu, Ze IS neni komeréné dostupny, byla potfeba jeho syntéza. Pied
pouzitim IS bylo nutné ovéfit identitu d>-MDA a také, Ze neobsahuje 7z4dné vyznamné
mnozstvi nedeuterovaného MDA, které by interferovalo v s endogennimi hladinami
MDA. Bylo zjisténo, Ze ani po pfimém nastfiku koncentrovaného IS do MS systému
(obrazek €. 8), ani pfi pouziti koncentrace pouzivané pro realné vzorky (obrazek ¢. 9)

neni MDA v relevantnim mnozstvi pfitomny.

47



C.calibur,. \MDA\Test_synteza\d2MDA 6/15/2021 1.00:24 PM d2-MDA

APCl +

d2MDA #59 RT: 0.57 AV:1 NL: 1.53E7
F: +p APCI corona Full ms [ 100.00-500.00]

100+
053
903
85
803

759

703

Relative Abundance
—_ —_ L% [*] w (%) e s w (5] (=] [=]
(=] w o w (=] o (=] o o w o w
vl T BT T T e T T

w

105.00

23707

NO,

19113 319,00
13420 17007 | 2313 | 25427 27887 299.00 338.00 37160 39260

[=]

120

LN I B B S O B D Y I R |“| LIS T e s s B | L s s B e e T = T
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
m/z

Obrazek ¢. 8 Pfimy nastiik zderivatizovaného koncentrovaného IS (3,2 mmol-dm-3) do MS systému za

uCelem hod

noceni Cistoty nasyntetizovaného d2-malondialdehydu.

deuterovanému MDA zderivatizovanému pomoci 2,4.dinitrophenylhydrazinu.
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Obrazek ¢.

9 Chromatogram analyzy roztoku IS o koncentraci 10 pmol-dm-3

Hodnota m/z 237 odpovida

za finalnich

chromatografickych podminek. Chromatogram pfi sledovani SRM prechodu MDA je uveden v horni

sekci a v dolni sekci je uveden chromatogram pii sledovani SRM piechodu IS.
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4.3 Validace

Valida¢ni parametry byly hodnoceny podle smérmice EMA pro validace
bioanalytickych metod. Hodnotily jsme denni a mezidenni pfesnost a preciznost, REC,
ME, linearitu, specifitu a ptenos. V tabulce ¢. 7 jsou uvedeny vypocitané hodnoty pro
piesnosti, preciznosti, REC a ME. Piesnost je vyjadiena jako primér £ smérodatna
odchylka (SD) (denni n=5, mezidenni n=4). Za danych podminek bylo dosaZzeno
piijatelné presnosti (85 % — 115 %). Preciznost je vyjadiena jako CV (denni n=5,
mezidenni n=4). Dosazena preciznost vyhovuje limitim validace (<15 %). REC je
vyjadiena jako primér + SD (n=2). IS normalizovany ME je vyjadien jako CV (n=2).
Nebyly pozorovany Zadné vyznamné ME (ME <10 %).

Tabulka €. 7 Vypocitané valida¢ni parametry pro jednotlivé koncentra¢ni hladiny. Denni pfesnost je
vyjadiena jako pramér + SD (n=5). Mezidenni pfesnost je vyjadiena jako primeér + SD (n=4). Denni
preciznost je vyjadiena jako varia¢ni koeficient (CV, n=5). Mezidenni preciznost je vyjadiena jako CV

(n=4). Vytéznost je vyjadiena jako primér + SD (n=2). IS normalizovany matricovy efekt je vyjadien

jako CV (n=2).

Koncentrace MDA
0.1 0.2 0.5 1.0 15
(umol-dm3)
Denni presnost
92.13+5.04 - 95.37+4.34 | 101.29+4.20 | 94.70 £ 2.45
(%)
Mezidenni presnost
108.57 £6.13 - 94.20+2.70 | 102.41+1.73 | 102.87 £2.59
(%)
Denni preciznost
10.94 - 9.14 8.28 5.17
(%)
Mezdenni preciznost
11.32 - 5.72 1.62 5.02
(%)
Vytéznost
- 85.63 +3.99 - - 83.48 +4.51
(%)
IS normalizovany
- 4.66 - - 2.17
matricovy efekt (%)

Linearita byla hodnocena v rozsahu 0,1— 2 pmol-dm. Jako LLOQ byla stanovena
hodnota 0,1 umol-dm™, ktera spliiovala podminku presnosti (£20 %) i preciznosti
(<20 %). Blankovy homogenat byl pouzity jako nulovy kalibrator, jeho odezva MDA

byla odectena od odezvy MDA na kazdé kalibra¢ni hladin€. Nasledné byla sestavena
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vazena kalibracni pfimka (1/x). Kazdy den méteni byla pfipravovdna nova kalibracni
pfimka. Pfiklad kalibra¢ni pfimky je uveden na obrazku €. 10, kde na ose x je vynesena

koncentrace MDA a na ose y je vyjadien pomér ploch piku MDA a IS (Ampa/Ais).

MDA 1/x

Jlll""I"'-"II;'J'.ﬂ.'ll"ﬂ"l$

0 1 ! 1 1 1
00 05 10 15 20 25

pmol-dm“"’

Obrazek ¢. 10 Kalibracni ptimka vazena 1/x stanoveni MDA v HepG2.
Rovnice ptimky: y=2.171x - 0,0143; korela¢ni koeficient R2=0,9971.

Cilem hodnoceni selektivity bylo zjistit, Ze pouZiti Zadného c¢inidla v prab&hu tpravy
vzorku nezplsobuje artificidlni tvorbu MDA a piipadné nedochdzi k interferenci
s jinymi latkami. Vzhledem k tomu, Ze MDA je fyziologicky vyskytujici se endogenni
latka, nebylo mozné stanovit selektivitu vi¢i blankové matrici. Nasledujici

chromatogramy zobrazuji analyzu standardu (obrazek ¢. 11), 70% MeOH (obrazek

¢. 12) a PBS (obrazek ¢. 13).
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Obrazek ¢. 11 Chromatogramy analyzy standardu. Chromatogram pfi sledovani SRM piechodu MDA je

uveden v horni sekci a v dolni sekei je uveden chromatogram pfi sledovani SRM piechodu IS
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Obrazek €. 12 Chromatogramy analyzy70% MeOH pfi hodnoceni selektivity. Chromatogram pii

sledovani SRM piechodu MDA je uveden v horni sekci a v dolni sekci je uveden chromatogram pfi

sledovani SRM piechodu IS.
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Obrazek ¢. 13 Chromatogramy analyzy PBS pfi hodnoceni selektivity. Chromatogram pii sledovani
SRM piechodu MDA je uveden v horni sekci a v dolni sekei je uveden chromatogram pii sledovani SRM

ptechodu IS.
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4.4 Analyza MDA v HepG2 buiikach pro in vitro testovani toxicity

oximovych reaktivatori

Mnozstvi intraceluldrniho proteinu v homogenatu HepG2 bunék vystavenych plisobeni
oximii v danych casovych intervalech bylo stanoveno metodou dle Bradfordové
postupem uvedenym v kapitole 3.4. Vysledky zobrazuje tabulka ¢. 8, kde je uvedena
primérné mnozstvi proteinu v mg + SD (n=2).

Tabulka €. 8 Mnozstvi intracelularniho proteinu v homogenatu HepG2 buné¢k vystavenych oximiim v

¢asovych intervalech 1, 4 a 24 hodin. Vyjadieno v mg = SD (n=2).

Vzorek | Cas (h) Protein (mg)
1 1.45 +0.04

K048 4 1.53 £0.05
24 0.85 £ 0.08

1 1.17£0.25

K074 4 0.87+£0.18
24 0.91+0.11

1 0.68 £0.16

K075 4 0.97 £0.12
24 0.46 £ 0.07

1 1.02 £0.11

K203 4 0.92 £0.08
24 0.75+£0.06

1 0.97 £ 0.08

t-BOOH 4 0.75 £ 0.07
24 0.69 £ 0.05

1 1.75£0.11

Kontrola 4 1.70+£0.15
24 1.43+£0.05

Koncentrace MDA stanovena ve vzorcich byla vztazena na mnoZstvi intraceluldrniho
proteinu, ktery byl stanoven spektrofotometricky dle Bradfordové. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce €. 9 jako primér + SD (n=3).
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Tabulka €. 9 Koncentrace MDA vztazena na mnozstvi intracelularniho proteinu v HepG2 buiikéach
vystavenych oximtim po dobu 1, 4 a 24 hodin. Koncentrace analytu je vyjadfena jako nmol-mg’!

celkového proteinu +£SD (n=3).

Vzorek Cas (h) | MDA (nmol-mg)
1 0.98 £ 0.08
K048 4 1.12 £0.05
24 1.11 £ 0.05
1 0.93+0.02
K074 4 1.18 £ 0.09
24 1.12+0.10
1 0.94 £ 0.06
K075 4 1.01 £0.05
24 0.94 £ 0.02
1 0.97 £0.07
K203 4 1.04 +£0.12
24 0.99 £0.02
1 1.12 £ 0.09
t-BOOH 4 1.30+£0.18
24 1.61+£0.12
1 0.96 £ 0.08
Kontrola 4 0.95+0.05
24 0.82+0.04

Na obrazku €. 14 je zobrazen graf, ktery znazornuje vysledky z tabulky ¢. 9 vyjadiené
jako procentudlni zména obsahu MDA v bunkiach exponovanych oximovym
reaktivatorim AChE vzhledem ke kontrolnim buiikkdm Jako pozitivni kontrola byl
pouzit --BOOH, ktery je konvencné pouzivany jako silny induktor oxidacniho stresu in

vitro.
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Obrazek €. 14 Hladiny MDA nalezené v HepG2 buiikach po 1, 4 a 24 hodinach expozice K048, K074,
K075 a K203 v koncentraci odpovidajici jejich hodnoté ICso. Vysledky jsou vyjadfeny v % vici negativni
kontrole (NK; neovlivnéné buitky). Hodnoty v grafu ptedstavuji primér £ SD (n=3). Statisticky
vyznamné vysledky mezi neovlivnénymi buiikami a bunkami exponovanymi oximim (One-way

ANOVA, Dunnetuv test) jsou v grafu oznaceny * (p< 0,05).

4.5 Optimalizace metody stanoveni 3-NT, 2dG a 802dG

Prvni jsme si ovéfili podminky pivodni metody pro stanoveni 3-NT, 2dG a802dG. Pro
koncentraci analytu 5 ng'ml”!. Na chromatografu byly viditelné viechny analyty (viz

obrazek ¢. 15)

Za ucelem dosaZzeni dobré odezvy a tvaru piku bylo optimalizovano sloZeni
rekonstitu¢niho ¢inidla (200 pl), kde jsme porovnavaly MF pocatecniho slozeni, 20%
MeOH, 50% MeOH a 50% ACN. Odezvu jednotlivych analyti zobrazuje tabulka €. 10,
vysledné chromatografy jsou na obrazku €. 16. Nejlepsi odezvu a tvar piku poskytoval

20% MeOH.

Aplikaci ptivodniho SPE postupu nebylo dosazeno uspokojivé vytéznosti pro 3-NT a
jeho IS. Pro optimalizaci jsme zkouSely riznd elu¢ni ¢inidla (ACN:MeOH 1:4 v/v,
ACN:MeOH 1:1 v/v, MeOH:ACN 1:4 v/v, ACN:MeOH:H20 1:3:1 v/v/v). Zména
poméru ACN:MeOH ale nevedla k zvySeni vytéZnosti extrakce pro 3-NT. Jako
vysledné elucni Cinidlo se tedy déale pouzivalo ACN:MeOH 1:4 v/v.
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Obriazek &. 15 Chromatogram standardd o koncentraci 5 ng-ml™! ve 20% MeOH pfi analyze 2dG, 802dG
a3-NT. (1 = 2dG, 2 = 802dG+['"Ns]802dG, 3 = 3-NT+[3C,]3-NT)

Tabulka ¢. 10 Odezvy analytt pii pouziti MF, 20% MeOH, 50% MeOH a 50% ACN jako

rekonstitu¢nich ¢inidel v objemu 200 pl.

Rekonstitucni
2dG 802dG [**Ns]802dG 3NT [*3Co]3-NT
Cinidlo
MF 3052 595 439 295 200
20% MeOH 1946 603 481 388 303
50% MeOH 1495 197 134 - -
50% ACN 206 57 11 - -
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Obriazek €. 16 Chromatografy pifi pouziti MF, 20% MeOH, 50% MeOH a 50% ACN jako
rekonstituénich ¢inidel v objemu 200 pl. (1 = 2dG, 2 = 802dG+[!*N5]802dG, 3 = 3-NT+['*C9]3-NT)

Jako dalsi jsme zkusily pfidat pted SPE krok PP. Vzhledem k tomu, Ze na SPE kolonku
se nanasi vétsi objem plazmy (0,5 ml), miZe dojit k jejimu ucpani proteiny a tim by
mohlo dojit ke zhorSeni extrakéni ucinnosti. V jednom piipadé jsme pouzily k
precipitaci 35% TFA (1:1 v/v), druhém piipad€ jsme precipitovaly pomoci ACN
(1:3v/v) a po odpafeni supernatantu vzorek se vzorek rekonstituoval v 0,1% FA.
Kompletni zptsob zpracovani je uveden v kapitole 3.6.3 Odezvu jednotlivych analyta
zobrazuje tabulka ¢. 11, vysledné chromatografy jsou na obrazku ¢. 17. Vzorek
precipitovany ACN vykazoval témef ctyinasobnou odezvu pro 3-NT a jeho IS, oproti

metod¢ bez precipitace a odezva 802dG nebyla vyznamné sniZena.



Tabulka €. 11 Odezvy analyt bez precipitace a pfi pouziti precipitace ACN a TFA 35%.

Precipitacni
2dG 802dG [**Ns]802dG 3NT [*3Co]3-NT
Cinidlo

Bez precipitace 600 775 629 1399 1251

ACN 601 697 618 5826 4547

TFA 35% - 433 390 2411 2040
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Obriazek ¢. 17 Chromatografy bez precipitace a po pridani precipitace ACN a TFA 35%. (1 =2dG,
2 = 802dG+['*N5]802dG, 3 = 3-NT+[*C9]3-NT)

Nasledné jsme ptipravily vzorek, ktery byl po precipitaci rekonstituovan 500 pl 0,5%
FA misto 0,1% FA. Vzorek, kde jsme k precipitaci vyuzily MeOH (1:3 v/v) namisto
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ACN rekonstituovany 0,1% FA. Rekonstituce 0,5% FA po precipitaci ACN nevedla
k zvyseni odezvy 3NT. Precipitace MeOH vedla k zvySeni odezvy vSech analytd témér
dvojnasobné oproti precipitaci ACN. Odezvy zobrazuje tabulka ¢. 12

Tabulka €. 12 Odezvy analytl pfi provedeni precipitace pomoci ACN a MeOH a rekonstituci 0,1% FA
nebo 0,5% FA.

Precipitacni +
2dG 802dG [**Ns]802dG 3NT [*3Cq]3-NT
rekonstitucni Cinidlo
ACN+0,1% FA 598 435 291 4254 3358
ACN+0,5% FA 360 871 775 2074 2452
MeOH+0,1% FA 1342 909 760 8233 6531

Poslednim krokem, ktery jsme uskuteCnily bylo ovéfeni vytéznosti pii postupu
precipitace pomoci ACN (1:3 v/v) a MeOH (1:3 v/v), odpafeni supernatantu,
rekonstituce 500 pl 0,1% FA a SPE. Vysledky vytéZnosti v porovnani s vytéZnosti
puvodni metody jsou uvedeny v tabulce €. 13. Takto vysoka vytéznost u 3-NT a jeho IS
byla uspokojiva, vzhledem k tomu, Ze vytéznost ptivodni metody byla u 3-NT kolem
7 %. Bohuzel doslo zaroven ke snizeni vytéznosti SPE extrakce pro 2dG a 802dG, proto
bude potfeba dale hledat takové extrakéni podminky, které by zajistily vysokou miru
vytéZnosti pro vSechny analyty. Vzhledem k tomu Ze vzorky plazmy jsou az pétkrat
zakoncentrovany, bude také nutné¢ vyhodnotit vliv matricového efektu na sledované

analyty.

Tabulka €. 13 Vytéznost pii pouziti precipitace ACN, MeOH a ptivodni metody.

Vytéinost (%) 2dG 802dG [**Ns]802dG 3NT [*3Co]3-NT
ACN 79 64 50 21, 23
MeOH - 64 68 75 72
Pivodni metoda 67 90 96 7 7
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S DISKUZE

Studium toxicity (Muckova et al 2018) kolorimetrickym stanovenim bunécné viability
(MTT test), ukazalo, ze existuje spojitost mezi strukturou oximovych reaktivatora
AChE a jejich toxicitou. Obecné strukturni vzorce pro monokvatrerni a biskvarterni
biskvarterni oximy s 3C spojovacim fetézcem, inzerce kysliku do 3C fetézce toxicitu
zvySovala, zejména pokud doSlo také k pfesunu oximové skupiny z polohy
4 pyridinového jadra do polohy 2. U latek obsahujicich 4C spojovaci fetézec bylo

pozorovano zvyseni toxicity v ptipadé€, ze obsahoval dvojnou vazbu.
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Obrazek ¢. 18 Obecny vzorec monokvarterniho oximu.
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Obrazek ¢. 19 Obecny vzorec biskvarterniho oximu.

Vzhledem k tomu, ze toxicita 1é¢iv mize byt zplisobena oxidaénim stresem, ktery
indukuji, byla provedena studie (Muckova et al 2019), kterd hledala spojitost mezi
strukturnimi znaky péti strukturné odlisSnych oximl (asoxim, metoxim, obidoxim,
pralidoxim a trimedoxim) a intenzitou vyvolaného oxidaéniho stresu in vitro. Zahrnuty
byly oximy s jednim nebo dvéma pyridinovymi jadry, rGznou délkou a modifikaci
spojovaciho fetézce, odlisSnou polohou a poctem oximovych skupin. Struktury téchto
oximil jsou zobrazeny na obrazku €. 20. V ramci této in vitro studie byla pomoci
fluorescencnich sond (dihydroethidium — DHE a 2,7-dichlorodihydrofluorescein
diacetdt — DCFH-DA) hodnocena schopnost oximi produkovat RONS. Dale

stanovenim raznych markerti (MDA, 3-NT, thioli a disulfid(l) bylo zjiSténo, Ze nejvetsi
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potencidl indukovat oxida¢ni stres maji biskvarterni oximy obsahujici dvé aldoximové
skupiny v 4 poloze pyridinového jadra (obidoxim, trimedoxim a methoxim). Délka
spojovaciho fetézce a pritomnost kysliku v ném nevykazovaly vyznamné rozdily

v indukci oxida¢niho stresu.

N N
@ ®

MMB-4
Ho\N%\U:jﬁ 2cﬁ>ﬁi:E/§N,0H HO.
/g)vo\/g\
LuH-6

Obrazek €. 20 Chemické struktury oximovych reaktivatorti acetylcholinesterasy: methoxim (MMB-4),

asoxim (HI-6), obidoxim (LuH-6), trimedoxim (TMB-4) a pralidoxim (2-PAM).

Pro detailngjsi studium vztahu mezi strukturou a indukci oxida¢niho stresu byly pro
dalSi experiment vybrany molekuly s mens$imi strukturnimi rozdily nez v ptedchozi
studii. Nami hodnocené oximy (viz obrazek €. 21) jsou biskvarterni slouceniny s 4C
spojovacim fetézcem, ktery ve dvou piipadech obsahuje dvojnou vazbu (K075, K203).
Na pyridinovém cyklu ve 4 poloze nesou aldoximovou skupinu. Oximy K074 a K075
maji oba cykli substituované aldoximovou skupinou ve 4 poloze, na rozdil od nich je u
oximit K048 a K203 je druhé pyridinové jadro substituované ve 4 poloze amidickou

skupinou.
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Obrazek €. 21 Chemické struktury oximovych reaktivatorii acetylcholinesterasy K048, K074, K075 a
K203.

In vitro experiment indukce oxida¢niho stresu byl provadén v HepG2 bunécné linii
v 25 cm? kultivaénich lahvich. V den experimentu bylo kultivaéni medium odebrano a
kultiva¢ni nadoby byly dvakrat promyty 3 ml PBS. Nésledné byly do kazdé nadoby
pfidany 3 ml cist¢ého Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) kultiva¢niho
média (negativné kontrola) nebo DMEM kultivacniho média s --BOOH (pozitivni
kontrola) nebo DMEM kultivaéni medium obsahujici zkouseny oxim vzdy v triplikatu.
Koncentrace +-BOOH a zkouSenych oxim@i v DMEM kultivaénim médiu odpovidala

jejich hodnoté 1Cso.

Buniky byly inkubovany po dobu 1, 4 a 24 hodin. Po inkubaci bylo experimentalni
médium odstranéno, buiikky byly promyty 3 ml PBS a sundany z povrchu kultivacni
lahve pomoci bunééné Skrabky. Vysledna bunéfna suspenze byla odstfedéna
v centrifuze (220 g, 21 °C, 5 min). Supernatant byl nasledné odebran a bunétné pelety

(cca 3 miliony bunék) byly skladovany pii -80 °C.

Koncentrace odpovidajici ICso byla ovéfena pomoci MTT testu a zarovenn byla po
24 hodinach provedena analyza bunécéné smrti (nekrdza a apoptodza) pomoci priitokové
cytometrie. Z obrazku €. 22 je patrné, Ze po 24 hodinach doSlo k poklesu bunétné

viability o 50% a buné¢né smrt byla zptisobena hlavné apoptozou.
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Obrazek ¢. 22 Analyza bunééné smrti pomoci mikrokapilarni prutokové cytometrie. Vysledky jsou
vyjadieny v % vuéi negativni kontrole (NK; neovlivnéné bunky). Hodnoty v grafu piedstavuji praimér +
SD (n=3). Statisticky vyznamné vysledky mezi neovlivnénymi buiikami a bunkami exponovanymi

oximim (One-way ANOVA, Dunnetlv test) jsou v grafu oznaceny * (p < 0,05).

Kromé stanoveni MDA jako markeru lipoperoxidace, byla také stanovena schopnost
oximil indukovat RONS in vitro pomoci fluorescencnicho sondy DCFH-DA a rovnéz
byly stanoveny HPLC-UV metodou (Vanova et. al, 2018) hladiny intraceluldrnich
antioxidantl thiolt a disulfidli. Zmény RONS méfené sondou ukazuje obrazek ¢. 23.
Stanovené¢ mnozstvi non-proteinovych thiolti (NP-SH) a disulfidi (NP-SS-NP) ukazuje
obrazek ¢. 24.
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Obrizek €. 23 Zmény v intracelularnich hladinach ROS/RNS métfenych DCFH-DA sondou po 1, 4 a 24
hodinéch inkubace s K048, K074, K075, K203 v koncentraci odpovidajici jejich hodnoté ICso. Vysledky
jsou vyjadieny v % vuci negativni kontrole (neovlivnéné buiiky) Hodnoty v grafu pfedstavuji primér +
SD (n =3) Statisticky vyznamné vysledky mezi neovlivnénymi bunkami a builkami exponovanymi

oximim (One-way ANOVA, Dunnetiiv test) jsou v grafu oznaceny * (p < 0,05).
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Na zéklad¢ vysledku lze fici, ze oximy, které ve svém spojovacim fetézci obsahuji
dvojnou vazbu indukuji oxida¢ni stres méné. Zda se, ze neni vyznamny rozdil v indukci
oxida¢niho stresu mezi oximy, které¢ obsahuji dvé aldoximové skupiny nebo jednu
aldoximovou a jednu amidovou skupinu. Za ucelem zjiSténi, zda pfitomnost dvojné
vazby ve spojovaci fetézci mize hrat roli v pfipadném vychytavanim volnych radikali
bude dale sledovéna jejich potencidlni antioxidacni aktivita. Toto stanoveni bude

probihat pfi soucasné inkubaci oximu a --BOOH pomoci DCFH-DA sondy.
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Obrizek €. 24 Mnozstvi NP-SH (A) a NP-SS-NP (B) nalezené v HepG2 bunkach po 1, 4 a 24 hodinach
expozice K048, K074, K075, K203 v koncentraci odpovidajici jejich hodnoté ICso. Vysledky jsou

% neovlivhéné kontroly

vyjadieny v % vici kontrole (neovlivnéné bunky). Hodnoty v grafu pfedstavuji primér + SD (n = 3).
Statisticky vyznamné vysledky mezi neovlivnénymi buiikami a bufikami exponovanymi oximim (One-

way ANOVA, Dunnetiiv test) jsou v grafu oznaceny * (p < 0,05).
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6 ZAVER

Byla vypracovdna diplomova prace na téma: sledovani oxida¢niho stresu HPLC
metodami, v ramci, které byla optimalizovana HPLC-MS metoda stanoveni MDA
z bunécné pelety. MDA slouzi jako biomarker poSkozeni lipidi oxidacnim stresem. Pti
optimalizaci metody byla nejvétsi pozornost vénovana tUpravé vzorku pomoci
derivatizace, PP a SPE. Vyslednd metoda byla uspésné¢ validovana a pouzita na analyzu
vzorkll z in vitro experimentu. V experimentu bylo hodnoceno mnozstvi MDA v HepG2
bunkach vystavenych oximovym reaktivatorim AChE (K048, K074, K075 a K203),
jeho cilem bylo najit spojitosti mezi strukturou reaktivatoru a vyvolanym oxida¢nim

stresem.

Dalsi soucasti byla optimalizace metody pro stanoveni biomarkeru poskozeni DNA —
802dG, tak aby bylo soucasné mozné stanovit i poSkozeni proteini — 3-NT. Opét
hlavnim pfedmétem optimalizace byla uprava vzorku pomoci SPE i PP. V ramci této
metody byly ucinény zna¢né pokroky ve vytéznosti 3-NT, ale k nalezeni findlniho

postupu je nutné na této metod¢ dale pracovat.
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