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 pumol-dm-3. Metoda byla UspéSné 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 proteinli 3-nitrotyrosin. Zamé&fily 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.



