Vyuziti HPLC pfi stanoveni malonyldialdehydu ve
vzocich krevni plazmy

Teorie:

HPLC (high performance liquid chromatography) je separa¢ni metoda, ktera slouZzi
k rychlé separaci pfedevSim nizkomolekularnich latek, i kdyZ v posledni dobé se
HPLC vyuziva i kseparaci malych proteind. Z hlediska uspofadani se HPLC
nejCastéji déli na normalni a reverzni fazi. Pfi vyuziti normalni faze je jako stacionarni
faze pouzita polarni latka (nej¢astéji rizné silikaty) a jako mobilni faze se uplatriuje
nepolarni rozpoustédlo, napfiklad hexan. Naproti tomu u reverzni faze (RP HPLC)
jsou ve stacionarni fazi vazany nepolarni alifatické zbytky (podle délky se potom
oznacuji jako C8, C18, atd.). Jako mobilni faze se pfi RP HPLC vyuzivaji polarni
rozpou$tédla (methanol, acetonitrilem atd). Pro zcela specifické ucely se pfi HPLC
pozivaji i iontoméniCové kolony, kdy jako mobilni faze slouzi roztoky soli napfiklad

NaCl. Volba uspofadani zavisi na typu slou€enin, které hodlame separovat.

Délni pomoci normalni faze se vyuziva napfiklad pfi studiu sacharidu. Naproti tomu
pro stanoveni sekundarnich metabolitd u rostlin, napfiklad fytoalexind, se nej¢astégji
vyuzivana reverzni faze. PFi molekularné-biologickych experimentech se pro

stanoveni délkovych fragmentli DNA pouziva iontoméni¢ova HPLC.

V ramci tohoto cvi€eni budeme provadét stanoveni hladiny malondialdehydu (MDA)

ve vzorku krevni plazmy.
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ZvySena hladina malondialdehydu v krvi souvisi s nadmeérnou produkci volnych
radikalu kysliku i dusiku, ktera v téle zpusobuje oxidaéni stres. Puvodcem tohoto
oxida¢niho stresu byva zpravidla pusobeni riznych faktort jako napf. onemocnéni,

dlouhodoba psychicka zatéz a pod. Organismus se brani témto ,stresovym faktorim®



pomoci tzv. nespecifické obranné reakce, kdy neutrofiini NADPH-oxidasa produkuje
superoxidovy radikal, ktery je v organismu dale prfeménovan na celou Ffadu
reaktivnich forem Kkysliku a dusiku. Plsobeni téchto radikall ma za nasledek
poskozeni bunéénych struktur (fosfolipidy membran, proteiny, DNA).

K poskozeni lipidi dochazi prostfednictvim jejich peroxidace (lipoperoxidace), coz je
vétSinou neenzymaticky proces premény lipidl probihajici hlavné v biologickych
membranach a lipoproteinech. Pfi tomto procesu volné radikaly obvykle napadaji
mastné kyseliny s vétSim po¢tem dvojnych vazeb (nenasycené polyenové kyseliny,
napf. kyseliny arachidonova). Vznikaji tak hydroxymastné kyseliny, které jsou dale
v organismu rozkladany na konecny produkt tohoto metabolismu, MDA. Tato latka je
nejstabilnéjSim produktem oxidativhiho poskozeni volnymi radikaly a proto se
pouziva k detekci a slouzi jako marker lipoperoxidace. Pro jeho stanoveni se vyuziva
nejCastéji derivatizace pomoci reakce s kyselinu thiobarbiturovou, se kterou tvofi
stabilni adukt (MDA-TBA). Vzhledem k tomu, Zze se MDA v krvi nachazi jednak volny
a jednak vazany na proteiny, je proto prvnim krokem pfi stanoveni hladiny celkového
MDA jeho hydrolyza. Vlastni HPLC-stanoveni slouzi predevSim k oddéleni
nespecifickych TBA-aduktl na aldehydické skupiny latek, které se mohou nachazet

v plazmé.

Postup:

Pfiprava plazmy:

Do 1.5ml-mikrozkumavek: 50 yl 5nM EDTA
+ 50 pl krve

Centrifuga — 2000 g 10 min (4 °C).

Odebere se 60 ul plazmy na pokus.

Stanoveni MDA:

60 pl plazmy + 6 pl 0,2% BHT + 3 yl 10 N NaOH
Umistit na tfepacku na 30 min 60°C

+ 360 ul 0,44M TCA obsahuijici 1% KiI,

— 10 min do ledu

Centrifuga — 12 000 g 10 min



200 pl supernatantu + 120 ul 0,6% TBA
- 95 °C 30 min

- ochlazeni

— vialky - HPLC

EDTA.....kyselina ethylendiamintetraoctova
BHT........ butylovany hydroxytoluen
TCA........ kyselina trichloroctova

TBA........ kyselina thiobarbiturova

Analyza bude provadéna pomoci HPLC s pouZitim kolony Supelcosil LC-18-DB

izokratickou eluci. Jako mobilni faze bude pouzit 35% methanol s 5 mM KH,PO, pfi

pritoku 0,7 ml/min po dobu 10minut. Teplota kolony je 30°C.

Detekce bude provedena pomoci DAD (diode arey detector). Absorbance komplexu

MDA-TBA bude méfena pfi vinovych délkach 532 + 4 nm. Referen¢ni vinova délka

bude 650 + 50 nm.

Vyhodnoceni:

Na vysledném chromatogramu bude vyhodnocena plocha piku komplexu MDA-TBA

a srovnana s kalibracni pfimkou.



