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Uvod

Z poznatkl zjisténych v poslednich letech vyplyva, ze
vliv oxidativniho stresu na zdravi jedince je mnohem roz-
sahlejsi nez se ptivodné predpokladalo a oxidativni stres je
v soucasnosti povazovan za prvotni pficinu celé fady one-
mocnéni'. Z té&chto divodi je vénovana velka pozornost
hledéani souvislosti mezi vyskytem specifickych biomarke-
ra oxidativniho poskozeni biomakromolekul a vznikem
konkrétniho onemocnéni’.

Hlavnim biomarkerem oxidativniho poskozeni bio-
membran je malondialdehyd (MDA)’. Piisobenim reaktiv-
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nich forem kysliku dochazi k lipoperoxidaci fetézci poly-
nenasycenych mastnych kyselin, v prvni fazi vznikaji hyd-
roperoxidy a v dalsi fazi dochazi ke Stépeni uhlikové kost-
ry a uvolhovani jednoduchych organickych molekul,
MDA je reaktivni molekula, kterd se vaze pfes aminovou
a thiolovou skupinu na proteiny a nukleové kyseliny a tim
je poskozuje. Z téchto divodi se MDA naléza v tkanich
predevsim jako vazany a jen v malém mnoZzstvi ve volné
noveni celkového MDA*.

V dosud provedenych klinickych studiich byl vysoky
obsah MDA nalezen u kufékd® a u pacientd s rakovinou
prsu a plic® s tim, e obsah MDA vzriistd v pokrogilych
stadiich nadoru. ZvySené hladiny MDA byly prokazany
i u pacientl s diabetes mellitus’, u neurodegenerativnich
nemoci (Alzheimerova a Parkinsonova choroba)® a také
u preeklampsie’, ktera se v t&hotenstvi projevuje otoky,
vysokym krevnim tlakem a proteinurii. Pravé vztah mezi
MDA a dal8imi gynekologickymi poruchami je sledovéan
v tomto ¢lanku.

Pouzivané metody pro stanoveni volného i celkového
obsahu MDA v lidské krevni plasm€ jsou shrnuty
v tabulce 1. Hladina volného MDA se méfi v plasmé po
predchozi deproteinizaci piidavkem kyseliny chloristé'
nebo acetonitrilu''. Pro stanoveni celkového obsahu MDA
se vzorek odebrané plasmy derivatizuje i s pfitomnymi
proteiny'® nebo derivatizaénimu kroku predchazi alkalicka
hydrolyza plasmy'?. Rutinni metodou pro stanoveni volné-
ho i celkového malondialdehydu v klinickych vzorcich je
fotometrické stanoveni s kyselinou thiobarbiturovou'*'.
MDA vytvari reakci s kyselinou thiobarbiturovou barevny
produkt, ktery se stanovuje fotometricky pfi vlnové délce
532 nm (cit.”®). Uvedena metoda je zna&né nespecificka,
protoZe kyselina thiobarbiturova poskytuje pozitivni reakci
i s dalsimi latkami pfitomnymi v biologickém materialu
(monosacharidy, mnohé aminokyseliny, pyrimidiny, puri-

Prehled pozivanych metod pro stanoveni malondialdehydu v lidské krevni plasmé

Metoda — detekce Derivatiza¢ni ¢inidlo LOD [pmol 17] Lit.
Fotometrie — UV/VIS kyselina thiobarbiturova 0,1 14
HPLC - UV/VIS kyselina thiobarbiturova 0,05 10
HPLC - UV/VIS kyselina thiobarbiturova 0,07 17
HPLC - FD kyselina thiobarbiturova 0,01 18
GC -MS fenylhydrazin 5 pmol 19,20
GC - MS/ECD 2,4,6-trichlorofenylhydrazin 0,4 (MS) 21
0,03 (ECD)
HPLC - UV/VIS 2,4-dinitrofenylhydrazin 0,025 12
HPLC — UV/VIS diaminonaftalen 0,00005 24
HPLC - UV/VIS - 0,012 25
CE - UV/VIS - 0,4 11
CE - UV/VIS - 12,6 26
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ny, Zludova barviva)'®. Z t&chto diivodi je vhodné derivati-
zaci vzorku s kyselinou thiobarbiturovou kombinovat
s naslednou HPLC separaci vzniklych produkta'®!”!*.

SpecifictéjSimi derivatizacnimi ¢inidly pro MDA jsou
fenylhydrazin™?* a jeho derivaty (2.4,6-trichloro-
fenylhydrazin®', 2,4-dinitrofenylhydrazin'>****) nebo dia-
minonaftalen®. Po derivatizaci vzorku nasleduje HPLC
separace s UV/VIS detekei'>**** nebo se vyuziva kombi-
nace GC s hmotnostni detekci'’*’ nebo detektorem elek-
tronového zachytu (ECD)?". Pomoci t&chto metod lze do-
sahnout LOD kolem 0,01 pumol I, ktery je dostatetné
nizky pro monitorovani volného i celkového MDA
v krevni plasmé.

V literatufe je popsana i ptima separace MDA pomoci
HPLC? a kapilarni elektroforézy''2 bez ptedchozi deriva-
tizace. MDA se deteguje ve své nativni formé pfi vinové
délce 267 nm. Piimé elektroforetické stanoveni je malo
citlivé a pro méfeni celkového obsahu MDA v plasmé
musi byt kombinovano s prekoncentraci vzorku''.

Tento ¢lanek je zaméfen na optimalizaci derivatizac-
nich podminek pro reakci MDA s 2.4-dinitro-
fenylhydrazinem (DNPH) a na vyvoj rychlé HPLC metody
pro stanoveni vzniklého derivatu MDA-DNPH. Vyvinuté
stanoveni je vyuzito pro monitorovani hladin celkového
obsahu MDA v krvi pacientek s karcinomem dé¢lohy
a vajecniku.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a pfiprava roztoki

Veskeré pouzité chemikalie byly Cistoty p.a.: 1,1,3,3-
-tetrametoxypropan (99 %, Sigma Aldrich), (3-dimethyl-
amino)-2-methyl-2-propenal (99 %, Sigma Aldrich), 2,4-
-dinitrofenylhydrazin (DNPH, 99 %, Sigma Aldrich), ace-
tonitril (99 %, LachNer), kyselina sirovéa (96 %, Lachema),
kyselina chlorista (70 %, Lachema), hexan (LachNer),
hydroxid sodny (LachNer), aceton (Lachema) a ethanol
(LachNer).

Zasobni roztok malondialdehydu o koncentraci
10 mmol 1" byl pfipraven hydrolyzou 412 pl 1,1,3,3-tetra-
methoxypropanu v 250 ml 1% H,SO, pii pokojové teploté
po dobu 2 h. Vzhledem k nestélosti byl zasobni roztok
MDA pripravovan kazdy den analyzy Cerstvy. Jako interni
standard byl pouzit methylmalondialdehyd (MeMDA)*’,
ktery byl pfipraven reakci 0,5 g (3-dimethylamino)-2-
-methyl-2-propenalu s 0,2 g pevného NaOH v objemu
700 pl vody. Reakce byla provedena v uzaviené sklenéné
zkumavce ve vodni 1azni pii teplot¢ 75 °C po 45 min. Re-
akéni smés byla nasledné odpafena do sucha proudem
dusiku pfi teploté¢ 40 °C a odparek byl rozpustén v 8 ml
smési aceton/ethanol (1:1, vA); vyslednd koncentrace
MeMDA je 5 mmol I"'. Takto pripraveny MeMDA byl
uchovavan pfi teploté —20 °C. Piesna koncentrace standard-
niho roztoku MDA byla zjisténa méfenim absorbance pii
267 nm (molarni absorpéni koeficient 31 800 1 mol™ cm™)
a standardniho roztoku MeMDA pii 274 nm (moléarni ab-
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sorpéni koeficient 29 900 1 mol™ em™)'. Zasobni roztok
derivatizacniho ¢inidla (2,4-dinitrofenylhydrazinu, DNPH)
o koncentraci 5 mmol 1! byl pfipraven rozpu§ténim pevné
substance v 2 M-HCI a uchovéavan v lednici.

Instrumentace pro HPLC

Chromatografickd meéfeni byla provedena na pii-
stroji pro HPLC (Schimadzu, Japonsko) v sestaveé: pum-
pa LC-10ADvp, autosampler SIL-10ADvp a UV/VIS de-
tektor SPD-10Avp. K separaci derivatizovaného MDA
byla pouzita kolona Ascentis Express C18, 100 x 3 mm,
velikost ¢astic 2,7 um, (Sigma-Aldrich), ktera byla béhem
separace termostatovana na teplotu 30 °C. Separace probi-
hala izokraticky s mobilni fazi o slozeni acetonitril/voda
(40:60, v/v, k vodné fazi bylo ptidano 3,6 ml kyseliny oc-
tové na 930 ml vody). Pratokova rychlost Ccinila
0,4 ml min~'. Mezi jednotlivymi analyzami byla kolona
promyvana smési acetonitril/voda (85:15, v/v) po dobu
5 min rychlosti 0,4 ml min™" a nasledné ekvilibrovana pro-
mytim mobilni fazi po dobu 6,5 min. K davkovani vzorku
byla pouzita davkovaci smycka o objemu 5 pl. Odezva
detektoru byla zaznamenavana pii vinové délce 307 nm.
Pro ovladani pristroje a vyhodnoceni chromatogrami byl
pouzit program LC Solution verze 1.11SP1 (Shimadzu).

Derivatizace modelového vzorku MDA

Redénim zasobniho roztoku MDA (10 mmol 1) bylo
pfipraveno 6 kalibra¢nich roztokd MDA v koncentraénim
rozmezi 1-20 pumol I"*. K piipravé standardu bylo pouZito
100 pl roztoku MDA, ktery byl smichén se 100 pl interniho
standardu (MeMDA, 50 pmol ") a 400 pl 1,5 mol I"! NaOH.
Smés byla zahiivana ve sklenéné vialce pii teploté 60 °C
po dobu 60 min. Po vychladnuti bylo ke smési ptidano
200 pl 35% HCIlO,4. Vzorek byl nasledné derivatizovan
pridavkem 50 ul 5 mM DNPH pii teploté 60 °C po dobu
30 min. K vychladlému vzorku byly pfidany 2 ml hexanu,
smés byla 8 min intenzivné protiepavana a poté centrifu-
govana 3 min pfi zrychleni 1780 g. Extrakce do hexanu
byla jesté jednou opakovéana. Veskery odebrany supernatant
byl vysuSen do sucha proudem dusiku pfi teplot¢ 40 °C
a ziskany odparek byl v konecné fazi rozpustén v 250 pl
mobilni faze a pouzit k HPLC analyze.

Ptiprava krevni plasmy pro stanoveni MDA

Vzorky krve byly ziskany od 11 pacientek s indikaci
karcinomu délohy a vajeénikti (Gynekologicko-porodnicka
klinika Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady)
a 7 zdravych kontrol Zenského pohlavi. Vzorky nesrazlivé
krve (odbérova nadobka Vacuette s antikoagulantem EDTA)
byly po odebrani centrifugovany a oddélend plasma byla
zmrazena a dlouhodobé skladovéana pfi teploté —20 °C.

K HPLC stanoveni bylo pouzito 100 pl rozmrazené
plazmy, které¢ byly smichany se 100 pl interniho standardu
(MeMDA o koncentraci 50 pmol ") a se 400 pl 1,5 mol 1!
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NaOH v nadobce Eppendorf . Takto pfipravena smés pro
alkalickou hydrolyzu biologického materidlu byla zahtiva-
na pfi teploté 60 °C po dobu 60 min. Po vychladnuti bylo
ke smési pfidano 200 pl 35% HCIO,. Smés byla protiepa-
na a centrifugovana po dobu 4 min pfi zrychleni 10 500 g.
Veskery odebrany supernatant byl pfenesen do sklenéné
vialky a derivatizovan DNPH podle stejného postupu jako
modelovy vzorek.

Statistické zpracovani a vyhodnoceni dat

Vsechna chromatografickd méfeni modelovych vzor-
kil i biologického materialu byla provedena tfikrat a vy-
sledna hodnota je uvadéna jako primér + smérodatna od-
chylka (SD). Pro statistické vyhodnoceni ziskanych dat
a pro zobrazeni chromatogramt byl pouzit program Origin
8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, USA). Limit
detekce byl pocitan z vysky piku odpovidajici trojnasobku
Sumu zakladni linie UV detektoru pfi 307 nm; Sum byl
zaznamendvan po dobu 1 min a m4 hodnotu 0,02 mV
(peak to peak).

Vysledky a diskuse
Optimalizace derivatiza¢nich podminek

Pro derivatizaci MDA byl pouzit 2,4-dinitro-
fenylhydrazin, ktery reaguje s karbonylovou skupinou za
vzniku stabilniho hydrazonu®. Pouziti DNPH je mnohem
specifi¢téjsi nez derivatizace kyselinou thiobarbiturovou
a vzniklé produkty 1ze nasledné snadnéji separovat pomoci
GC nebo HPLC. Dalsi prednosti derivatizace DNPH je
dostate¢né rychly pribéh i za mirnych podminek (teplota,
pH). Jelikoz se v literatuie uvadéna doba i teplota derivati-
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Obr. 1. Zavislost vysky piku MDA (m) a MeMDA (o) na dobé
derivatizace DNPH. Vzorek: krevni plasma; koncentrace MDA
12,4 umol 1" a MeMDA 50 pmol 1™'. Ostatni experimentélni
podminky viz Experimentalni ¢ast
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zace znacéné lisi, byl v prvnim kroku méten vytézek deri-
vatizace v hydrolyzované plasmé pii teplot€ 60 °C v zavis-
losti na Case. Z obr. 1 vyplyva, Ze k aplné derivatizaci
MDA i interniho standardu MeMDA dochazi po 30 min.
Podobné vysledky byly ziskany i pro modelovou smés
obou aldehydd. Doba derivatizace 30 min byla pouzita ve
vSech dalsich experimentech. Rozdilné vysky piki MDA
a MeMDA v poméru k pouzité koncentraci jsou dany jiny-
mi absorpénimi maximy vzniklych derivati (MDA-DNPH
maximum pfi 307 nm, MeMDA-DNPH maximum pfi
322 nm).

Optimalizace separa¢nich podminek v HPLC

K separaci MDA-DNPH a MeMDA-DNPH byla pou-
zita kratka separacni kolona 100 x 3 mm, kterd umoziuje
rychlou analyzu. Pfi optimalizaci separa¢nich podminek
byl sledovan vliv: a) pratoku mobilni faze v rozmezi 0,3 az
0,7 ml min, b) slozeni mobilni faze acetonitril : H,O
v rozmezi 20:80 az 50:50 (v/v) s pfidavkem 3,6 ml kyseli-
ny octové na 930 ml vody a ¢) davkované mnozstvi vzorku
(davkovaci smycka na 5 pl a 10 pl). Pfi vysoké rychlosti
pritoku mobilni faze i pfi vysokém zastoupeni acetonitrilu
v mobilni f4zi je analyza rychl4, ale MDA-DNPH se neod-
déluje od ostatnich komponent plasmy. Pfi nizkém priitoku
mobilni faze i pfi nizkém obsahu acetonitrilu se doba ana-
lyzy prodluZuje, pik MDA-DNPH se rozsituje a kles4 citli-
vost stanoveni. Z téchto divodd bylo zvoleno optimalni
slozeni mobilni faze acetonitril:H,O (40:60, v/v, ptidavek
3,6 ml kyseliny octové na 930 ml vody) s konstantnim
pritokem 0,4 ml min~'. Pro uplné oddéleni MDA-DNPH
od ostatnich komponent plasmy je nutné pouzit malé na-
davkované mnozstvi vzorku (5 pl), coz souvisi s pouZitim
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Obr. 2. Chromatogram modelového vzorku MDA (2,5 pmol 1)
po derivatizaci DNPH. Stacionarni faze: Ascentis Express C18;
mobilni faze: acetonitril:H,O (40:60, v/v, piidavek 3,6 ml kyseli-
ny octové na 930 ml vody); pritok 0,4 ml min~'; davkovany ob-
jem 5 ul; interni standard: MeMDA, 50 pmol I™'. Identifikace
pikt: 1 — MDA, 2 — MeMDA
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Tabulka IIT
Retenéni ¢as, rozliSeni pikd a opakovatelnost HPLC stano-

veni MDA ve vzorku plasmy s koncentraci 7,7 pmol 1™
(n=10)

Parametr Hodnota
Retencni ¢as, min 4,19 +0,0
CV —retencni Cas, % 0,0
Plocha piku, mV s 152+04
CV — plocha piku, % 2,7
Rozliseni MDA/MeMDA 8,8+0,1

t, min

Obr. 3. Chromatogram krevni plasmy po derivatizaci DNPH
se stanovenou koncentraci malondialdehydu 5,6 pmol I''.
Experimentalni podminky a identifikace pikl viz obr. 2

kratké kolony. Za téchto experimentalnich podminek do-
chézi k aplnému oddéleni MDA-DNPH i MeMDA-DNPH
od ostatnich latek ptitomnych v modelovém vzorku
(obr. 2) i v krevni plasmé (obr. 3). Nespecifikované piky
v chromatogramu modelového vzorku odpovidaji vedlej-
§im produktiim derivatiza¢ni reakce'”.

Citlivost, limit detekce a opakovatelnost stanoveni

Parametry kalibracni zavislosti vypoctené z plochy
a vySky piku jsou pro modelovy vzorek MDA a krevni
plasmu shrnuty v tabulce II. Pro sestrojeni kalibracni za-
vislosti v plasmé¢ byla pouZita metoda ptidavki standardu

Tabulka II
Parametry kalibracni zavislosti HPLC stanoveni MDA

MDA k biologickému materialu. Kalibracni zavislosti
vykazuji vysoky stupeti linearity pro plochu i vysku piku
MDA v obou testovanych vzorcich. Limit detekce (LOD)
0,27 umol 1" je dostate¢né nizky pro stanovovani biomar-
keru MDA v realnych vzorcich krve.

Kratka doba separace MDA do 4,5 min umoziuje
zpracovavat rozsahlé soubory vzorkd, které jsou vyzado-
véany pii klinickych studiich, viz tabulka III. Opakovatel-
nost stanoveni s koeficientem variace (CV) pro retencni
¢as 0,0 % a pro plochu piku 2,7 % je vyhovujici a odpovi-
da opakovatelnosti béznych chromatografickych stanoveni
spojenych s derivatizaci vzorku. Také oddéleni piki MDA
a MeMDA s hodnotou rozliSeni ptiblizné 9 je dostatecné.

Hladiny biomarkeru MDA u pacientek s karcinomem

Hladiny MDA v krevni plasmé byly sledovany u pa-
cientek s indikovanym karcinomem délohy a vajecnik.
V ramci této studie jsou oba typy karcinomi posuzovany
spolecné v ramci jedné skupiny. Nalezend hladina MDA
u pacientek s karcinomem je 11,8 + 1,5 pmol I™'; u zdra-
vych kontrol je koncentrace MDA 6,9 + 1,8 pumol I, viz

Parametr Modelovy vzorek Plasma

Testovany rozsah, pmol ! 1-20 1-10
Plocha piku

Citlivost, mV s umol’1 1 1,968 + 0,026 1,768 £ 0,061

Usek, mV s 0,257 £0,136 -

R 1,000 0,998

Vyska piku

Citlivost, mV pumol ™1 0,224 + 0,002 0,222 + 0,004

Usek, mV s ~0,054+ 0,018 -

R 1,000 0,999

LOD, umol I™! 0,27 0,27

LOD, mg 1™ 0,02 0,02

378



Chem. Listy 105, 375-380 (2011)

Tabulka IV
Celkovy obsah malondialdehydu v krevni plasmé u pacien-
tek s karcinomem dé€lohy a vajecniki a u zdravych kontrol

Parametr Karcinom  Kontroly
Pocet jedincii 11 7

Primér + SD, pumol 1™ 118+1,5 69+18
Rozmezi, pmol 1! 9,9-13,7 4,3-9,0

tabulka IV. Tento rozdil je statisticky vyznamny na hla-
diné vyznamnosti 0,05, coZz bylo prokdzano pouzitim
ANOVA i t-testu. 1,7krat vyssi hladina MDA u pacientek
s karcinomem v porovnani se zdravymi kontrolami je zp-
sobena zvySenou mirou oxidativniho stresu v prib&hu
karcinogenese, ktera se projevi zvysenou lipoperoxidaci.

Zavér

2,4-Dinitrofenylhydrazin je vhodnym derivatizacnim
¢inidlem pro analyzu biomarkeru lipoperoxidace MDA.
Vznikly derivat MDA 1ze snadno odd¢lit pomoci HPLC od
ostatnich komponent krevni plasmy a doba analyzy nepie-
sahuje 4,5 min (bez vnitiniho standardu). Citlivost a opa-
kovatelnost stanoveni je dostatecna pro monitorovani hla-
diny MDA v redlnych vzorcich krevni plasmy.
Z provedené klinické studie vyplynulo, ze vyskyt karcino-
mu délohy a vajecnikl je spojen s vy$§im oxidacnim stre-
sem, jehoz disledkem jsou zvySené hladiny MDA v krvi.
MDA se muze stat jednim z biomarkeri pro v€éasné moni-
torovani gynekologickych karcinomd.

Tato préce byla podporovina MSMT Ceské republiky
(vwzkumny zamer ¢. MSM0021620814).

Seznam zkratek

MDA malondialdehyd

MeMDA methylmalondialdehyd

DNPH 2,4-dinitrofenylhydrazin

LOD limit detekce

CE kapilarni elektroforéza

ECD detektor elektronového zachytu
FD fluorescencni detekce

VIS viditelné zafeni
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rics, Faculty Hospital Krdlovské Vinohrady, Prague):
HPLC Monitoring of Malondialdehyde in Patients with
Endometrial and Ovarial Cancer

A method for determination of malondialdehyde
(MDA) as the major biomarker of oxidative damage of
cellular membranes was developed. MDA was trans-
formed to its 2,4-dinitrophenylhydrazone, which was then
separated by HPLC. The LOD and repeatability of the
method is satisfactory for monitoring MDA in blood plas-
ma. The performed clinical study revealed systematically
enhanced MDA levels in patients with gynaecological
carcinoma in comparison with the control group.
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