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Uvod

Oxidanty jsou latky zahrnujici reaktivni kyslikové
formy (napt. O,"", OH®, H,0,), reaktivni dusikové formy
(napt. NO,, NO*, N,03) a dalsi radikalové &astice. V orga-
nismu se vytvareji nékterymi pfirozenymi procesy, jako
jsou napf. bunééné dychani nebo fagocytdza. Jejich mnoz-
stvi mtize byt zvySeno plisobenim vnéjsich faktorl, ktery-
mi jsou napf. té€zké kovy, UV zafeni, xenobiotika, primys-
lové znecisténi Zivotniho prostfedi nebo koufeni. Hladina
oxidantd v organismu je udrzovana v pfirozenych mezich
plsobenim antioxida¢ni ochrany. Za normdlniho stavu se
v organismu  nachazeji  oxidanty a  antioxidanty
v rovnovaze. Je-li tato rovnovaha narusena a dojde ke zvy-
Seni hladiny oxidantd, dochazi k tzv. oxidativnimu stresu,
ktery muze zpUsobit az nevratné poskozeni biologicky
dilezitych molekul. Oxidanty mohou v organismu atako-
vat membranové lipidy, proteiny anukleové kyseliny,
aproto je jejich pusobeni spojovano s pfi¢inou mnoha
onemocnéni vedoucich k rozvoji karcinogeneze nebo po-
Skozeni nervového a kardiovaskularniho systému. U nékte-
rych zivocichd se dokonce projevuji poskozeni, ktera jsou
specificka pro pfitomnost oxidativniho stresu. Jedna se
napf. o blednuti korald nebo thyn ranych vyvojovych sta-
dii lososovitych ryb, uvadéného v odborné literatufe pod
nazvem syndrom M74.

Oxidativni zatizeni organismu lze monitorovat analy-
tickymi metodami, ve kterych jsou oxidanty sledovany
pfimo, nicméné existuje i fada metod, které vyuzivaji tzv.
markery oxidativniho stresu vznikajici sekunddrnimi reak-
cemi biomolekul napadenych oxidanty. Pfima analyza
oxidantd je komplikovana jejich vysokou reaktivitou
a nestabilitou, zatimco markery patii mezi stabilnéji ¢asti-
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ce. Pro cely hodnoceni oxidativniho stresu jsou Casto
vyuzivany metody sledujici sekundarni produkty zminova-
né lipidni peroxidace. T€mito produkty jsou isoprostany,
malondialdehyd a 4-hydroxy-2-nonenal. Protoze se jedna
o slouceniny vyskytujici se v organismu zcela pfirozen¢,
srovnava se jejich hladina v organismu, kde je podezieni
na pusobeni oxidativniho stresu, s hladinou v organismu,
ktery neni oxidativnim stresem zatizeny. Cim v&t3i je oxi-
dativni stres, tim vyssi je hladina markerG v postizeném
organismu.

Isoprostany jsou stabilni produkty neenzymatické
oxidace polynenasycenych mastnych kyselin obsahujicich
ve své struktufe vice nez tii dvojné vazby. Jedna se o vy-
znamné biomarkery oxidativniho stresu'. Jejich koncentra-
ce mohou byt sledovany v biologickych vzorcich mo&i*™,
krevni plasmy>*S, dechového kondenzatu'’ nebo tkani
(mozek, jatra, aj.)>>*. Naptiklad z kyseliny arachidonové
vznikd neenzymatickou oxidaci 64 regio- a diastereo-
isomernich isoprostanovych forem ¢ty riiznych typi iso-
prostant (obr. 1)°.

Pro analyzu isoprostanti 1ze vyuZzit napt. vysokoucin-
nou kapalinovou chromatografii (HPLC) s fluorimetric-
kou'""? nebo UV" detekci. Nicméng je zde nezbytné za-
vést derivatizacni krok, ktery umoZzni dostate¢né citlivou
detekci analytd. Po vhodném derivatizacnim kroku, kte-
rym se ziska stabilni tékavy produkt, mize byt pro analyzu
isoprostanti pouzita i plynova chromatografie (GC)'*. Hla-
dina isoprostanti se napf. v medicinalni diagnostice ¢asto
urCuje i alternativnimi  imunologickymi metodami,
a to radioimunologickou (RIA)"” nebo imunoenzymatic-
kou metodou (ELISA)'®!. Takové techniky viak nejsou
obecné dostate¢né citlivé a specifické v disledku konku-
ren¢nich imunochemickych reakci. Jejich nejveétsi nevyho-
dou je stanoveni pouze jedné formy analytu.

Vzhledem k rychlému vyvoji na poli instrumentalnich
analytickych technik byly zminéné chromatografické me-
tody postupné rozsifovany o moznosti detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie. Vyhodou této techniky je moz-
nost sledovani nékolika analytl v jedné analyze pii sou-
casném zachovani vysoké citlivosti detekce. Plynova chro-
matografie s hmotnostné spektrometrickou detekci byla
napf. aplikovana pfi sledovani prostaglandint, leukotrient,
tromboxantl a isoprostani v lidské moc¢i, plasmé a v jinych
biologickych vzorcich'™®?'. Hmotnostni spektrometrie ma
v dané problematice své uplatnéni zejména ve spojeni
s kapalinovou chromatografii (LC-MS)*2*. V tomto uspo-
fadani se Casto vyuziva tandemové hmotnostné spektrome-
trické detekce, kterd je vysoce citliva a selektivni. Navic
zde odpada nutnost derivatizace analytt, kterd je nezbytna
pfi vyuziti plynové chromatografie nebo kapalinové chro-
matografie s fluorescenéni a UV detekei.

Tato studie se zabyva vyvojem vhodné metodiky pro
sledovani isoprostanti jako markert oxidativniho stresu ve
vzorku lososi tkané. Zahrnuje jednak optimalizaci podmi-
nek pfipravy vzorku tkdn€ pro néslednou analyzu iso-
prostantt a samotnou optimalizaci podminek kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostné spektrometric-
kou detekci. Predmétem studie byl vyvoj metody pro ana-
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Obr. 1. Radikalova oxidace kyseliny arachidonové za vzniku éty¥ typi isoprostani’

Iyzu isoprostanti vznikajicich radikalovou oxidaci arachi-
donové kyseliny. Vzniklych 64 regio- a diastereo- isomer-
nich isoprostanovych forem je rozdéleno na typy iPF,a-I1I,
iPF,0-1V, iPF,0-V a iPF,a-VI. Vzhledem k dostupnosti
standardd byla metodika optimalizovana pro tfi zastupce,
a to iPF,o-II1, iPF,0-IV, a iPF,a-VI.
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Experimentalni ¢ast

Pro nasledujici experimenty byla vyuZita rybi svalovi-
na lososa obecného (Salmo salar).

Hydrolyza tkané

Postup ptipravy vzorku tkané zahrnoval alkalickou
hydrolyzu, nebot’ bylo zapottebi ziskat informaci o celko-
vém mnozstvi isoprostand, tedy volnych, ale i vazanych,
které jsou soucasti fosfolipidové dvojvrstvy bunécnych
membran. Metoda pro hydrolyzu a naslednou extrakci
cilenych analyti vychazela ze studii T. Sicilia, H.Li
a M. Masoody*™® a byla optimalizovana pro podminky
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nasi laboratofe. Tkan lososa (350 + 0,1 mg) byla hydroly-
zovana 1ml 1 M KOH po dobu 50 min pii 39+2°C
s pfidavkem 20 pl butylhydroxytoluenu (BHT), ktery zde
plnil funkeci antioxidantu. Po ochlazeni na laboratorni tep-
lotu byl ptidan 1 ml 1 M HCI a 2 ml 100 mM mravenci
kyseliny pro Gpravu pH a vysrazeni proteinti. Nasledovala
centrifugace po dobu 10 min pii 2400 g.

Extrakce tuhou fazi

Ze 3,5 ml supernatantu po centrifugaci byly isoprosta-
ny izolovany extrakci tuhou fazi (SPE) pomoci kolonky
Strata-X 33 um s obracenou fazi na polymernim sorbentu
(Phenomenex, USA) obsahujici 200 mg sorbentu (pro 3 ml
vzorku).

Kolonky byly kondicionovany 2 ml MeOH a nasledné
promyty 2 ml vody. Po kvantitativnim naneseni celkového
objemu vzorku po centrifugaci byly kolonky promyty 2 ml
vody a 2 ml smési MeOH:voda (20:80; v/v). Isoprostany
byly eluovany 3 ml methanolu, objem extraktu byl snizen
na 0,2 ml pod proudem dusiku. Po filtraci byl vzorek pfi-
praven pro naslednou LC-MS/MS analyzu.
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LC-MS/MS analyza isoprostanii

Chromatograficka separace probihala na ultrau¢inném
kapalinovém chromatografu Acquity TM (Waters, USA)
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Xevo TQ MS
(Waters, USA). Kvantitativni hmotnostni spektrometr
pracoval vrezimu sledovani vicendsobnych reakci
(MRM). Pro kazdy analyt byl sledovan jeden MRM pie-
chod, ktery byl specificky pro dany typ isoprostanu. Pod-
minky stanoveni jsou uvedeny v tab. . Naméfend data
byla dale zpracovana programem MassLynx V4.1.

Vysledky a diskuse
Optimalizace parametri

V ramci vyvoje metodiky byly optimalizovany nasle-
dujici parametry: (i) MRM piechody pro sledovani vybra-
nych isoprostant, (if) mobilni faze, (i) metoda precisténi
vzorku pomoci SPE.

Pro sledovani a naslednou kvantifikaci analytd pomo-
ci systétmu UPLC-MS/MS byla pouZita ionizace elektro-

Tabulka I
Podminky stanoveni isoprostani pomoci UPLC-MS/MS

Laboratorni pfistroje a postupy

sprejem se sledovanim negativnich iont. Prekurzorem pro
naslednou aplikaci kolizné indukované disociace byl kva-
zimolekularni deprotonovany ion m/z 353, ktery byl spo-
le¢ny pro vSechny tfi typy sledovanych analyti. Kazda
skupina isoprostanti obsahuje ve svém produktovém spek-
tru sekundarni ionty, které jsou spolecné pro vSechny typy
isoprostantl, ale i ionty, které jsou charakteristické pro
jeden dany typ isoprostanu. Pro sledovani isoprostand byly
vybrany selektivni sekundarni ionty pro aplikaci MRM
modu hmotnostné spektrometrické detekce a byly optima-
lizovany podminky kolizn€ indukované disociace. Zavis-
lost plochy piku isoprostant na aplikované kolizni energii
je zndzornéna na obr. 2.

Pro nasledna méfeni byly pouzity hodnoty kolizni
energie, které odpovidaji maximu kiivky na obr. 2. MRM
podminky jsou uvedeny v tab. II.

Na obr. 3 je uvedena ukazka chromatografickych pika
tii typl isoprostanti po optimalizaci podminek MRM pie-
chodu.

Soucasti dalSich optimalizaci bylo testovani vlivu
slozeni mobilni faze na odezvu analytd. Pfedpokladany
pozitivni vliv mobilni faze obsahujici octovou kyselinu na
intenzitu iont sledovanych v negativnim modu byl ovéfen

Parametr Hodnota

UPLC
Kolona

Slozeni mobilni faze

ACQUITY UPLC BEH C18, 50 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters, USA)
A: 0,1% kyselina octova ve vodé

B: 0,1% kyselina octova v methanolu

Priitok mobilni faze 0,4 ml min™’
Gradient mobilni faze 0 min
0-4,5 min
4,5-7
7,1-10
Objem nastiiku 2,5 ul
Teplota kolony 40 °C
Teplota autosampleru 15°C
lontovy zdroj
Ionizace ESI™
Napéti na kapilare -3,7kV

10% B

linearni zména z 10 na 99,5 % B

izokraticky pti 99,5 % B

zména zpét na pocateéni podminky, konec analyzy

Susici plyn N,, pritok 650 dm® h™
ZmlZovaci plyn N,, prittok 50 dm® h™'
Teplota zdroje 150 °C
Teplota susiciho plynu 500 °C
Hmotnostni analyzator
Typ tandemovy hmotnostni analyzator, trojity kvadrupol
Detekéni mod MRM

Kolizni plyn

argon, pritok: 0,15 ml min™’
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Tabulka II
Kolizné¢ disocia¢ni reakce isoprostantt pro MRM mod hmotnostniho spektrometru XEVO TQ MS
Isoprostan MRM reakce Napéti na vstupni ¢occe Kolizni energie
[m/z = m/z] [V] [eV]
iPF,o-111 353 > 193 40 25
iPF,0-1V 353 » 127 40 23
iPF,0-VI 353 > 115 40 19
g
8
=4
Z
Z
j=
=
2
j=H
£
=
&
15 20 25 30 35 40
Kolizni energie [eV]
Obr. 2. Optimalizace kolizni energie MRM analyzy pro sledovani isoprostanii; —— 353 > 115 (VD) ,——— 353> 127 (IV),

353 > 155 (III)

srovnanim s mobilnimi fazemi obsahujicimi mravenci
kyselinu a octan amonny. Plochy pikd kazdého analytu
zv1ast byly pro srovnani normalizovany a graficky porov-
nany (obr. 4).

Ze srovnani lze usoudit, Ze pouzitd mobilni faze méla
velmi podobny efekt na kazdy ze tfi analytd. Plocha pikt
isoprostanil je téméi dvojnasobné veétsi pii pouziti mobilni
faze obsahujici pouze octovou kyselinu, ve srovnani
s plochou pikt, ziskanou pfi aplikaci mobilni faze obsahu-
jici pouze mravenci kyselinu. Pouziti octanu amonného

pro modifikaci mobilni faze zde mélo vyznamny vliv na
snizeni intenzity pikii sledovanych analytll. V souvislosti
s timto experimentem byl pfi kazdé pouzité mobilni fazi
urcovan i limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ),
které byly urCeny jako trojnasobek resp. desetinasobek
poméru odezvy vici Sumu nulové linie. Vysledné hodnoty
LOD a LOQ jsou uvedeny v tab. III.

tografii s mobilni fazi obsahujici pouze octovou kyselinu
(I). Testované mobilni faze nemély vyrazny vliv na tvar

Tabulka IIT

Vliv pouzité mobilni faze na limity detekce a kvantifikace UPLC-MS/MS metody pro analyzu isoprostant

Isoprostan iPF,a -111 iPF,a -1V iPF,a -VI

Mobilni féze I* n° e n° m e I n° e
LOD, ng ml™* 0,013 0,089 0,060 0,039 0,114 0,051 0,021 0,080 0,051
LOQ, ng ml' 0,042 0,297 0,201 0,129 0,381 0,171 0,069 0,265 0,171

“Slozeni mobilnich fazi: I, A: 0,1% CH;COOH, B: 0,1% CH;COOH v MeOH; "I, A: 0,1% CH,COOH, B: 0,1%
CH;COOH a ImM CH;COONH, v MeOH; “I11, A: 0,1% HCOOH, B: 0,1% HCOOH v MeOH
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Obr. 3. Zaznam z analyzy standardni smé&si isoprostanii o koncentraci 100 ng ml™
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54 16 30
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Relativni plocha pikii isoprostani %]
o A:0,1% CH,COOH; B: 0,1% CH,COOH v MeOH
® A:0,1% CH,COOH; B: 0,1% CH,COOH + 1 mM CH,COONH, v MeOH
B A:(,1% HCOOH; B: 0,1% HCOOH v MeOH

Obr. 4. Zavislost normalizované plochy pikii isoprostanii na pouZzité mobilni fazi

piku. Na obr. 5 je uvedena ukazka ovlivnéni chromatogra- A (0,1% CH3;COOH ve vod¢) a B (0,1% CH;COOH

mu iPF,0-III pouZitou mobilni fazi. v methanolu).
Pro nasledujici chromatografické experimenty na Nedilnou soucasti pripravy vzorku tkané pro hodno-
UPLC-MS/MS byla pouZita mobilni faze tvofend slozkou ceni oxidativniho stresu je optimalizace podminek pro
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Obr. 5. Chromatogram iPF,a -11I s pouZitou mobilni fazi I, A: 0,1% CH;COOH a B: 0,1% CH;COOH + 1 mM CH;COONHS,; 11, A:
0,1% HCOOH a B: 0,1% HCOOH v MeOH; III, A: 0,1% CH3;COOH a B: 0,1% CH;COOH v MeOH

Tabulka IV
Porovnani vytéznosti isoprostant na SPE kolonkach pouzitych pro ptecisténi a zkoncentrovani analytl

Isoprostan Vytéznost [%]
Sep-Pak C18 Plus Short Cartridge, Strata™-X 33 pm Polymeric Reversed Phase, 200 mg/3 ml,
360 mg Sorbent per Cartridge, (Waters) (Phenomenex)
iPF,a-111 76,95+ 1,9 % 99,85+ 1,4 %
iPF,0-IV 80,53+ 1,4 % 98,85+ 1,1 %
iPF,0-VI 89,70 £2,3 % 99,40 £ 2,1 %

extrakci isoprostanti. Vzhledem k obecné nizkym hodno-
tam koncentrace isoprostanti v biologické tkani je zapotie-
bi vzorek zkoncentrovat a precistit pro odstranéni potenci-
alnich interferenti. Pro tento ucel Ize pouzit extrakci na
tuhé fazi (SPE). Béhem optimalizace byly porovnavany
dvé SPE kolonky lisici se pouzitou stacionarni fazi. Prvni
obsahovala reverzni fazi C-18 (Waters) a druh4 polymerni
reverzni fazi (Phenomenex). Vytéznosti na obou kolon-
kach pro jednotlivé isoprostany jsou shrnuty v tab. IV.

Z vysledkti jednoznaéné vyplyva vhodnost pouziti
kolonky obsahujici polymerni stacionarni fazi.

Tabulka V

Validace metody

K posouzeni a dokumentaci kvality analytického po-
stupu byla urcena kritéria metody jako je opakovatelnost,
linearita, mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ).
Pro tii sledované typy isoprostand byla sestrojena kalibrac-
ni zavislost plochy piku na koncentraci. Ziskané kalibra¢ni
body v rozmezi od 0,1 do 100 ng ml™' (coz odpovida 0,066
a 66ngg’) byly zpracovany metodou linedrni regrese
s koeficientem determinace vice nez 0,999 pro vSechny tfi
typy isoprostanii. Timto byla prokazana linearita v daném

Validované parametry UPLC-MS/MS metody pro analyzu isoprostanti ve tkani lososa

Isoprostan R LOD LOQ Koeficient determinace R’ Opakovatelnost RSD (n=6)
[min] ngg'l  [ngg] [%]

iPF,o-111 3,41 0,009 0,028 0,9993 14,6

iPF0-TV 3,31 0,026 0,085 0,9992 9,9

iPF,a-VI 3,47 0,014 0,045 0,9997 14,7

310
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koncentracnim rozsahu. Limity detekce (LOD, S/N ~ 3)
a kvantifikace (LOQ, S/N ~ 10) byly odvozeny z poméru
signalu k Sumu. Validace probihala analyzou obohacenych
vzorkil tkani lososa v Sesti opakovanich. Validované para-
metry jsou shrnuty v tab. V.

Zavér

Byla vypracovana a validovana metoda pro stanoveni
tf vazanych i nevazanych forem isoprostanti jako potenci-
alnich markerti pfitomnosti oxidativniho stresu v lososich
tkdnich. Metoda je charakterizovdna nizkymi hladinami
kvantifikace a vysokou piesnosti.

Princip vyvinuté metody spocivé v kombinaci vhodné
extrakeni techniky s vysoce selektivni a ptesnou detekéni
metodou. Pro  uvolnéni  vazanych  isoprostand
z fosfolipidové dvojvrstvy byla pouzita alkalicka hydroly-
za s naslednym precisténim vzorku na SPE kolonkach.
Isoprostany byly dale analyzovany ultrat¢innou kapalino-
vou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrome-
trii s ionizaci elektrosprejem a detekci negativnich iontd.

Navrhovany postup byl validovan v matrici tkéné
lososa obecného (Salmo salar). Dulezitym krokem celého
postupu je uvolnéni vazanych forem isoprostand hydroly-
zou, ktery 1ze aplikovat i na dalsi tkanové vzorky. Z tohoto
divodu Ize konstatovat, ze vyvinutd metoda je obecné
vhodnd pro sledovani markerd oxidativniho stresu
v biologickych tkanich.

Seznam pouzitych zkratek

BHT butylhydroxytoluen

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostné¢
spektrometrickou detekei

LC-MS/MS kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostné¢ spektrometrickou detekci

LOD mez detekce, limit detekce

LOQ mez stanovitelnosti, limit kvantifikace

MRM sledovani vicenasobnych reakci

RIA radioimmunoassay

SPE extrakce tuhou fazi

UPLC-MS/MS ultrati¢inné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostné spektrometric-
kou deteket

Tato studie byla podporovina MSMT CR, grant ¢.
FCH-S-13-2087.
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A sensitive and reliable method is proposed allowing
quantification of isoprostanes in salmon tissue using ultra-
HPLC coupled to tandem MS. Solid phase extraction is
used for sample concentration and purification. Repeata-
bility, linearity, limits of detection and quantification were
assessed by validation.
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