Laboratorni cviceni 6.12.2015 — Moderni metody v ekotoxikologii (Metabolity

a jejich stanoveni)

Stanoveni malondialdehydu (MDA) - koncového produktu lipidni peroxidace
(LPO) metodou HPLC/DAD v Zivoéisnych a rostlinnych tkanich jako pfiklad

"metabolite target analysis"

Princip:

Malondialdehyd vznika jako sekundarni produkt oxidace polynenasycenych mastnych kyselin, je schopen
napfiklad reagovat s bazemi nukleovych kyselin a predstavuje tak jeden z nejmutagennéjsich produktl lipidni
peroxidace. MDA je vyuZivan jako biomarker peroxidace lipidi (metabolite target analysis), zejména diky
jednoduché reakci s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS test). V kyselém prostiedi a v pfitomnosti
antioxidacniho cinidla vznika barevny komplex, ktery se méri spektrofotometricky. Vysledkem je stanoveni
barevného TBARS produktu (thiobarbituric acid-reactive substances=produkt latek reaktivnich s kyselinou
thiobarbiturovou). Specifitu metody Ize zvysit extrakci TBARS produktu do butanolu a dale separaci TBARS
konjugatu pomoci HPLC a analyzou barevného produktu DAD detektorem (Bastos et al., 2012, Luschack et al.,
2005). Metoda stanoveni MDA v butanolovém extraktu vyuZivd mérfeni absorbance barevného konjugatu
(absorpéni maximum 531nm) po separaci HPLC na koloné (C18).
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1) Homogenizace

Postup:

a) Vzorky zmrazenych tkani jsou na ledu krdjeny skalpelem a vdieny v mikrozkumavkach na
analytickych vahach, poté udrzovany na ledu, aby se zabranilo jejich rozmrazeni.

b) Homogenizace zmraZenych vzorkd Zivocisnych tkani se provadi ve fosfatovém pufru PBS (8g NaCl;
0,2g KCl; 2,9g Na2HPO4. 12H20; 0,2g KH2 PO4 v 1L deionizované vody; pH 7.2) pro vSechny typy
pouZitych tkani v adekvatnim objemu 300uL PBS/30mg tkané. Tkané jsou homogenizovany
(homogenizator Silamat S5, MP Bio) vychlazené s mrazenymi sklenénymi kulickami po dobu pfriblizné
2x20s. Homogenizaci u rostlinnych tkani predchazi nasttihani/krajeni a rozmélnéni nebo rozdrceni v
treci misce.



2) Stanoveni MDA (TBARs)

Chemikalie

TCA 20% kyselina trichloroctova (w/v)[163,39 g/mol]

BHT 2% butylovany hydrotoluen (w/v) [220,35 g/mol]

0,6M HCI [36.4611 g/mol]

TRIS-TBA (25mM TRIS, 100mM TBA v destilované vodé, pH 7,4)

Standard MDA (0,22% 1,1,3,3-tetraethoxypropan (w/v) v 1% H2504) [220,31 g/mol]
Butanol

Metanol

Fosfatovy pufr 50mM

Roztoky

1) TCA 20%: (pFipraven pfedem); 10g TCA/50ml destilované vody; 1g BHT /50ml ethanolu; Poté
vzit 0,25ml BHT a rozpustit v 50ml| TCA.

2)HCI-BHT 0,02%: (pFipraven v den stanoveni); 1g BHT /50ml ethanolu; Poté vzit 0,1ml BHT a
rozpustit v 10ml 0,6 M HCI

3) HCI 0,6M: (pFipraven pfedem); 302,4mg 35% HCl/14ml destilované vody

4) TRIS-TBA: (pFipraven pfedem); 151,2 mg TRIS rozpustit v 30ml destilované vody, poté pridat
720mg TBA, k roztoku poté pfidavat pevny NaOH do uUplného rozpusténi TBA; UpravitpH na 7,4 a
doplnit destilovanou vodou na 50ml

5) Standart MDA: (pfipravovan v den stanoveni)

11,02 mg 0,22% 1,1,3,3-tetraethoxypropanu rozpustit v 5ml 1% H2S04 a 2hod inkubovat pfi
pokojové teploté, poté vyredit na 100uM roztok MDA v 1% H2S04

6) Fosfatovy pufr 50mM (MF A): (pFipraven pfedem); 4,355g K2HPO4 (Mr 174,18 g/mol) rozpustit
v 500ml destilované vody a 1,701g KH2PO4 (Mr 136,09 g/mol) rozpustit v 250ml destilované vody.
Oba roztoky postupné smichat do vysledného pH7.

Postup extrakce:

a) K100 pL necentrifugovaného, dobie homogenizovaného vzorku Zivocisné tkané je pridano 150
pL PBS a 75uL 20% TCA (precipitace proteint). Pokud analyzujeme rostlinnou tkan, odebereme
250 puL homogenatu a pfiddme 75 pL 20%TCA. V pfipadé standardu, k 250 puL vzorku standardu je
také pfidano 75 uL 20% TCA. Vzorek je promichdn na vortexu a 20 minut centrifugovan p¥i 1500x
g a 4°C. Zpracovani vzorkl i kalibrace se provadi v duplikatu (v rdmci cviceni duplikat byt nemusi a
kalibrace se také neprovadi).

b) Do mikrozkumavky se pipetuje 250 pL supernatantu vzorku nebo standardu, 50 uL HCI-BHT a
200 pL TRIS-TBA a vafi se 30-45minut na termobloku pfi 90 °C. Po ochlazeni (mUze byt i prudké v
ledové 1azni) je k roztoku pridano 200 uL butanolu a vzorek je promichdn, vortexovdn a nasledné
centrifugovan 10 minut pfi 1500x g a 4°C. Vrchni butanolova nafialovéle zbarvena vrstva bez
zbytk( vodného roztoku - cca 80-150uL- je pfenesena do sklenéného inzertu a bud nasledné
analyzovana nebo zmraZzena pfi -18°C k analyze LC/DAD (v rdmci cvi¢eni se méfi ihned).



Postup analyzy:

Analyza obsahu MDA - TBARS ve vzorcich tkané je provedena s vyuZitim kapalinového chromatografu
Agilent 1100 Series. Separace analytu probihd na koloné Supelcosil ABZ+ ((5 um), 250x4,6 mm,
stacionarni faze C18) pomoci mobilni faze: A (50 mM fosfatovy pufr, pH 7) a mobilni faze B (methanol)
isokratickou eluci (25% slozky B). Pritok 1 ml/min, teplota 30°C. Pro analyzu je nastfikovano 40 pL
vzorku, blanku, standardu v butanolu ze sklenéného insertu ve vialce. Konjugat MDA-TBARS je
detekovan pomoci detektoru DAD, sledujeme absorbanci v intervalu 400-600 nm a vyhodnocovani
chromatogramu se provadi pfi 532 nm (SW HP Agilent Chemstation 1100), retencni ¢as sledovaného
analytu je cca 2.6 minuty. Koncentrace analytu ve vzorku se vyhodnocuje na zakladé externi kalibracni
krivky standardd, které byly zpracovavany stejnym postupem jako vzorky.

Kalibrace MDA: (nebude soucasti cviceni)

Kalibracni kfivka je pfipravena v rozsahu 0.1-2uM. Standard MDA: 10mM zdasobni roztok - 11,02mg
(1,1,3,3-tetraethoxypropanu) se rozpusti v 5ml 1% H2SO4, promicha se a necha 2 hodiny stat (aby
probéhla hydrolyza), poté se roztok vyredi na 100 uM roztok MDA v 1% H2S04 (fedéni 100x) Pfesna
koncentrace MDA (cca 100 uM ) se stanovi spektrofotometricky v sklenéné kyveté, mérenim
absorbance pfi 245nm, extinkéni koeficient v 1% H2S04 je B=13 700). Koncentrovany roztok se

nasledné vyredi na 10uM v PBS (fedéni 10x). Z 101M roztoku se pripravi nasledujici koncentracni fada:

koncentrace MDA PBS [ul] celkovy
(uM] 10uM[ul] objem [pl]
K5 2 70 280 350
K4 1 35 315 350
K3 0.4 14 336 350
K2 0.2 7 343 350
K1 0.1 3.5 346.5 350
KO 0 0 350 350
Vyhodnoceni:
Mnozstvi vzniklého produktu TBARS vypocteme na zdkladé externi kalibracni kfivky zavislosti plochy
pikl standardd MDA-TBA pfi 532 nm na jejich koncentraci (LM). Vysledné hodnoty mnozstvi MDA ve
vzorku (MDA-TBA neboli TBARS) se vyjadfuji jako nmol TBARS/g mokré vahy tkané/susiny nebo nmol
TBARS/mg proteinll (analyza obsahu proteinti nebude souéasti cviceni).
Literatura:

Lushchak, V.1., Bagnyukova, T.V., Lushchak O.V., Storey, J.M., Storey, K.B. (2005) Hypoxia and recovery perturb free radical
processes and antioxidant potential in common carp (Cyprinus carpio) tissues The International Journal of Biochemistry & Cell
Biology 37 :1319-1330

Bastos, A.S., de Melo Loureiro, A.P., Franco de Oliveira, T., Corbi, S.C.T, Caminaga, R.M.S., Junior, C.R., Orrico, S.R.P. (2012)
Malondialdehyde in gingival crevicular fluid. Anal. Biochem. 423: 141-146



