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Uvod

V eukaryotickych organizmoch je kyslik ciastocne
redukovany na formu reaktivnych kyslikovych foriem
(ROS). Niektoré znich maju nespareny elektron, coho
vysledkom je vznik radikdlov, vratane hydroxylového
radikalu (OH®) a superoxidového anionu (O, ). Volné
ROS moézu sposobit’ rozsiahle poskodenie vsetkych hlav-
nych skupin biochemickych makromolekul, vratane pero-
xidacie lipidov, fragmentacie bielkovin a modifikacie
DNA'”. Najreaktivnejsi volny kyslikovy radikél je hydro-
xylovy radikal, ktory mdze spdsobit’ poskodenie biomole-
kal. Je obtiaZzne objasnit’ presné mechanizmy a vyznam
oxida¢ného poskodenia. Jednym z dolezitych faktorov
obtiaznosti je nedostatok presnosti a spravnosti pri merani
oxida¢nej DNA. Oxidacia guaninu v molekule DNA pocas
pripravy vzorky je vaZnym artefaktom. Pre eliminovanie
tohto problému je nevyhnutnad Standardizacia protokolu,
ako aj redukcia variability a chyb pri réznych spésoboch
upravy vzorky. Europska Standardna komisia pre oxidacné
poskodenie DNA (ESCODD) vznikla v roku 1997 s 27
analytickymi laboratériami ako ¢lenmi. Komisia bola za-
merand predovSetkym na vyrieSenie metodologickych
problémov a zlepSenie spravnosti a Specificity merani
8-0x0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanozinu (8-oxodG), produktu
oxidacie 2-deoxyguanozinu (2-dG), ktory je najcastejSim
sledovanym markerom oxida¢ného poskodenia DNA*™®.

Prechodné kovy st schopné zhcastnovat’ sa na reak-
cidch, pri ktorych sa tvoria volné radikaly. Je zname, Ze
vytvaranie vysoko reaktivnych hydroxylovych radikalov je
mozné len v pritomnosti prechodnych kovov (zvycajne Fe
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alebo Cu) a hydroperoxidu. Med’ a zelezo sa spolu s pero-
xidom vodika zucastituju Fentonovej a inych reakcii, po-
Cas ktorych sa tvoria potencidlne reaktivne kyslikové for-
my, ktoré mézu poskodzovat DNA a vytvéarat’ modifikécie
zahrnuté v mutagenézi, karcinogenézi, starnuti a niekto-
rych degenerativnych ochoreniach’”. Len neviazané iény
kovov st toxické. Med a zelezo su esencidlne stopové
prvky, ktoré zacinaju byt celistvymi zlozkami délezitych
enzymov a makromolekiil buniek'*'". Na rozdiel od Zele-
za, koncentracie medi nielen v krvi, ale aj v jednotlivych
organoch, st udrziavané na konstantnej Urovni a mozu
indikovat’ pritomnost’ robustnych mechanizmov pre home-
ostazu. V dosledku expozicie vysokému mnozstvu medi
modze dojst’ k poskodeniu buniek a ich zloziek najmi pro-
strednictvom reaktivnych foriem kyslika'>.

Vysledky analyz 8-0xodG vo vzorkach ako su tkaniva
¢i bunky su Casto vzt'ahované na nemodifikovani bazu (8-
0x0dG/2-dG) a vyzaduji enzymatické Stiepenie DNA pre
uvolnenie a meranie volnej formy 8-oxodG. Merania to-
hoto typu predstavuji oxidacné poskodenie v Specifickom
mieste odberu vzorky v &ase odberu". Alternativou je
analyza 8-oxodG ako produktu opravy v mo&i'*, ktory
pravdepodobne odraza stupeit oxida¢ného poskodenia
DNA v celom organizme. Autori Peoples a Karnes'” pred-
stavili stiCasné analytické metody s prihliadnutim na pred-
upravu vzorky a inStrumentaciu pre analyzu 8-oxodG
v moci.

Analytické metdédy pre meranie biomarkerov oxidac-
ného poskodenia sa zamerali na dosiahnutie citlivej detek-
cie a zdokonalenie postupov predupravy vzorky. Priame
postupy zahffiaju chromatografické metody'®, ako vysoko-
ucinnd kvapalinova chromatografia (HPLC) s rdznymi
sposobmi detekcie: laserovo-indukovana fluorescencia'’,
elektrochemick4? 2 alebo hmotnostna spektrometria®*=%;
plynova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou
(GC-MS)**®. Medzi alternativne (enzymatické) metody
patri napr. jednoduché gélové elektroforéza buniek™ alebo
metddy zaloZené na principe enzymom znac¢eného imuno-
sorbentu (ELISA)* 7.

V predloZenej praci bola aplikovand HPLC metoda
s pouzitim analytickej kolony Purospher® STAR Cl18e
v sériovom zapojeni elektrochemickej a spektrofotometric-
kej detekcie pre simultanne stanovenie 8-oxodG a 2-dG.
Stupeni oxida¢ného poskodenia bol vyjadreny ako molarny
pomer koncentracii 8-oxodG a 2-dG po pridavku medi
k perfuzatom pecene u potkanov. Ciel'om naSej prace bolo
zistit, €i je toxicita medi v perfuzatoch pecene potkanov
spojend s oxidacnym poskodenim DNA na vybranom mo-
deli poskodenia pecene spdsobenej intoxikaciou medou
a ischémiou/reperfuziou.

Experimentalna cast’
Chemikalie a materidly
Analytické Standardy 8-oxo0-2’-deoxyguanozin a 2’-de-

oxyguanozin boli dodané firmou Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Bezvody dihydrogén fosforecnan draselny
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(Suprapur), metanol HPLC Cdistoty, kyselina fosforecna
(85%, p.a.) boli dodané firmou Merck (Darmstadt, Ne-
mecko). Enzymy a roztoky tlmivych roztokov boli pri-
pravené pouzitim ultraistej deionizovanej vody
(vodivost 18,2 MQ cm™") zo systému Simplicity UV185
(Millipore, Bedford, USA). Anestetika, hydrochlorid xyla-
zinu (10 mg kg™") a hydrochlorid etaminu (120 mg kg ) boli
z firmy Spofa a Léciva (Praha, Ceska republika). Vietky
ostatné chemikalie a roztoky boli analytickej Cistoty a boli
pouzivané bez d’alSieho Cistenia.

Pristroje

Pre HPLC analyzy bol pouzity chromatograficky
systtm HP 1200 (Agilent, USA) skvartérnou pumpou,
automatickym davkovaCom, s termostatovanim koldn,
DAD detektorom v sérii zapojenom s coulometrickym
detektorom Coulochem II (ESA, USA) s ochrannou celou
typu 5020 a vysoko citlivou analytickou celou typu
5011A. Pre zber a vyhodnotenie udajov bol pouzity prog-
ram HP 3D Chemstation (Agilent, USA).

Chromatografické podmienky

Na analyzu bola pouZitd analytickd kolona Puros-
pher® STAR Cl18e (150 x 4,6 mm, 1.D., 5 um, Merck,
Darmstadt, Nemecko) s predkoléonou  Purospher®
STAR C18¢e (4 x4 mm, I.D., 5 um, Merck, Darmstadt,
Nemecko). Pouzitou mobilnou fazou bol 50 mmol 1" fos-
foreCnanovy tlmivy roztok, pH 5,5 a metanol (92:8, v/v)
pri prietoku mobilnej fazy 0,6 ml min"' a teplote kolény
20 °C; davkované mnozstvo vzorky bolo 50 pl. Vinova
dizka pre detekciu 2-dG bola 254 nm a potencialy na cou-
lochemickom detektore boli nasledovné: +100 mV pre
ochrannt celu, +150 mV a + 400 mV pre kanaly E1 a E2
analytickej cely.

Priprava tlmivych roztokov

Homogenizacny tlmivy roztok (HB) so zlozenim
10 mmol I'" Tris-HCI, 0,4 mmol I'' NaCl, 5 mmol I'' defe-
roxamin mezylat (DF) bol pripraveny v deionizovanej
vode a pH 8,0 bolo upravené s HCI. Pred pouzitim bol
pridany Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Nemecko), na
vyslednt objemovu koncentraciu 0,5 %.

Ribonukledzovy timivy roztok (RB) pozostaval z 10
mmol I'! Tris-HCl, 0,4 mmoll"' NaCl v deionizovanej
vode a pH bolo upravené na 8,0 s HCI.

Hydrolyzacny tlmivy roztok: a) 1 mol I octan sodny
s obsahom 45 mmol 1! ZnCl, v deionizovanej vode,
pH 4.8 bolo upravené s kyselinou octovou; b) 1,5 mol "'
Tris-HCl roztok s pH 8,0 v deionizovanej vode.

Priprava roztokov enzymov
RNéza TI1(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

a RNaza IIIA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) boli
pripravené s koncentraciou 10° Uml™" a 1 mg ml™'; enzy-
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my boli nariedené v roztoku RB a zohrievané 15 min vo
vodnom kupeli pri 80 °C.

Proteinaza K (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,
Nemecko) bola dodand ako roztok pripraveny pre priame
pouzitie; P1-nukledza — vysledna koncentracia 1100 U ml™';
Alkalinfosfatdza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Grade I bola rozpustena v 100 mmol I"' Tris-HCl s pH 8,0
na vyslednti koncentraciu 750 U ml™. Aliquoty enzymov
boli uskladnené pri —20 °C.

Priprava zasobnych roztokov Standardov

Roztoky standardov 8-0xodG a 2-dG boli pripravené
rozpustenim priblizného mnoZzstva v deionizovanej vode.
Presné koncentracie Standardnych roztokov 8-oxodG
(500 nmol 1) a 2-dG (1 mmol I'") boli vypogitané zo zné-
meho molarného absorpéného koeficienta (10 pmol I
8-0x0dG ma absorbanciu 0,123 AU a 10 umol I 2-dG mé
absorbanciu 0,130 AU). Pracovné roztoky Standardov boli
pripravené denne cCerstvé riedenim zasobnych roztokov
s 10 mmol ! roztokom Tris-HCI, pH 7,3.

Metody

Izoldcia DNA zo vzoriek pecene

Pre extrakciu a hydrolyzu DNA bol pouzity postup
doporuéeny autormi Ravanat a spol.””. K priblizne 300 mg
pecene sa pridalo 4 ml l'adového HB s Triton X-100. Po
homogenizacii v sklenenej homogenizacnej skiimavke po
dobu cca 1 min bol homogenat v 15ml polypropylénove;j
skimavke centrifugovany pii 1200 g pri 4 °C po dobu
10 min. Supernatant bol premyty 5 ml HB bez Tritonu-X
a centrifugovany 5 min pri 1200 g pri 4 °C a pelety boli
rozpustené intenzivnym trepanim v 1 ml HB a vysledny
objem bol doplneny tlmivym roztokom na 4,7 ml. Pridalo
sa 300 pl 10% SDS a po premieSani sa zmes inkubovala
10 min pri 37 °C. Potom sa pridalo 200 pl enzymu RNaza
IITA a 10 pl enzymu RNéza T1, zmes sa jemne premiesala
a inkubovala 30 min pri 37 °C. Zmes bola ochladend na
izbovu teplotu a prenesena do sklenenych skimaviek, pri-
dal sa rovnaky objem (ako objem zmesi) chloro-
form:izoamylalkohol (24:1) a zmes sa intenzivne trepala
20 s. Zmes sa centrifugovala pri 2400 g 10 min pri izbovej
teplote. Postup bol opakovany s hornou vodnou vrstvou.

Potom sa vodna vrstva preniesla do 15ml centrifugac-
nej skimavky a zmeral sa presny objem (X). Pridalo sa
Y ml 6 M-NaCl, pricom Y=0,311 x X, roztok sa premiesal
10 s a centrifugoval 10 min pri 2000 g pri izbovej teplote.
Supernatant bol opatrne preliaty do 50ml skamavky
a ochladeny na l'ade po dobu 15 min. Bol pridany dvojna-
sobny objem l'adového etanolu, roztok sa jemne premiesal
a nechal stat’ na lade 10 min. Etanol bol odpipetovany
a vzniknutd DNA bola trikrat premyvana 20 ml 70% l'ado-
vého etanolu. Zvyskovy etanol bol odpipetovany a DNA
sa preniesla do mikroskiimavky, vysusila sa pod pradom
dusika, pridalo sa 400 ul 10 mmol I"* Tris-HCI, pH 7,3
a nechalo sa premieSavat’ cez noc v tme.
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Hydrolyza DNA

DNA sa rozpustala 2 h pri 37 °C, zmerala sa absor-
bancia pri 260 nm a 280 nm, priCom pomer absorbancii
260/280 nm bol mierou cistoty DNA. Absorbancia pri
260 nm bola pouzitad pre vypocet koncentracie DNA, pri-
¢om 1 AU je ekvivalentna 50 pg ml™'. Pred hydrolyzou
bol objem vzorky DNA upraveny s 10 mmol 1" Tris-HC,
pH 7,3 tak, aby 400 ul obsahovalo 140 ng DNA. Pridalo
sa 10 pl zmesi 1 mol I'" octan sodny, 45 mmol I"" ZnCl,,
pH4,8 a 14 ul enzymu P1 nukledza (1100 Uml™"). Po
premiesani a inkubacii 1 h pri 37 °C sa pridalo 40 pl
1,5mol I'" Tris-HCI, pHS8,0 al4pl alkalinfosfatizy
(750 U mI™), zmes sa premiesala a inkubovala 30 min pri
37 °C. Potom sa roztok centrifugoval 5 min pri 10 000 g
pri 4 °C a supernatant bol davkovany do HPLC systému.

Zvierata a odber pecene

Samce potkana Wistar (250-310 g) boli zaklpené
z Velaz Co (Praha, Ceska republika). Po¢as experimentu
mali v podmienkach konven¢ného chovu pristup ku krmi-
vu a vodovodnej vode ad libitum. Stadia bola schvalena
etickou komisiou pracoviska (SZU) a Statnou veterinarnou
a potravinovou spravou Slovenskej republiky. Pred ope-
ra¢nym zékrokom bol zvieratdm intraperitonedlne podany
ketamin/xylazin (120/10 mg kg™'). Odber pegene sa vyko-
nal v celkovej anestézii zvierat podla Kukana®,

Perfiizia pecene

Izolovana pecen bola perfundovana 60 min cez porta-
Inu zilu v recirkula¢nom perfiznom systéme bezkrvnym
Krebs-Henseleitovym roztokom (pH 7,4, s obsahom glu-
kozy 10 mmol I'") saturovanym 95 % O, a 5 % CO,. Med
(CuS0Oy) bola do perfuzneho roztoku pridand na zaciatku
perfuzie v koncentracii 0,00; 0,01 a 0,03 mmol Il Na
konci perfuzie sa pefenn jemne osusila, odvazila a cast
tkaniva z 'avého bo¢ného laloku bola odobrata a zmrazena
v tekutom dusiku pomocou predchladenych Wollenberge-
rovych kliesti. Zmrazené tkanivo sa nasledne uskladnilo
pri teplote —70 °C az do analyz 8-0xodG a dG.

Validacia HPLC metody

Vo vSeobecnosti, validovand analytickd metdda zna-
mena, ze poskytuje spolahlivé a reprodukovatel'né vysled-
ky, pricom st definované a overitelné parametre a hlavné
operacné podmienky. Hlavné parametre validacie su uve-
dené v tab. L.

Linearita

Kalibracné krivky boli pripravené v rozsahu 0,5-5,0
nmol 1! (0,5; 0,75; 1;1,5; 2; 2,5; 3 ;5) pre 8-0x0dG a 60 az
300 pwmol I (60; 80; 100; 150; 175; 200; 250; 300) pre
2-dG. Jednotlivé body kalibracnej krivky boli zostrojené
s pridavkom malého mnozstva analytov s narastajicou
koncentraciou ku vzorke DNA hydrolyzitu v pe€eni. Ka-
libracné krivky boli vyhodnotené linedrnou regresnou ana-
lyzou najmenSich Stvorcov plochy pikov, ziskané ako
funkcia koncentracie 8-oxodG a 2-dG. Parametre kalibrac-

55

Laboratorni pfistroje a postupy

nej krivky dosiahli nasledovné hodnoty: y (mAU) = 359,2
(mAU nmol I'") x + 132,6 (mAU) pre 8-0x0dG a y (mAU)
=720,2 (mAU pmol I'") x + 818,2 (mAU) pre 2-dG. Kore-
lacné koeficienty boli > 0,99 pre oba analyty.

Presnost’ a spravnost

Pre stanovenie vnutrodiiovej presnosti a spravnosti
metddy boli vyhodnotené 4 opakované analyzy kalibrac-
nych Standardov hydrolyzatov DNA. Medzidiové para-
metre boli stanovené¢ meranim kalibracnych Standardov
4 rozne dni v priebehu tyzdna. Koeficienty variacie CV%
(pre presnost) a relativne chyby RE% (pre spravnost’) boli
vyjadrené ako odhady Standardnych a absolutnych chyb
vypocitanych pre stbory s poctom vzoriek mensich ako
sedem. Hodnoty CV a RE nizsie ako 10 % pre vSetky kon-

;. . v ’ 1353
centracie boli povazované za akceptovatelné*>*°.

Opakovatelnost plochy piku

Relativne chyby (vypocitané ako odhad relativnej
Standardnej odchylky) boli vypocitané z 20 davkovani
analytov v ,spikovanej“ vzorke hydrolyzatu pecCene pre
dve koncentraéné tirovne C1 (0,5 nmol I"' pre 8-oxodG
a2pmolI"" pre 2-dG ) a C2 (2nmoll™ pre 8-oxodG
a 60 pmol "' pre 2-dG).

Opakovatelnost  retencného  casu bola vypocitana
z 20 davkovani Standardu a blanku hydrolyzatu pecene pre
koncentraciu C2.

Stanovenie limitu detekcie (LOD) a kvantifikacie (LOQ)
Limit detekcie pre ddvkovany objem 50 pl hydrolyza-
tu DNA bol vypocitany z pomeru analytického signalu

Tabulka I
Parametre valid4cie pre HPLC stanovenie 8-0xodG a 2-dG

Parametre 8-0x0dG 2-dG
Koncentracia 0,5-5 60-300
nmol I umol 1!

Vnutrodiiova presnost’
a spravnost’
RE % 1,5-4,3 0,8-1,9
CV % 1,2-3,2 0,7-3,5
Medzidnova presnost’
a spravnost’
RE % 2,1-6,1 1,0-5,2
CV % 1,9-5,8 1,249
Opakovatel'nost’
RE %
— retenéného Casu 0,4 0,3
— plochy piku
C1(0,5 nmol 1" 8-oxodG

60 umol I''2-dG) 4.4 1,5
C2(2 nmol I'! 8-0x0dG

200 umol 1'2-dG) 2.2 1,6
LOD 0,2 nmol I"! 12 pmol I
LOQ 0,5 nmol I’ 39 umol I'*
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piku (vyska piku) voci Sumu (S/N=3) pocas analyzy (n=10)
blanku hydrolyzatu DNA a signdlu vzorky hydrolyzovanej
DNA ,spikovanej* znamou koncentraciou analytu. Limit
kalibracného Standardu (pri pomere odozvy vysky piku voci
Sumu nulovej linie S/N=10) vzhladom na odporicania
TUPAC? pre relativnu $tandardnt odchylku RSD=10 %.

Vysledky a diskusia
Optimalizdcia podmienok detekcie

Individudlna analyza Standardov 8-oxodG a 2-dG je
dolezita, pretoze 2-dG nevyhnutne obsahuje malé mnoz-
stvo 8-0xodG. Pre meranie 8-oxodG bola pozadovana
citliva detekcia a elektrochemicka (coulometrickd) detek-
cia sa javila byt vhodnym pristupom. Testovany a vybrany

Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka 1T

Meranie pomeru koncentracii 8-oxodG/10° 2-dG vo vzor-
kach DNA v peceni potkanov po spracovani s CuSO,
(priemer £+ RSD, n=4)

8-0x0dG (nmol 1)/

Koncentracia CuSOy
10° 2-dG (umol 1)

(mmol ") pridana

k perfuzatu

0 (kontrola) 13,8 £ 0,5
0,01 22,5+0,5
0,03 30,8+ 0,4

optimélny potencial +400 mV bol rovnaky ako bol pouzity
v publikovanych pracach ESCODD>¢.

Jednym z doleZitych faktorov pocas coulometrickej
detekcie je odstranenie problémov, ktoré stvisia
s redukciou signilu pozadia na minimum (priprava cer-
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Obr. 1. Reprezentativny chromatogram HPLC stanovenia 8-0x0dG (1) a 2-dG (2) vo vzorkach DNA z hydrolyzatov pecene simul-
tannou coulochemickou (plna ¢iara -) a UV (preruSovana Ciara - - - ) detekciou; A — Chromatogram ziskany po davkovani 50 pl
vzorky hydrolyzovanej DNA z kontrolnej vzorky pecene; B — Chromatogram ziskany po davkovani 50 pl vzorky hydrolyzovanej DNA
zo vzorky pegene po pridavku 0,03 mol 1" CuSO,; Chromatografické podmienky: Analytickd kolona: Purospher® STAR Cl8e
(150 x 4,6 mm 1.D., 5 um, Merck). Predkoléna: Purospher® STAR Cl8e e (4 x 4 mm I.D.,5 pm, Merck). Mobilna faza: 50 mmol I
fosfore¢nanovy tlmivy roztok, pH 5,5 a metanol (92:8, v/v); prietok: 0,6 ml min'. Detekcia: coulochemicka (E1 +150 mV, E2 +400 mV
pre oba kanaly analytickej cely; +100 mV pre ochrannt celu) pre 8-0xodG; DAD pri 254 nm pre 2-dG
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stvej mobilnej fazy tlmivého roztoku denne; filtrovanie
mobilnej fazy pouzitim 0,2 pm nylon filtra pod vdkuom
atd’.). Je zname, Ze v pripade prispevkov matrice ku kon-
trolnym vzorkam musia byt’ zvolené kalibracné postupy so
Standardnymi pridavkami analytov ku vzorke.

Meranie poskodenia DNA

Sagripant a Kraemer’® predpokladali, e vizbové
miesta ionov medi na DNA su v blizkosti zvySkov guani-
dinu. Potvrdilo sa, ze tvorba DNA-Cu (I) komplexu
v aerobnych vodnych roztokoch vyvolava poskodenie
DNA sposobené¢ medou v podmienkach in vitro aj
in vivo™. Vysledky vyjadrené¢ ako pomer koncentracii 8-
0x0dG/10° 2-dG vo vzorkach pegene po pridavkoch roz-
nych koncentracii CuSO; si wuvedené¢ v tab. Il
Z vysledkov vyplyva zvySenie (okolo 50 %) mnozstva
oxidovanych baz (vyjadrené pomerom) v zavislosti od
koncentracie ionu v perfuzate. Reprezentativny chromato-
gram coulochemickej detekcie 8-oxodG a UV detekcie
2-dG v jadrovej DNA ziskanej zo vzorky pecene po spra-
covani s 0,03 mmol I CusSo, je zndzorneny na obr. 1B.

Ako vidiet’ z hodnét v tab. II, namerané pomery kon-
centracii 8-0x0dG/10° 2-dG vo vzorkach hydrolyzatov
z kontrolnej pecene (bez pridavku CuSO,) dosiahli relativ-
ne vysoké hodnoty (vid' chromatogram na obr. 1A). Je
mozné predpokladat, Ze pozorovany problém moéze mat’
niekol’ko pricin.

Strubelt a spol.*’ a Deters a spol.*! zistili, ze med’ je
toxickéd v izolovanych perfuzatoch pecene potkanov a jej
toxicita je sprevadzana peroxidéciou lipidov v tkanivach.
Tieto zistenia vyvolali zaujem preskumat’, ¢i je toxicita
medi v perfuzatoch pecene spojena s oxidaciou proteinov
a oxidaénym poskodenim DNA. Model izolovanych perfu-
zatov pefene je povazovany za citlivy systém pre Studium
chemicky indukovanej hepatotoxicity.

Vzhl'adom k tomu, Ze naSa Studia bola zamerana na
vyskum vplyvu medi v perfuzate izolovanej pecene na
oxidacné poskodenie DNA, fyzicka manipulacia s peceiiou
pocas odberu a reperfuzie je nevyhnutna. Tento fakt moze
prispievat’ k neoCakdvanym vysokym hodnotadm oxidacné-
ho poskodenia DNA v kontrolnych vzorkach pecene. Je to
v zhode so zisteniami autorov Schemmera a spol.*, ktori
zistili, ze uz jemna manipulacia s pecenou in situ, ktora je
pri odbere pefene nevyhnutnd a spociva v dotykani sa
pecene, v tahani za laloky a v pohybovani s lalokmi pece-
ne, spdsobuje poruchy mikrocirkulacie v peceni. Mikrocir-
kulacné poruchy spdsobuju hypoxiu, ktora vedie
k aktivéacii Kupfferovych buniek, k tvorbe volnych radika-
lov a tiez k reperfuznemu poskodeniu po hypotermicke;j
prezervacii®. Okrem toho, d’al§im prispevkom k poskode-
niu DNA je Cas, ktory je potrebny pre manipulaciu so
vzorkou tkaniva pocas izolacie a extrakcie DNA.

Zaver

Prezentovana metoda bola validovana vzhl'adom na
linearitu, presnost’ a spravnost. HPLC metdéda s pouzitim
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Purospher® STAR C18e ako analytickej kolony (s coulo-
metrickou a UV detekciou) sa osved¢ila ako vhodna metd-
da pre simultanne meranie 8-0xodG a 2-dG v jadrovej
DNA. Uprava vzorky pred hydrolyzou DNA je kritickym
krokom pri merani 8-oxodG v biologickych vzorkach,
a preto jej musi byt’ venovand zna¢né pozornost. Bol tes-
tovany postup s pridavkom réznych koncentracii CuSQO,
k perfuzatom pecene.Vysledky z HPLC analyz 8-oxodG
a 2-dG poukazuju na zvySend tvorbu oxidovanych baz so
zvySovanim koncentracie medi.

V naSej $t0dii bol pozorovany problém so vznikom
vysokého mnozstva oxidovanej bazy v kontrolnych vzor-
kach pecene. Tento fakt bol zohl'adneny aj pocas procesu
validacie vzhl'adom na LOD, LOQ ako aj opakovatel'nost
plochy piku aretenéného casu. Limit detekcie je
0,2 nmol I"" pre 8-oxodG a 12 umol I"" pre 2-dG. Limit
kvantifikacie je 0,5 nmol I pre 8-oxodG a 39 pmol I
pre 2-dG.

Vysoky prispevok matrice k poskodeniu DNA
(vyjadrenému ako pomer koncentracii 8-0x0dG/10° 2-dG)
moze suvisiet’ s artefaktmi, ktoré sa tvoria pocas pripravy
vzorky (Casovo narofnd uprava vzorky pred hydrolyzou
DNA), ako aj manipuldcie s pecetiou in situ. Opatrnd ma-
nipulacia, vynechanie oxida¢nych cinidel a /alebo prida-
vok antioxidantov moze zredukovat problém, ale stale
zostava nutnost’ pre d’al§i konsenzus v meracich techni-
kéach a podmienkach. Ziskané vysledky poukézali na to, Ze
doslo k oxidaénému poskodeniu uz pri manipulécii
s pecenou, este pred aplikdciou CuSO4 a koncentracia
CuSO, vyssia ako 0,03 mmol I"' sposobila totalne posko-
denie pecene, Co sa prejavilo Gplnym zastavenim prietoku
perfuzatu. Ak med’ spdsobuje oxidacné poskodenie DNA,
mohla by ovplyvnit' aj expresiu cytokinov a metalo-
proteinazy, pretoze je zname, Zze bunkova odozva na oxi-
dacny stres zahffia zmeny v Struktire génovej expresie.
Ale tato problematika by mohla byt nametom pre d’alSie
nase experimenty.

Tato publikacia bola vytvorend realizaciou projektu
, Vyskum  zdravotnych  efektov  rastlinnej — potravy
a moznosti  redukcie  zdravotnych  rizik*“, ITMS
¢. 26240220022, na zaklade podpory operacného progra-
mu Vyskum a vyvoj, financovaného z Eurdpskeho fondu
regiondlneho rozvoja. Podakovanie patri aj obcianskemu
zdruZeniu Rozum a zdravie, o.z. za ciastocnu financnu
podporu.
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HPLC Determination of Oxidative DNA Damage in
Rat Liver Perfusates Influenced by Addition of Copper

HPLC determination of a background level of
8-0x0dG and 2-dG in rat liver after addition of copper to
perfusate was developed. The reversed phase analytical
column Purospher® STAR Cl18e with 50 mmol L™ phos-
phate buffer, pH 5.5 and methanol (92:8, v/v) mobile
phase was applied for the analysis. The validation of the
HPLC method according to linearity, accuracy and preci-
sion was carried out. Oxidative DNA damage (expressed
as concentration ratio of 8-oxodG/10° 2-dG) was deter-
mined by the simultaneous measuring of 2-dG with UV
detection followed by coulochemical detection of
8-0x0dG.

The procedure using a model of liver damage caused
by intoxication with copper and ischemia / reperfusion
with addition of various concentrations of CuSO, to the
perfused rat livers was tested. The aim of this study was to
decide whether the toxicity of copper in liver perfusates is
related to protein oxidation and oxidative DNA damage.
The high contribution to the DNA damage can be related
to the physical liver manipulation during harvest and
reperfusion as well as to artefacts induced during the sam-
ple preparation (time-consuming sample handling during
DNA isolation and extraction). The obtained results point-
ed out that the DNA damage occurred already during liver
handling even before application of CuSO,, whereby con-
centration of CuSO, higher than 0.03 mmol L™ caused
a total liver damage, which led to a complete stop of the
flow of the perfusate.



