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POPIS KRATICA | SIMBOLA

2-TBA - 2-tiobarbituratna kiselina

HNE - 4-hidroksinon-2-enal

HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (od eng. High-performance liquid
chromatography)

ICH - od eng. International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use

LoD - granica dokazivanja (od eng. Limit of Detection)

LoQ - granica odredivanja (od eng. Limit of Quantitation)

M - pmol/L

MDA - malondialdehid

0-HsPOs - ortofosforna kiselina

R? - koeficijent korelacije

ROS - reaktivne kisikove vrste (od eng. Reactive Oxygen Species)

RSD - relativna standardna devijacija

SD - standardna devijacija

UV - ultraljubicasto (od eng. UltraViolet)
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1.UVOD



1.1. Fluorescencija

Fluorescencija je proces fotoluminescencije u kojem su atomi ili molekule pobudeni
elektromagnetskim zraenjem te nakon toga relaksacijom prelaze u osnovno stanje
oslobadajuci pri tome visak energije u obliku svjetla. Ovo svojstvo pokazuju samo odredene

molekule koje imaju sposobnost fluorescencije (Skoog i sur., 2014).

Fluorescencija je uzorkovana apsorpcijom energije i re-emisijom odredenog dijela te
energije u obliku fotona. Emitirana svjetlost je skoro uvijek vece valne duljine ( 1) od valne
duljine apsorbirane svjetlosti, a ta pojava je poznata kao Stokesov zakon. U fluorescenciji
apsorpcija i emisija se desavaju u vrlo kratkom vremenskom intervalu reda veli¢ine 102 do
10 sekundi. Ukoliko emisija zraéenja traje dulje od 10 sekundi onda govorimo o pojavi
nazvanoj fosforescencija koja moze trajati stotinku sekunde, ali moze trajati i danima.
Fluorescencija i fosforescencija pripadaju fotoluminescenciji koja opisuje pojavu emisije
energije u obliku svjetlosnog vala nakon apsorpcije energije odredene valne duljine.
Fluorescencija je vrsta fotoluminescencije koja se prepoznaje po karakteristicnom kratkom
vremenu u kojem molekule prelaze iz pobudenog stanja u osnovno stanje i vrlo ¢esto se koristi

u analiti¢koj kemiji (Jeffery i sur., 1989).

Prilikom vracanja iz pobudenog stanja u osnovno stanje nije nuzno kod svih molekula
da se energija promijeni u elektromagnetski val svjetlosti ve¢ neke molekule posjeduju takvu
strukturu koja omogucava “troSenje” energije u obliku vibracije. Kako bi molekula mogla
pokazati fluorescenciju ona mora imati takvu strukturu koja omoguc¢ava apsorpciju fotona ili
UV zracenja. Molekula koja apsorbira zraCenje ne mora i pokazivati fluorescenciju $to se
utvrduje kvantnim prinosom, jedinicom koja daje kvantitativni uvid u intenzitet fluorescencije

odredene molekule. Kvantni prinos ¢rje omjer emitiranog i apsorbiranog svijetla:

N (emitiranog zratenja) _ koli¢ina emitiranog zractenja

br=

N (apsorbiranog zracenja) kolitina apsorbiranog zracenja

1.1.1. Mehanizam fluorescencije

Apsorpcijom kvanta UV-svjetlosti molekula ili ion prelazi iz osnovnog singletnog stanja u
pobudeno singletno stanje gdje ostaje 10® s pri ¢emu dio primljene energije potrosi na
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translaciju i rotaciju. Zbog pobudenih elektrona u molekuli emitirano svjetlo ima veéu A a
manju energiju od upadnog svjetla sto predstavlja Stokesovo pravilo (G. G. Stokes). Proces
nezradeée (vibracijske) relaksacije traje 1071° s, a zraGenje se emitira nakon 108 -10° s.
Fluorescencija nastupa kada se molekula koja je pobudena do viSe titrajne razine singletnog
pobudenog stanja vraca izravno preko najnize titrajne razine na bilo koju titrajnu razinu
osnovnog singletnog stanja i pri tome visak energije emitira u obliku svjetla fluorescencije (S1

— So+h*vs) (Luterotti, 2014).

Procesi koji se dogadaju izmedu apsorpcije i emisije svjetla su obi¢no ilustrirani
pomocu Jablonskijevih dijagrama. Jablonskijevi dijagrami su cesto pocetna tocka u
objasnjavanju apsorpcije i emisije zracenja te postoje u razlicitim oblicima kako bi prikazali

razli¢ite molekulske procese koji se mogu dogadati u pobudenom stanju.

Opceniti Jablonskijev dijagram prikazan je na slici 1. Singletno osnovno stanje, te ostala
elektronska pobudena stanja prikazani su oznakama So , S1, Sz itd. U svakom od ovih nivoa
elektronske energije molekule mogu postojati u razli¢itim nivoima vibracijske energije

oznacenima brojevima Vo, V1, V2.... Prijelazi izmedu stanja prikazani su okomitim crtama.

- Sa
S1

V:

Va

v vf

SO Vo

Slika 1. Prikaz Jablonskijevog dijagrama



Fluorescencija je u Jablonskijevom dijagramu prikazana kao okomit pravac koji ide iz
pobudenog stanja S1 U 0snovno stanje So . Fluorescencija je spor proces (u odnosu na druge
energetske prijelaze) koji traje oko nanosekunde, stoga za taj prijelaz elektronine trose energiju.
To se ne odnosi na elektronska pobudena stanja visih energetskih razina, ve¢ samo na prvi
elektronski prijelaz. lako je prijelaz spor, on predstavlja dopusteni prijelaz te elektron ostaje u
stanju istog multipliciteta. Fluorescencija je skoro uvijek zapazena izmedu prvog elektronskog
pobudenog stanja i osnovnog stanja jer za viSe energije veca je vjerojatnost da ¢e se energija

tro$iti preko unutarnjeg prijenosa ili preko vibracijske relaksacije (Lakowicz, 1999).

Energija emitiranog fotona je skoro uvijek manja od energije apsorbiranog fotona
(zracenja). Ova se razlika energije objaSnjava gubitkom energije unutarnjom konverzijom i
vibracijskom relaksacijom gdje se energija prenosi dalje od elektrona (Jaffe i Miller, 1966). U
slu¢aju kad molekula ve¢ posjeduje vecu energiju nego $to odgovara osnovnom singletnom
stanju So, tada je energija emitiranog fotona veca od energije apsorbiranog fotona. Ta se pojava

javlja kod plinova pod niskim tlakom (Luterotti, 2014).

1.1.2. Fluorescencija i struktura molekule

Spojevi koji sadrze aromatsku jezgru u svojoj strukturi pokazuju najintenzivniju emisiju
fluorescencije, a to svojstvo pokazuju 1 spojevi alifatske grade, aliciklicke grade te konjugati s
dvostrukim vezama. Mnogi nesupstituirani aromatski ugljikovodici fluoresciraju u otopini pri
¢emu se kvantni prinos povetava s povecanjem broja atoma u prstenu i sa stupnjem

kondenzacije.

Jednostavni heterocikli¢ki spojevi kao §to su piridin, furan, tiofen i pirol ne pokazuju
fluorescenciju, ali ukoliko su uklopljeni unutar vece strukture onda dolazi do fluorescencije.
Supstitucije na aromatskom prstenu uzrokuju pomak valne duljine maksimuma apsorpcije i

odgovarajuce promjene u ekscitacijskoj vrpci (Skoog i sur., 2014).

Molekule koje posjeduju krutu strukturu ¢esto pokazuju svojstvo fluorescencije. Kruta
struktura smanjuje moguénost neradijacijske relaksacije sto omogucava pojavu fluorescencije.
Utjecaj krute strukture na pojavu fluorescencije Cesto se koristi u analiti¢koj kemiji pri

reakcijama kompleksacije. Primjerice molekula 8-hidroksikinolina pokazuje fluorescenciju
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slabijeg intenziteta nego kad je u kompleksu s ionom aluminija (AI**) (slika 2.) (Lakowicz,
1999).

1

At +3 (O

N

+3H"
OH

O
\ 0

— Al 3

Slika 2. Reakcija kompleksacije AIP* s 8-hidroksikinolinom pri cemu nastaje kompleks koji
intenzivnije fluorescira (preuzeto iz Luterotti, 2016)

Povecanjem temperature smanjuje se kvantni prinos fluorescencije jer se statisticki
povecava broj sudara s okolnim molekulama i povecava vibracijska relaksacija. Smanjenje
kvantnog prinosa uzrokuje i smanjena viskoznost otapala koja djeluje na isti nacin (Skoog i
sur., 2014). Takoder kao vazan c¢imbenik koji utjeCe na intenzitet fluorescencije je i
koncentracija otopine analita jer emitirano zraenje moze biti ponovno apsorbirano drugim

nepobudenim molekulama u otopini visoke koncentracije (Nigovi¢ i sur., 2007).
1.1.3. Fluorescencijska spektrofotometrija

Fluorescencijska spektrofotometrija temelji se na molekulskoj emisijskoj spektroskopiji i
molekulskom pobudivanju UV/vidljivim zrakama. Nakon apsorpcije zracenja molekule
emitiraju apsorbirano zrafenje na ve¢im valnim duljinama, a intenzitet fluorescencije je
proporcionalan snazi pobudnog zrac¢enja koje se apsorbira. Energija emitiranog zracenja je niza
od apsorbirane energije te je u spektru vidljiva kao pomak od 50-150 nm u usporedbi s valnom
duljinom zracenja koje uzrokuje pobudivanje, a ta pojava naziva se Stokesov pomak (Nigovi¢

i sur., 2007).
F = klog(=

Po - snaga upadnog snopa
P - snaga snopa nakon prolaza kroz otopinu

k - konstanta ovisna o djelotvornosti fluorescencije sustava



Molekule koje se promatraju fluorimetrijski moraju imati vise kromofora i moraju biti
krute strukture kako bi se izbjegao gubitak energije vibracijom. Posebnost spektrofluorimetrije
je ta da je selektivna za odredivanje fluoresciraju¢ih spojeva u prisutnosti velikog broja spojeva
koji ne pokazuju fluorescenciju. Osim kvalitativne analize fluorimetrija se koristi i za
odredivanje koncentracije analita jer je intenzitet emitirane svjetlosti linearno proporcionalan
koncentraciji pa se izmjereni intenzitet fluorescencije ispitivane tvari usporedi s intenzitetom

poredbene tvari.

C,- koncentracija ispitivane tvari
C, - koncentracija poredbene otopine
E, - fluorescencija ispitivane otopine

E, - fluorescencija poredbene otopine

U kvantitativnoj analizi izradi se kalibracijski pravac pomocu poredbenih otopina

poznatih koncentracija te se koncentracija analita odredi interpolacijom (Nigovi¢ i sur., 2007).

1.1.4. Spektrofluorimetar

Uredaji za mjerenje fluorescencije poznati su kao fluorimetri i spektrofluorimetri. Razlika
izmedu njih je u selektorima valne duljine, ako su oba selektora filteri radi se o fluorimetru, dok
su kod spektrofluorimetra oba selektora monokromatori. Takoder postoje hibridi koji koriste

ekscitacijski filter i emisijski monokromator. (Skoog i sur., 2014)

Grada spektrofluorimetra 1 put zraka svjetlosti prikazan je na slici 3. Ulazni snop
zrac¢enja odredene valne duljine prolazi kroz uzorak te se emitirano zracenje detektira pomocu

fotomultiplikatorske tube.



1 - lzvor zracenja

A N AN 2 - Ekscitacijski monokromator
3 - Spremnik za uzorak

4 - Emisijski monokromator

5 - Transduktor

6 - Detektor

N — (6 )

Slika 3. Dijelovi spektrofluorimetra (preuzeto iz Skoog i sur., 2014)

Izvor elektromagnetskog zracenja u spektrofluorimetru mogu biti ksenonova, Zivina,
volfram-halogena, deuterijska lampa ili laser. Posto je intenzitet fluorescencije proporcionalan
intenzitetu ulaznog zraCenja, izvor zracenja mora biti vrlo stabilan kako bi uvijek imali
konstantno zracenje (Jeffery i1 sur., 1989). Izvor proizvodi konstantno zracenje svjetlosti
razli¢itih valnih duljina pa je potreban monokromator kako bi se svjetlost razlucila na pojedine
valne duljine. Ovakav postupak je sli¢an mjerenju UV-Vis spektrofotometrijom, ali je razlika
u tome $to se kod spektrofluorimetra emitirano zracenje detektira pri kutu od 90° od kuta ulaza
ekscitacijskog zracenja. Osim toga kod spektrofluorimetra postoji drugi monokromator Kkoji
sluzi za odjeljivanje samo odredene emitirane valne duljine, ¢ime se sprjecava detekcija
ekscitacijskog snopa zraCenja. Zbog kuta mjerenja od 90° kivete koje se koriste u
spektrofluorimetriji i fluorimetriji imaju sve cetiri plohe glatke pa se razlikuju od onih
koristenih u UV-Vis spektrofotometriji koje imaju dvije glatke plohe (smjer ulaza i izlaza
svjetlosti). Kivete koje se koriste kod mjerenja u UV podrucju izradene su samo od kvarca posto

staklene i plasti¢cne mogu apsorbirati dio ultraljubi¢astog zracenja (Sheehan, 2009).



1.2.  Validacija analiticke metode

Ci]j validacije analiticke metode je dokazati da je dana metoda prikladna za odredenu primjenu
i jamc¢i da ¢e se pod propisanim uvjetima koristenja analitiCkog postupka dobiti valjani rezultat.
Medunarodno vije¢e za harmonizaciju (engl. International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use; ICH) je objavilo dokument
procedure pod naslovom ,,Validation of Analytical procedures: Text and Methodology Q2 ““ koji
propisuje parametre koji se odreduju u postupku validacije novih metoda ili pri promjeni bilo
kojeg dijela analiticke metode koja je vec bila validirana. Karakteristike metode koje se ispituju
su: tocnost, preciznost, specificnost, granica dokazivanja, granica odredivanja, linearnost i
radno podrucje. IzdrZljivost metode nije u sluzbenom zapisu dokumenta, ali morala bi se
svakako uzeti u obzir kod razvoja analiticke metode. Koji ¢e se parametri validacije ispitati
ovisi o svrsi analiticke metode koja se koristi. Kod identifikacijskih metoda se Cesto ispituje
samo specifi¢nost, dok kod metoda za odredivanje sadrzaja se ispituju to¢nost, preciznost,
specifi¢nost, linearnost 1 radno podrucje te granica dokazivanja (LoD) i granica odredivanja

(LoQ) (Nigovi€ i sur., 2007).

1.2.1. Specifi¢nost/selektivnost

Selektivnost metode predstavlja mjeru sposobnosti metode da to¢no odredi analit u uzorku u
kojem su prisutne druge tvari. Specifi¢énost metode je mjera sposobnosti metode koja opisuje

nedvojbeno razlikovanje jednog analita od ostalih komponenata uzorka.

1.2.2. Linearnost i radno podrudje

Radno podrucje ili doseg metode predstavlja interval unutar kojeg analiticka metoda ima

prihvatljive parametre tocnosti, linearnosti 1 preciznosti.

Linearnost predstavlja interval unutar kojeg su koncentracija analita i izmjereni signal
u proporcionalnom odnosu. Za ispitivanje linearnosti napravi se najmanje pet razrjedenja
standardne otopine poznate koncentracije u radnom podrucju i to s tri do Sest odredivanja na
svakoj koncentracijskoj razini. Takvim mjerenjem dobiva se regresijski pravac kojeg opisuju

koeficijent korelacije R?>0,999, odsjecak na y-osi te koeficijent smjera pravca. U nekim
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sluajevima, da bi se dobila linearnost izmedu signala i koncentracije analita, dobivene
vrijednosti treba podvrgnuti matematic¢koj transformaciji prije dobivanja regresijskog pravca

(www.ich.com).

1.2.3. Preciznost

Preciznost predstavlja sukladnost izmedu vise ponovljenih mjerenja iz istog uzorka pri istim
uvjetima. Preciznost se iskazuje preko ponovljivosti, srednje preciznosti i obnovljivosti.
Ponovljivost pokazuje podudaranje izmedu rezultata dobivenih mjerenjem istog uzorka pri
istim uvjetima u kratkom vremenskom intervalu, a srednja preciznost pokazuje odstupanje
izmedu rezultata dobivenih mjerenjem istog uzorka, ali pod razliitim uvjetima (razli¢it
analiticar i instrument) kroz duzi vremenski period. Obnovljivost predstavlja podudaranje
rezultata dobivenih mjerenjem istog uzorka istom metodom, ali u razli¢itim laboratorijima

(Nigovié i sur., 2007).

Preciznost se odreduje ispitivanjem najmanje devet uzoraka koji pokrivaju radno
podrudje i to sa najmanje tri odredivanja za tri koncentracije unutar radnog podrucja. Izrazava
se kao standardna devijacija, relativna standardna devijacija ili kao interval pouzdanosti oko

srednje vrijednosti:

SD
RSD = — x 100 [%]

SD - standardna devijacija

X - srednja vrijednost dobivenih rezultata
1.2.4. Tocnost
Toc¢nost daje uvid jesu li vrijednosti rezultata dobivenih mjerenjem novom metodom u skladu
s referentim vrijednostima. To€nost se moZe odrediti tek nakon Sto su utvrdene preciznost,

linearnost i specifi¢nost.

Za odredivanje to¢nosti treba napraviti barem devet mjerenja uzorka 1 to najmanje tri

mjerenja za tri koncentracije unutar radnog podrucja metode.



Tocnost se izrazava kao postotak prinosa (engl. recovery) analiticke metode koji
predstavlja omjer srednje vrijednosti 1 prihvaéenih stvarnih referentih vrijednosti u istom

intervalu (Watson, 1999).

X

X - srednja vrijednost dobivenih rezultata

X - stvarna vrijednost analita u uzorku

1.3. Malondialdehid - MDA

Veliki dio energije u stanici dolazi iz mitohondrijske oksidativne fosforilacije kojom se stvara
ATP i gdje se kisik reducira do vode. U tom procesu mogu nastati kao nusprodukti reaktivne
kisikove vrste (kisikov i hidroksilni slobodni radikal te vodikov peroksid). Oksidativni stres je
posljedica prekomjernog stvaranja tih nusprodukata i predstavlja stanje u kojem stvaranje
reaktivnih slobodnih radikala nadvlada citoprotektivne mehanizme antioksidacijskih sustava
(Rang i sur., 2005). Studije pokazuju kako je oksidacijski stres povezan s nastankom
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, karcinoma i drugih bolesti. Stanice konstantnim
metabolizmom proizvode slobodne radikale koji mogu ostetiti molekule DNA, citosolne
molekule i staniénu membranu koja se u velikoj mjeri sastoji od lipida (Cvoriscec i Cepelak,
2009).

Lipidna peroksidacija je proces u kojem slobodni radikali o$teCuju viSestruko
nezasi¢ene masne Kiseline. Tim procesom mogu nastati lipidni peroksiradikali (ROO*) koji
dalje uzrokuju nastanak lipidnih hidroksiperoksida (ROOH) koji onda poti¢u stvaranje novih
peroksi radikala. To je takozvana lancana reakcija. S obzirom da su viSestruko nezasi¢ene
masne kiseline glavna komponenta stanicnih membrana, takva lanfana reakcija moZe u
konacnici dovesti do promjene u membranskoj propusnosti. Pored toga novonastali lipidni
peroksidi mogu reagirati i s makromolekulama prisutnim u citosolu te takvo stanje moze dovesti
do stani¢ne smrti (Rang i sur., 2005). Zbog toga je pracenje razine lipidne peroksidacije vrlo
vazno. Malondialdehid (MDA) je stabilni produkt lipidne peroksidacije pa se koristi za

odredivanje razine lipidne peroksidacije u bioloSkim uzorcima.
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Reakecija peroksidacije lipida ukljucuje tri stupnja: inicijaciju, propagaciju i terminaciju.
Za pocetak reakcije, odnosno inicijaciju glavnu ulogu imaju ROS i to HOO* i HO*. HOO*
reagira s nezasi¢enim masnim kiselinama tako da oduzme vodik iz -CH>- skupine u a-polozaju
do C=C veze pri ¢emu nastaje vodikov peroksid i C-radikal koji reagira s molekulskim kisikom
1 daje peroksilni radikal (ROO*) koji dalje Siri reakciju oduzimanjem vodika iz drugih kiselina.
Reakcija se dovrsava pregradnjom, ciklizacijom ili stvaranjem stabilnih produkata s dodatnom
C=C vezom (slika 4.) (Jadrijevi¢-Mladar Taka¢, 2016).

.| H20,
;\—/:> Inicijacija
Propagacija

Inicijacija HO® .

FB”I

Propagacija, pregradnja,
ciklizacija ifili terminacija

Slika 4. Reakcija peroksidacije lipida (preuzeto iz Jadrijevic-Mladar Takac, predavanja,
Metabolizam i toksi¢nosti, 2016)
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Kao markeri lipidne peroksidacije uzimaju se produkti koji su relativno stabilni kao $to su

MDA, konjugirani dieni, 4-hidroksinon-2-enal (HNE) i izoprostani (slika 5.).

0 0 o)
/Y Akrolein >_<
Q H H

H
Glioksal
on Y N ioksa
o] 0
H N ¥ YY
o} (E)-4-oksanon-2-enal H H
(E)-hidroksinon-2-enal Malondialdehid

Slika 5. Stabilni produkti lipidne peroksidacije (preuzeto iz Jadrijevié-Mladar Takac,

predavanja, Metabolizam i toksi¢nosti, 2016)
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2.OBRAZLOZENJE TEME
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Oksidacijski stres, odnosno povecana razina slobodnih radikala u organizmu povezuje se s
brojnim patoloskim stanjima. Istrazivanja pokazuju da su Alzheimerova bolest, Parkinsonova
bolest, razne kardiovaskularne komplikacije i brojna druga stanja povezana s oksidacijskim
stresom. Stoga ne Cudi interes znanstvenika za razvoj metoda kojima bi se mogao pratiti
oksidacijski stres u organizmu. Pri tome najveci problem predstavljaju upravo slobodni radikali

koji su nestabilni te ih je vrlo teSko izmjeriti u bioloskim uzorcima poput krvi, plazme ili urina.

Lipidna peroksidacija je proces oksidacijskog oSteé¢enja lipida pri ¢emu nastaju brojni
produkti. Jedan od krajnjih produkata lipidne peroksidacije koji je ujedno i stabilan je MDA te
se u studijama dovodi u izravnu vezu s ve¢ spomenutim bolestima kao i razvojem karcinoma
(Seljeskog 1 sur., 2006). Upravo stoga Sto je stabilan MDA se koristi u istrazivanjima kao

pokazatelj oksidacijskog stresa.

Cilj ovog rada bio je optimizirati spektrofluorimetrijsku metodu za odredivanje
koncentracije MDA u humanom urinu. U prvom koraku, ispitan je utjecaj interferencija,
odnosno utjecaj spojeva prisutnih u humanom urinu kao i reaktanata na izmjerenu koncentraciju
MDA. Pomoc¢u standarda MDA validirana je spektrofluorimetrijska metoda za odredivanje
koncentracije MDA. Kao bi se provjerila primjenjivost optimizirane metode, u sakupljenim
uzorcima humanog urina odredila se koncentracija MDA. Dobiveni rezultati izmjerene
koncentracije MDA u humanom urinu usporedeni su s rezultatima dobivenim u drugim

studijama kako bi se donijeli zakljucci o primjenjivosti razvijene metode.
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3.MATERIJALI | METODE
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3.1. Kemikalije

Za odredivanje koncentracije MDA u urinu koriStene su sljede¢e kemikalije:

1,1,3,3 tetraetoksipropan kao standard MDA, Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD
e 2-tiobarbituratna kiselina, 2-TBA, Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD

e Kreatinin, Sigma-Aldrick Co, St. Louis, SAD

e orto-fosforna kiselina, 0-H3PO4 , min 85 %, PO Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Urea, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Sve koristene kemikalije bile su pro analysi ¢istoce, osim kreatinina koji je bio za

istrazivanje 1 razvoj.

3.2. Aparatura

KoriStena aparatura ukljucivala je:

e Analiticku vagu (Acculab sartorius group, Bradford, SAD)

e Grija¢ G-Term 035 (Fratelli Galli, Milano, Italija)

e Grija¢/mjesalicu WiseStir MSH-20D (Wisd Laboratory Instruments, Dublin, Irska)

e Spektrofluorimetar OLIS RSM 1000F (Olis Inc., Bogart, Georgia, USA) sa
softwareom OLIS Globalworks software

3.2.1. Spektrofluorimetar

U ovom radu koristen je spektrofluorimetar OLIS RSM 1000 koji koristi ksenonovu lampu od
150W i sustav ekscitacijskog i emisijskog monokromatora s fotomultiplikatorskom tubom kao

detektorom (olisweb.com). Spektrofluorimetar je prikazan na slici 6.
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Slika 6. Spektrofluorimetar OLIS RSM 1000 (preuzeto s http://olisweb.com)

3.3.  Uzorci
Za odredivanje koncentracije MDA prikupljeni su uzorci humanog urina (n = 7) zdravih

dobrovoljaca.

Uzorci su drzani u staklenim epruvetama s ¢epom i skladisteni na -20°C. Neposredno
prije postupka mjerenja uzorci su drzani na sobnoj temperaturi, centrifugirani, a za mjerenje je

uzet supernatant.

3.4. Metode
3.4.1. Odredivanje koncentracije MDA

Test se temelji na reakciji MDA i kromogenog reagensa 2-TBA koji reagiraju u omjeru 1:2
preko Knoevenagelove kondenzacije prilikom ¢ega nastaje kromogena skupina. Reakcija se
odvija pri kiselim uvjetima pH=1-2 i povisene temperature. Tom reakcijom nastaje produkt
MDA-TBA: koji boji otopinu crveno i mjeri se spektrofluorimetrijski na valnoj duljini

ekscitacije 515 nm i emisije na 553 nm (slika 7.). (Agarwal i Chase, 2002).

OH 3 M OH HO M SH

. Y
2 | N+ g~ N Nag, A Sy, S N
”7J\ MDA H OH

SH

HO M

Slika 7. Reakcija izmedu 2-TBA i MDA pri kiselim uvjetima (preuzeto iz Oxford Biomedical
Research, FR35)
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Del Rio i sur. (2005) u svom radu navode kako velika koli¢ina MDA ostane vezana za
makromolekule matriksa ukoliko se ne izvrsSi hidroliza pa se tako dobije lazno negativni
rezultat. Kako bi se to izbjeglo u ovom radu koriStena je 1% otopina H3POs koja molekule

MDA hidroliticki uklanja s makromolekula s ciljem dobivanja §to to¢nijeg rezultata.

3.4.2 Priprema otopina

1% otopina 0-H3PO4

Otopina je pripremljena alikvotiranjem 5,9 mL 85% 0-H3sPO4 te nadopunjavanjem do

oznake u odmjernoj tikvici od 500,00 mL s destiliranom vodom.

0,6% otopina 2-TBA

Otopina je pripremljena vaganjem 0,6 g 2-TBA i otapanjem uz blago zagrijavanje u

destiliranoj vodi te je nakon hladenja pri sobnoj temperaturi tikvica nadopunjena do oznake od

100,00 mL destiliranom vodom.

100 mmol/L otopina kreatinina

Otopina je pripremljena vaganjem 113,00 mg kreatinina te otapanjem u destiliranoj vodi
u odmjernoj tikvici do volumena 10,00 mL. Ta otopina je koriStena za ispitivanje mogucih

interferencija s TBA prilikom odredivanja MDA.

5 mmol/L otopina uree

Otopina je pripremljena otapanjem 30,00 mg uree u 100,00 mL destilirane vode uz
blago mijeSanje i1 zagrijavanje. Ta otopina je koriStena za ispitivanje mogucih interferencija s

TBA prilikom odredivanja MDA.

Standardna otopina MDA

Kao standard MDA koristen je 1,1,3,3-tetraetoksipropan koji neenzimskom hidrolizom
prelazi u MDA. Iz mati¢ne otopine MDA koncentracije 6,07 mol/L alikvotirano je 25 uL te
razrijedeno do 50,00 mL s destiliranom vodom. Takva se otopina (koncentracija 3,035 mmol/L)
dalje razrjeduje 150 puta do postizanja koncentracije od 20,23 umol/L. Takva otopina standarda
koriStena je za daljnju izradu ostalih radnih standardnih otopina od 0,5; 1,01; 2,02; 4,04; 6,07;
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8,09 i 10,11 pumol/L koje su koriStene za validaciju metode u vodi. Priprema standardnih

otopina prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Koncentracije i priprema standardnih otopina MDA u vodi

Volumen tikvice Volumen standarda 20,23 uM Koncentracija novog radnog

[mL] [mL] standarda
[pmol/L]

10,00 0,25 0,50

10,00 0,50 1,01

10,00 1,00 2,02

10,00 2,00 4,04

10,00 3,00 6,07

10,00 4,00 8,09

10,00 5,00 10,11

Za validaciju metode u uzorku urina uzeta je ve¢ pripremljena standardna otopina

koncentracije 3,035 mmol/L u volumenu od 2,50 mL 1 razrijedena je 10 puta. Takva nova

otopina standarda koncentracije 303,5 umol/L koristena je za izradu drugih radnih standardnih

otopina za validaciju, postupak je prikazan u tablici 2.

S obzirom da nema uzorka urina bez ve¢ prisutnog MDA za izradu otopine “nulte”

koncentracije koriStena je otopina priredena dodavanjem 0,2 mL destilirane vode u 2,8 mL

urina.
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Tablica 2. Koncentracije i priprema standardnih otopina MDA u urinu

Volumen Uzeti volumen Dobivena Uzeti volumen | Volumen urina Koncentracija
tikvice za standarda 303,5 | koncentracija novog standarda u
pripravu pmol/L novog standarda | urinu
standarda | u
vodi
[mL] [mL] [umol/L] [mL] [mL] [umol/L]
50,00 1,00 7,50 0,20 2,80 0,50
50,00 2,00 15,20 0,20 2,80 1,01
50,00 5,00 30,40 0,20 2,80 2,02
50,00 7,50 45,40 0,20 2,80 3,03
50,00 10,00 60,70 0,20 2,80 4,04
50,00 15,00 91,00 0,20 2,80 6,07

3.4.3 Postupak mjerenja

Uzorci urina su centrifugirani 5 minuta na 3500 okretaja u minuti, nakon ¢ega je uzet bistri
supernatant (400 pL) te prebacen u Eppendorf epruvetu od 1,5 mL. U uzorak se potom dodaje
750 pL 1% 0-H3PO4 1 250 pL otopine 0,6% TBA te se epruveta zatvori i promucka. Tako
priredena reakcijska smjesa se prenese u grijaci blok i zagrijava se 30 minuta na 90°C. Nakon

toga se epruvete stavljaju na led 5 minuta kako bi se smjesa ohladila.

Uzorci su izmjereni spektrofluorimetrijski s postavljenom ekscitacijom na 515 nm i
detekcijom emisije na 553 nm te je koncentracija MDA odredena pomocu jednadzbe
regresijskog pravca dobivenog sa standardnim otopinama poznatih koncentracija. Tako

dobivena koncentracija MDA je izrazena u jedinici pmol/L.

Uz svaku seriju uzoraka koristena je i slijepa proba. Uzorak slijepe probe umjesto

uzorka urina sadrzi 400 pL destilirane vode te je daljnji postupak isti.
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Kod metode standardne adicije, dodatkom poznate koncentracije MDA u uzorak
koristene su koncentracije od 3,03 i 6,07 umol/L te je koncentracija MDA odredena pomocu

parametara regresijskog pravca (nagib i odsjecak na y osi).

Uzorci su mjereni na sobnoj temperaturi u kvarcnoj kiveti na spektrofluorimetru OLIS
RSM 1000F sa softwareom OLIS Globalworks software. Jedinice intenziteta fluorescencije
(engl. fluorescence units, [f.u.]) iskazane su kao omjer signala dobivenog od uzorka i signala
referentnog fotomuliplikatora. Svaki prikazani spektar predstavlja prosjek od 10 000 brzih

snimanja fluorescencije u 10 sekundi.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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MDA je stabilni produkt lipidne peroksidacije te se koristi za pracenje kako razine lipidne
peroksidacije tako i oksidacijskog stresa. Iz izmjerene koncentracije MDA u bioloskim
uzorcima mogu se donijeti zakljucci o samom oksidacijskom stresu organizma. Koncentracija
MDA u urinu i/ili krvi ukazuje na razinu oksidacijskog stresa u cijelome organizmu, dok
koncentracija MDA u stanici ukazuje na razinu MDA u toj stanici odnosno organu (Cvoriéec

i Cepelak, 2009).

Za odredivanje koncentracije MDA razvijene su brojne metode. Najces¢e se koristi
takozvani tiobarbituratni test, u kojem MDA reagira s dvije molekule 2-TBA pri ¢emu nastaje
kromogeni MDA-TBA:. produkt, a razina izmjerenog MDA-TBA, odgovara koncentraciji
MDA. Produkt MDA-TBA> moze se odrediti pomo¢u UV-Vis, ali i fluorimetrijski.

Kako bi se odredila koncentracija kromogenog produkta MDA-TBA: koriste se razne
tehnike, a svaka od njih ima svojih prednosti i nedostataka. Prednost odredivanja koncentracije
MDA-TBA: UV-Vis spektroskopijom je ta Sto je metoda brza i laka, no kao nedostaci se navode
razne interferencije (manjak specificnosti) kao i veliki volumen uzorka te pocetna supstancija
2-TBA koju je tesko pribaviti. Kromatografske metode, to¢nije tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti (HPLC od engl. High performance liquid chromatography) smatra se
najboljim odabirom za odredivanje koncentracije MDA-TBA: produkta u bioloskim uzorcima.
Na koloni dolazi do razdvajanja komponenti iz uzorka $to povecava selektivnost u odnosu na
UV-Vis spektrofotometriju jer dolazi do odvajanja interferencija od analita u uzorku (Agarwal
1 Chase, 2002). Dodatna prednost je u manjem volumenu bioloskog uzorka koji je potreban.
Nedostaci su dugotrajnost metode (potrebno je odredeno vrijeme za razdvajanje uzorka na
koloni) kao i troSkovi (za otapala, za mobilnu fazu te kromatografsku kolonu). Fluorescencija
je specificno svojstvo neke molekule te se ono moze koristiti u njezinom odredivanju $to
povecava osjetljivost metode (Luterotti, 2016). S obzirom da produkt reakcije MDA-TBA>
fluorescira, u ovome istrazivanju optimizirana je spektrofluorimetrijska metoda odredivanja

MDA.
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4.1. Ispitivanje interferencija prilikom odredivanja MDA u urinu

Uzorak humanog urina sadrzi brojne spojeve koji bi mogli interferirati s reakcijom MDA-
TBAZ2. U literaturi se navode kreatinin i urea koji se i inace nalaze u humanom urinu, a koji
interferiraju, odnosno reagiraju s TBA te tako reakciju MDA-TBA c¢ine nespecifi¢cnom.
Korchazhkina i suradnici u radu iz 2003. navode kako su vece vrijednosti MDA bile izmjerene
u odsustvu uree iz uzorka. lako su oni koristili drugu metodu kompleksacije, u ovom radu je
odluceno uzeti u obzir moguéi utjecaj interferencija 1 ispitati ih. Stoga je prije samog mjerenja
uzorka ispitano postojanje eventualnih interakcija izmedu reaktanata potrebnih za stvaranje
adukta MDA-TBA: i kreatinina i uree koji se inace nalaze u uzorku humanog urina. Kod
ispitivanja interferencija vazno je bilo pracenje fluorescencije na valnoj duljini od 553 nm. Kao

slijepa proba koriStena je destilirana voda.

Prvo je izmjeren spektar za 1% otopinu 0-HsPOs (prilog 1.), nakon toga izmjeren je
spektar za 1% otopinu 0-HsPO4i 0,6% otopinu 2-TBA (prilog 2.) Potom su izmjereni spektri
za 100 mmol/L otopinu kreatinina i 1% otopinu 0-HsPOs, (prilog 3.) te za 5 mmol/L otopinu
uree i 1% otopinu 0-H3PO4 (prilog 4.) Takoder izmjereni su spektri smjese 5 mmol/L otopine
uree, 1% otopine 0-HzPO4 i 0,6% otopine 2-TBA (prilog 5.) te smjese 100 mmol/L otopine
kreatinina, 1% otopine 0-HzPO4 i 0,6% otopine 2-TBA (prilog 6.).

Skup svih spektara prikazan je na slici 8. te su dodana jo§ 2 uzorka koji sadrze poznatu
koncentraciju MDA, odnosno koristene su otopine od 0,50 pmol/L MDA 1 1,01 umol/L MDA.
Pri valnoj duljini od 553 nm intenzitet fluorescencije svih reaktanata, kreatinina, uree i
njihovih kombinacija je zanemariv u odnosu na intenzitet uzorka koji sadrzi MDA u
koncentraciji od 0,5 umol/L te se iz dobivenih rezultata moze zakljuciti da kreatinin 1 urea te
reaktanti reakcije ne pokazuju interferencijski signal prilikom spektrofluorimetrijskog
odredivanja MDA pri 553 nm.
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Slika 8. Fluorescencijski spektri pojedinih reaktanata, uree i kreatinina prilikom ispitivanja

interferencija pri spektrofluorimetrijskom odredivanju MDA

4.2.  Validacija spektrofluorimetrijske metode odredivanja MDA u urinu

4.2.1. Linearnost metode sa standardima pripremljenim u vodi

Pripremljeni standardi u vodi priredeni su u rasponu u kojem se oc¢ekuju vrijednosti MDA u
urinu, odnosno bili su u rasponu od 0,5 umol/L do 6,07 umol/L. Za odredivanje linearnosti
napravljeno je tri mjerenja za svaku koncentraciju. Od dobivenih rezultata mjerenja izraden je
regresijski pravac jednadzbe y=0,1723 x + 0,0298 s koeficijentom korelacije R? = 0,9975 §to
ukazuje na linearnost dobivenog pravca (slika 9.).
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Slika 9. Regresijki pravac dobiven sa standardima pripremljenim u vodi primjenom
spektrofluorimetrijske metode.

U daljnju svrhu validacije odredena je ponovljivost u seriji za koncentracije 0,5; 2,02 i
6,07 umol/L. Za ispitivanje ponovljivosti u seriji napravljeno je pet mjerenja za svaku od tri
spomenute koncentracije te je ponovljivost izrazena kao omjer standardne devijacije i srednje
vrijednosti fluorescencjie za svaku odgovaraju¢u koncentraciju. Dobivene vrijednosti relativne

standardne devijacije (RSD) prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Ponovljivost u seriji sa standardima pripremljenim u vodi primjenom

spektrofluorimetrijske metode

Koncentracija standarda Relativna standardna devijacija (RSD)
[wmol/L] [%]
0,5 3,76
2,02 3,02
6,07 2,25

Ispitana je i ponovljivost iz dana u dan (srednja preciznost) za koncentraciju 6,07

umol/L. Napravljena su tri odredivanja za tu koncentraciju tijekom pet dana te je dobivena

26



prosjecna vrijednost RSD od 4,27%. Vrijednosti ponovljivosti u seriji i vrijednosti ponovljivosti
iz dana u dan bile su manje od 10% $to po standardima ICH ukazuje da je metoda precizna za

odredivanje koncentracije MDA.

Odredena je granica dokazivanja (LoD) i granica odredivanja (LoQ). LoD predstavlja
najnizu koncentraciju MDA koja moze biti detektirana u uzorku i odredena je nakon pet
mjerenja standarda MDA koncentracije 0,5 umol/L. Dobivena je vrijednost od 0,078 pumol/L.
LoQ predstavlja najnizu koncentraciju MDA koja moze biti odredena u uzorku. Dobivena

vrijednost LoQ iznosi 0,237 umol/L.

4.2.2. Validacija metode sa standardima MDA pripremljenima u urinu

Pripremljeni standardi u urinu priredeni su u rasponu od 0,5 pmol/L do 6,07 umol/L. Standardne
otopine priredene su standardnom adicijom, odnosno dodavanjem pripremljenih vodenih
standarda MDA u urin. Ovakav postupak bio je nuzan jer nema uzorka urina u kojem nema ve¢
prisutnog MDA. Za postupak validacije koriSten je samo jedan uzorak urina. Za ispitivanje
linearnosti provedena su tri mjerenja za svaku koncentraciju, kao i za uzorak urina u kojem nije
dodan MDA, tzv urin “nula” koji na grafu predstavlja odsjec¢ak na y osi i prikazuje prisutnu
koncentraciju MDA u uzorku urina. Od dobivenih rezultata mjerenja izraden je regresijski
pravac jednadzbe y = 0,0135 x + 0,0061 s koeficijentom korelacije R?2=0,9901 $to ukazuje na
linearnost dobivenog pravca (slika 10.).
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Slika 10. Regresijki pravac dobiven sa standardima pripremljenim u urinu koristenjem

spektrofluorimetrijske metode

Odredena je ponovljivost u seriji za koncentracije 0,5; 2,02 1 6,07 umol/L. Za ispitivanje
ponovljivosti u seriji napravljeno je pet mjerenja za svaku pojedinu koncentraciju, te je
ponovljivost izrazena kao omjer standardne devijacije i srednje vrijednosti fluorescencije za
svaku odgovarajucu koncentraciju. Dobivene vrijednosti relativne standardne devijacije (RSD)

prikazane su u tablici 4.

Tablica 4. Ponovljivost u seriji sa standardima pripremljenim u urinu koristenjem

spektrofluorimetrijske metode

Koncentracija standarda Relativna standardna devijacija (RSD)
[umol/L] [%0]
0,5 2,02
2,02 5,18
6,07 6,16

Odredena je 1 ponovljivost iz dana u dan za koncentraciju 6,07 umol/L. Napravljena su

tri odredivanja za tu koncentraciju tijekom pet dana te je dobivena prosjec¢na vrijednost RSD

28



od 5,14%. Vrijednosti ponovljivosti u seriji i vrijednosti ponovljivosti iz dana u dan bile su
manje od 10% Sto po standardima ICH ukazuje da je metoda precizna za odredivanje

koncentracije MDA u uzorku urina.

Odredena je granica dokazivanja (LoD) i granica odredivanja (LoQ). LoD predstavlja
najnizu koncentraciju MDA koja moze biti detektirana u uzorku i utvrdena je nakon pet
mjerenja standarda MDA koncentracije 0,5 umol/L. Dobivena je vrijednost od 0,246 umol/L.
LoQ predstavlja najnizu koncentraciju MDA koja moze biti odredena u uzorku vode. Dobivena

vrijednost LoQ iznosi 0,746 umol/L.

4.3. Primjena metode na uzorke urina

U sedam uzoraka urina prikupljenih od zdravih dobrovoljaca odredena je koncentracija MDA
spektrofluorimetrijskom metodom iz ovog rada. Ekscitacija fluorimetra je namjestena na 515
nm, dok je pracenje emisije bilo na 553 nm. Cijeli spektar jednog uzorka prikazan je na slici

11. gdje su jasno vidljivi prijelazi pri valnim duljinama od 515 nm i 553 nm.

f

scencije [f.u.]

£

Intenzitet fluon

500 550 575 600 625

Valna duljina [nm]

Slika 11. Fluorescencijski spektar uzorka humanog urina koji sadrzi MDA
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Mjerenje svakog uzorka je napravljeno u triplikatu i uzete su srednje vrijednosti za
daljnji racun. Koncentracija je dobivena na temelju parametara regresijskog pravca sa
standardima MDA u urinu. Rezultati fluorescencije i pripadajuce koncentracije prikazani su u
tablici 5.

Tablica 5. Intenziteti fluorescencije i odgovarajuce koncentracije MDA u uzorcima humanog

urina dobivenih spektrofluorimetrijskom metodom

Uzorak Fluorescencija Koncentracija
[n] [f.u.] [wmol/L]
1 0,027189 1,562
2 0,021164 1,116
3 0,024701 1,378
4 0,019278 0,976
5 0,021226 1,120
6 0,020500 1,066
7 0,042306 2,680

U ovim uzorcima koncentracija MDA bila je u rasponu od 0,97 do 2,68 pumol/L, odnosno

1,41+£0,59 pumol/L.

4.3.1. Odredivanje koncentracije MDA metodom standardne adicije

Metoda standarde adicije predstavlja rjeSenje kod mogucih interferencija matriksa. U metodi
standardne adicije dodaje se poznata koncentracija standarda u uzorak analita. Metoda
standardne adicije zahtijeva linearan odgovor na dodatak poznate koncentracije standarda. Ta
linearnost u ovom radu je dokazana preko parametara regresijskog pravca sa standardima u
urinu. Prvi se uzorak mjeri bez dodatka standarda, dok se ostali uzorci mjere uz dodatak poznate

koncentracije standarda ¢ime se dobiva regresijski pravac (Skoog i sur., 2014).
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Kako bi sa sigurno$¢u utvrdili da interferencije iz uzorka ne uzrokuju lazno povecanu
koncentraciju MDA provedena je analiza istih 7 uzoraka metodom standardne adicije. Svaki je
uzorak napravljen tako da je dodana poznata koncentracija MDA. U ovom istrazivanju
koriStene su koncentracije standarda MDA od 3,03 pumol/L i 6,07 pmol/L. Svi uzorci su
izmjereni u triplikatu, a koncentracija uzorka dobivena je interpolacijom dobivenih tocaka,
odnosno koriStenjem odsjecka na y osi i nagiba pravca za racun koncentracije prema izrazu b/a
gdje je “b” odsjeCak na y-osi, a “a” nagib regresijskog pravca. Tablica 6. prikazuje srednje

vrijednosti koncentracije za svaki uzorak.

Tablica 6. Koncentracije MDA u uzorcima ljudskog urina izmjerenih metodom standardne

adicije
Uzorak Koncentracija
[n] [umol/L]
1 0,851
2 0,776
3 1,097
4 1,235
5 1,084
6 0,871
7 1,135

U ovim uzorcima koncentracija MDA bila je u rasponu od 0,85 do 1,23 umol/L, odnosno
1,0140,17 pmol/L.

4.3.2. Usporedba rezultata

Metodom standardne adicije vrijednosti MDA bile su 1,01+0,17 pumol/L, dok bez standardne

adicije koristeci se regresijskim pravcem vrijednosti su bile 1,414+0,59 umol/L. Takvu razliku
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u vrijednosti mozemo pripisati prisutnim tvarima u matriksu. Pokazano je kako urea i kreatinin
ne daju interferenciju pri 553 nm pa se moze zakljuciti kako postoje druge molekule koje mogu
uzorkovati smetnje. KoriStenje metode standardne adicije predstavlja nacin za dobivanje
toCnijih rezultata bez potrebe za ispitivanjem daljnjih interferencija te jedini nedostatak

predstavljaju vrijeme i vecéa koliCina reagenasa potrebnih za analizu veéeg broja uzoraka.

U studiji Lee i Kang iz 2008. uzet je urin od 44 kineska dobrovoljaca u razdoblju od tri
tjiedna i mjeren MDA ve¢ razvijenom TBA metodom te je za mjerenje koristen HPLC sa
fluorimetrijskim detektorom. Dobivene vrijednosti za koncentraciju urinarnog MDA bile su
1,52+0,2; 1,38+0,19 te 1,98+1,20 umol/L. U epidemioloskoj studiji iz 2014. godine koju su
proveli Kil i suradnici koristen je HPLC sa fluorimetrom kao detektorom te je na uzorku od
N=500 dobivena vrijednost urinarnog MDA od 2,15+1,60 umol/L. Te su vrijednosti dobivene
s postavljenom valnom duljinom ekscitacije na 515 nm te 553 nm za pracenje emisije. Studija
koju su proveli Drury i suradnici iz 1997. godine napravljena je s TBA metodom te je za
mjerenje korisSten HPLC sa UV-Vis detektorom. U toj studiji je na uzorku od 50 novorodencadi

dobiven interval urinarnog MDA od 0,5 do 2,5 umol/L.

Vrijednosti urinarnog MDA dobivenog u ovom radu primjenom standardne adicije i bez
nje slaZzu se s vrijednostima gore spomenutih studija. Stoga se moze zakljuciti da je optimizirana
spektrofluorimetrijska metoda primjenjiva za mjerenje MDA u humanom urinu. Ipak adicija
poznate koncentracije standarda MDA u uzorak urina predstavlja metodu s kojom se dobivaju

to¢niji rezultati 1 smanjuje utjecaj matriksa.
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5.ZAKLJUCAK
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Ispitivanjem interferencija reagensa TBA testa te kreatinina i uree pri valnoj duljini od 553 nm

pokazano je da ne dolazi do laznih pozitivnih rezultata.

Slaganje rezultata ove studije sa vrijednostima drugih studija koje su koristile HPLC kao
metodu odjeljivanja prije detekcije fluorimetrom pokazuje kako je ova metoda precizna i
pouzdana te se moze koristiti za odredivanje MDA u urinu kao biljega oksidativnog stresa

organizma.

Spektrofluorimetrijska metoda je brza u usporedbi s HPLC-FL, HPLC-UV/Vis metodama te je
posebno pogodna za veliki broj uzoraka jer za razliku od HPLC-a, skeniranja
spektrofluorimetrom traju 10 s. Ova metoda je i jeftinija od HPLC metoda jer ne zahtijeva

koriStenje organskih otapala.

Primjenom metode standardne adicije dodatkom MDA poznate koncentracije u mjereni uzorak
urina dulje je vrijeme mjerenja po uzorku, ali se time eliminira utjecaj matriksa na samo
mjerenje te je koncentracija MDA dobivena tim putem bolji pokazatelj stanja samog MDA u

urinu.

Slaganje rezultata ove studije s vrijednostima drugih studija koje su koristile HPLC kao metodu
odjeljivanja prije detekcije fluorimetrom pokazuje kako je metoda odredivanja MDA u urinu
pomocu 2-TBA te standardnom adijcijom standarda MDA poznate koncentracije u uzorak
precizna i pouzdana te se moze koristiti za odredivanje MDA u urinu kao biljega oksidativnog

stresa organizma.
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SAZETAK

Optimiziranje spektrofluorimetrijske metode za odredivanje malondialdehida u urinu

Marko Nezié¢

Spektrofluorimetrija predstavlja jednu od osjetljivnijih metoda s obzirom na mogucnost
detekcije zeljenog spoja u smjesi bez prethodnog odjeljivanja. Malondialdehid (MDA) je
stabilan produkt lipidne peroksidacije te je uzet za mjerenje razine oksidacijskog stresa u

uzorcima humanog urina.

Metoda koristena u ovom radu za odredivanje koncentracije MDA u urinu temelji se na
reakciji MDA s dvije molekule 2-tiobarbituratne kiseline (2-TBA) pri visokoj temperaturi od
90°C i kiselim uvjetima koji su postignuti koriStenjem 1% otopine o-HsPOa. Prije mjerenja
ispitane su interferencije koriStenjem kreatinina, uree, 2-TBA i 0-H3POs. Ispitivanja su
napravljena na spektrofluorimetru OLIS RSM 1000F s ekscitacijom na A=515 nm i detekcijom
emisije na A=553 nm. Ispitivanja interferencija nisu pokazala znaCajan signal ispitanih
supstancija pri A=553 nm. Za validaciju metode koristeni su standardi otopine MDA dobiveni
razrjedivanjem mati¢ne komercijalne otopine 1,1,3,3-tetractoksipropana te su izradeni
standardi u rasponu od 0,5 do 6,07 umol/L. Validacijom u vodi dobiven je regresijski pravac
y=0,1723x+0,0298 s R?>=0,9975. Ponovljivost u seriji za koncentraciju standarda 2,02 umol/L
iznosila je 3,02%, dok je ponovljivost iz dana u dan bila 4,27%. Granica detekcije bila je na
0,078 pmol/L, a granica odredivanja na 0,237 umol/L. Kod validacije u urinu dobiven je
regresijski pravac y=0,135x+0,0061 s R?=0,9901. Ponovljivost u seriji za koncentraciju
standarda 2,02 pmol/L iznosila je 5,18%, dok je ponovljivost iz dana u dan bila 5,14%. Granica

detekcije bila je na 0,248 pmol/L, a granica odredivanja na 0,746 pmol/L.

Mjerenjem koncentracije MDA u urinu sedmorice zdravih dobrovoljaca i izraunom
koncentracije pomocu kalibracijske krivulje dobivene su vrijednosti koncentracije MDA
1,41£0,59 pmol/L. Kako bi se ponisStio utjecaj matriksa isti su uzorci izmjereni metodom
standardne adicije poznate koncentracije MDA te su dobivene vrijednosti 1,01£0,17 pmol/L.

Dobivene vrijednosti validacije i rezultata mjerenja uzoraka upuc¢uju na to kako su obje metode
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pouzdane za mjerenje koncentracije MDA u urinu, ali metoda standardom adicijom daje to¢nije

vrijednosti.

Kljuéne rijeci: Spektrofluorimetrija, lipidna peroksidacija, malondialdehid, standardna adicija,
validacija, optimiziranje
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SUMMARY

Development of the spectrofluorimetric method for determination of

malondialdehyde in urine

Marko Nezi¢

Spectrofluorometry is one of the more sensitive methods with the ability to detect the desired
compound in a mixture without prior separation. Malondialdehyde (MDA) is a stable product

of lipid peroxidation and is used to measure oxidative stress levels in human urine samples.

The method used in this work to determine the MDA concentration in urine is based on
the MDA reaction with two 2-thiobarbituric acid (2-TBA) molecules at high temperature of
90°C and acid conditions achieved using a 1% o-HsPO4 solution. Before measurement,
interferences were investigated using creatinine, urea, 2-TBA and 0-H3sPOa. Tests were made
on the spectrofluorimeter OLIS RSM 1000F with excitation at L = 515 nm and detection of
emission at A = 553 nm. Interference tests did not demonstrate a significant signal of the tested
substances at A = 553 nm. Standard validation of the MDA solution obtained by diluting the
commercial solution of 1,1,3,3-tetraethoxypropane was used to validate the method and to make
standards ranging from 0,5 to 6,07 umol/L. Validation in water gives the regression line y =
0.1723x + 0.0298 with R? = 0.9975. Repeatability for the 2,02 umol/L standard concentration
range was 3,02%, and day-to-day repeatability was 4,27%. The detection limit was 0,078
pmol/L and the limit of quantitaion was at 0,237 pmol/L. After the validation in the urine a
regression line was obtained y = 0.135x + 0.0061 with R? = 0.9901. Repeatability for the 2,02
umol / L standard concentration range was 5,18%, while the day-to-day repeatability was

5,14%. The detection limit was 0,248 umol/L and the limit of quantitaion was at 0,746 pmol/L.

Measuring the MDA concentration in the urine of seven healthy volunteers and
calculating the concentration by means of the calibration curve, were obtained MDA
concentrations of 1,41+0,59 umol/L. In order to overcome the impact of the matrix, the same
samples were measured by the standard addition method adding a known concentration of
MDA and the obtained values were 1,01+£0,17 pmol/L. The obtained values from validation

and the measurement results of the samples indicate that both methods are reliable for
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measuring MDA concentration in urine, but the standard addition method gives more accurate

values.

Keywords: Spectrofluorimetry, lipid peroxidation, malondialdehyde, standard addition,

validation,
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Prilog 2 - Fluorescencijski spektar 1% 0-H3POs i 0,6% otopine 2-TBA
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Prilog 4 - Fluorescencijski spektar 1% 0-H3POasi 5 mmol/L otopine uree
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Prilog 6 — Fluorescencijski spektar 1% 0-HsPO4, 100 mmol/L otopine kreatinina i 0,6%

otopine 2-TBA
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Prilog 7 — Fluorescencijski spektri standarda MDA u rasponu od 0.5 do 6.07 umol/L
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SUMMARY

Spectrofluorometry is one of the more sensitive methods with the ability to detect the desired compound in a mixture
without prior separation. Malondialdehyde (MDA) is a stable product of lipid peroxidation and is used to measure
oxidative stress levels in human urine samples. The method used in this work to determine the MDA concentration in
urine is based on the MDA reaction with two 2-thiobarbituric acid (2-TBA) molecules at high temperature of 90°C and
acid conditions achieved using a 1% 0-HsPO, solution. Before measurement, interferences were investigated using
creatinine, urea, 2-TBA and 0-H3PQO,. Tests were made on the spectrofluorimeter OLIS RSM 1000F with excitation at
A =515 nm and detection of emission at A = 553 nm. Interference tests did not demonstrate a significant signal of the
tested substances at A = 553 nm. Standard validation of the MDA solution obtained by diluting the commercial solution
of 1,1,3,3-tetraethoxypropane was used to validate the method and to make standards ranging from 0,5 to 6,07 pmol/L.
Validation in water gives the regression line y = 0.1723x + 0.0298 with R2 = 0.9975. Repeatability for the 2,02 pmol/L
standard concentration range was 3,02%, and day-to-day repeatability was 4,27%. The detection limit was 0,078 umol/L
and the limit of quantitaion was at 0,237 pmol/L. After the validation in the urine a regression line was obtained y =
0.135x + 0.0061 with R? = 0.9901. Repeatability for the 2,02 umol / L standard concentration range was 5,18%, while
the day-to-day repeatability was 5,14%. The detection limit was 0,248 umol/L and the limit of quantitaion was at 0,746
pmol/L. Measuring the MDA concentration in the urine of seven healthy volunteers and calculating the concentration
by means of the calibration curve, were obtained MDA concentrations of 1,41£0,59 pmol/L. In order to overcome the
impact of the matrix, the same samples were measured by the standard addition method adding a known concentration
of MDA and the obtained values were 1,01£0,17 umol/L. The obtained values from validation and the measurement
results of the samples indicate that both methods are reliable for measuring MDA concentration in urine, but the standard
addition method gives more accurate values
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