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Volné radikaly a reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vysoce reaktivni molekuly schopné
modifikovat biomolekuly vcetné DNA. 5',8-cyklo-2'-deoxynukleosidy predstavuji skupinu
DNA 1ézi vyznacujici se sou¢asnym poskozenim sacharidové slozky a nukleové baze stejného
purinového nukleosidu a spole¢nés 8-0x0-2'-deoxypuriny patii do hlavni skupiny 1ézi

vznikajicich atakem volnych radikali (véetné hydroxylového radikalu).

Kvantifikace oxidativné a volnymi radikaly zptisobenych DNA 1ézi jako biomarkert
oxida¢niho stresu hraje vyznamnou roli ve studiu jejich vlivu na lidské zdravi a nemoci. Pro
kvantifikaci téchto DNA 1ézi ve vzorcich ozafovanych gamma paprsky bude pouzito spojeni
tandemové spojeni hmotnostni spektrometrie a vysoce ucinné kapalinové chromatografie
(LC/MS/MS). Pred nastfikem do LC/MS/MS, ozafené vzorky podrobené enzymatickému
Stépeni za ucelem ziskani volnych nukleosidd musi byt odsoleny a DNA 1éze musi byt

separovany od neposkozenych nukleosidi.

Pro separaci (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoxyadenosinu; (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoxyguanosinu; (5'S)-
5',8-cyklo-2'-deoxyadenosinu; (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoxyguanosinu; 8-0xo-2'-deoxyguanosinu
a 8-oxo-2'-deoxyadenosinu od 2'-deoxyadenosinu; 2'-deoxycytidinu; 2'-deoxyguanosinu a 2'-
deoxythymidinu ve vodnych roztocich (bez soli) a pro sbirdni separovanych DNA 1ézi byla
vyvinuta HPLC/UV metoda. Anality byly separovany pomoci Phenomenex LUNA C18 (2)
[150x4,6 mm; 5um] analytické kolony chranéné Phenomenex LUNA C18 (2) [30 x4,6 mm; 5um]
predkolonou s pouzitim gradientové eluce, acetonitrilu (ACN) a 2 mM mravencanu sodného jako
mobilni faze. Pratok mobilni faze byl 1 mL/min. Pro detekci byl pouzit UV-detektor s detekei pti
260 nm. Separované DNA 1éze byly sbirany pomoci Gilson FC 203B frakéniho kolektoru

Vv danych ¢asovych intervalech.



Vytéznost HPLC byla 100 + 2%; vytéznost z nasledné lyofilizace byla v intervalu od 77% do
103%, nicméné dalsi a presné&jsi data budou ziskana z LC/MS/MS analyzy. Tato metoda bude

dale aktualizovana pro vzorky obsahujici soli ve stejné koncentraci jako v realnych vzorcich.



