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SOUHRN

PredloZzena diplomova prace se zabyva problematikmihaSmazu ve vztahu kteni
analytickych vlastnosti.

Souwasti prace bylo a¥it metodiku stanovenigh trid lipidt, ktera byla jiz v minulosti

k analyze vzorik usniho mazu pouzivana. Modifikace stavajiciho gratho postupu, které
nejlépe vypovidaly byly naslednpouzity k vlastni analyze 23 vzdrkuSniho mazu se
zaneienim na zavislostighi lipidovych frakci cerumina (fosfolipidy, diacyligceroly, volné
mastné kyseliny, triacylglyceroly a estery choledtd. Separace byla prov&th metodou
preparativni chromatografie na tenké véstv

Ziskana experimentalni data byla statisticky vylom#ma, k analyze dat byla pouzita analyza
rozptylu, metoda hlavnich komponent, faktorova yrebk analyza shluk

Analyza rozptylu testovala vyznamnost faktqgracient a opakovatelnost. Faktor pacient je
statisticky vyznamny zatimco opakovatelnost jeigtiaky nevyznamna. Metoda stanoveni
usniho mazu pomoci preparativni tenkovrstevné chtognafie je tedy reprodukovatelna a
nedochazi ke zémadm sloZeni viznych ¢astech naakumulovaného vzorku usniho mazu.
Rozdily pozorované mezi jedinci jsou statistickgrgmne.

Pomoci exploratorni analyzy dat byla prokazana adestid prongnlivost v datech i
vySetovanych znak uSniho mazu, ktera potvrdila moznost uZziti dal$fetiod vicerozrrné
statistické analyzy. JelikoZada znak pii vySefovani metodou exploratorni analyzy
nazng&ovala dostatou korelaci, mohla se nasleédprovést metoda hlavnich komponent i
faktorova analyza. Metodou hlavnich komponent aafibzdrojové matice stdnich hodnot

u peti vySetovanych znak fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - DG, volné mawt kyseliny -
VMK, triaclyglyceroly - TG a estery cholesterolu ECH s vyuZitim Hornovy pivotovée
polosumy malého vylsu byl zjiS€n optimalni pdet hlavnich komponent dva bylo
odhaleno, Ze volné mastné kyseliny a diacylglygesdhé pozitivré koreluji, diacylglyceroly

s volnymi mastnymi kyselinami nekoreluje s fosfalyp ani s estery cholesterolu, a ze
fosfolipidy negativi koreluji s estery cholesterolu. UZitim metody &hliylo zjiS€no, Ze
triacylglyceroly, volné mastné kyseliny a diacylegyoly jsou si vzajenthpodobné, avSak
silné¢ nepodobné s estery cholesterolu a s fosfolipidy.

Prace odhalila nové informace tykajici se problégaiSniho mazu aifspéla tak k roz&eni

znalosti o uSnim mazu.



Kli¢ova slova: cerumen, slozeni, vicer@zne statistické metody, tenkovrstevna

chromatografie



SUMMARY

The thesis considers the topic of the earwax arsalypecifically, the accuracy of the
standard used methodology and its analytical ptgser

Firstly the established Thin Layer Chromatographsthradology of the five lipid fractions
separation was verified. Than the currently usetirigjues were optimized and subsequently
utilized for the analysis of the earwax on the slengd 23 subjects with regards to the five
earwax lipid fractions (phospholipids, diglycerigeBee fatty acids, triglycerides and
cholesterol esters) separation. The obtained axpetal data were statistically evaluated
adopting the Analysis of Variance, Principal Comgats Analysis, Factor Analysis and
Clusters Analysis.

Using the Analysis of Variance the significance thé “patient” and “repeatability (of
measurements)” factors was assessed. The factoierifawas appraised as statistically
significant whereas the factor “repeatability (ofasurements)” as statistically insignificant.
Based on the results it was concluded that the aaranalysis, using the Thin Layer
Chromatography methodology, is repeatable and dngposition of the diverse parts of the
accumulated earwax sample can be regarded as rsifffila differences between the tested
subjects were assessed as statistical significant.

Adopting the Exploratory Data Analysis the suffidievariability of the five investigated
earwax attributes and thus the possibility of udimgher multidimensional statistic analysis
was verified. Since the correlation between moghefattributes was found, the consecutive
use of Principal Components Analysis and Factodysiawas confirmed.

Utilizing the Principal Components Analysis (usithige average values source matrix of the
five phospholipids investigated attributes - diglsides, free fatty acids, triglycerides and
cholesterol esters — and exploiting Horn’s Estiorabf Average Values method) the optimal
number of main component (i.e. two) was found. fk@ntthe strong positive correlation
between diglycerides and free fatty acids, anyetdation between diglycerides/ free fatty
acids and neither phospholipid nor cholesterol restenegative correlation between
phospholipids and cholesterol esters were revealed.

Adopting the Clusters Analysis the similarity ofljicerides, free fatty acids and triglycerides
but also their unlikeness to cholesterol esterspdmodpholipids was disclosed.

In the thesis new information regarding the cutyensed earwax analysis methodology were
disclosed, that can further improve the earwax éxation techniques.



Key words: earwax, composition, multidimensionalistical analysis, Thin Layer

Chromatography
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1 UVOD

USni maz je fyziologicky produktiZze zevniho zvukovodu, ktery je &sh produkié
Zlazek zevniho zvukovodu, oloupanych epitelii, \dgraych chloupk a do zvukovodu
zanesenych @estost.

Analyzou uSniho mazu bylo zj&to, ze d¥¢ hlavni slozky usSni mazu jsou lipidy a
proteiny. BliZ8i analyzou lipidové sloZky uSnihozuaylo vyzkouméano, Ze obsahuje mastné
kyseliny, cholesterol, triacylglyceroly, estery tsierolu a dalSi lipidové latky].

PrestoZze se'ada autak se zabyvala sloZzenim uSniho mazu, stale nejsokrytyz

vSechny vlivy @isobici na jeho slozeni.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Chromatografické metody

2.1.1 Princip chromatografickych technik

vvvvv

Chromatografie je jednou z nejpouzivgich fyzikalre-chemickou sepatai
metodou, ktera je vyuzivana Ekldni velmi sloZitych srsi, identifikaci, kvantifikaci,
analytické kontrolecistoty barviv, I€iv, rozpoustdel a k pecisteni chemikalii. Siroké
uplatreni nalezla v biochemii, farmakologii a toxikologV. klinické biochemii ma vyznam
pii déleni steroid, lipidia, aminokyselin, sacharid¢i hormoni. Pro rutinni kvalitativni a
kvantitativni analyzu je v praxi nejpouzivgdi chromatografie na tenkych vrstvach,
vysokoinné kapalinova chromatografie nebo chromatoggafiaoval2].

Zakladnim principem v8ech chromatografickych tekhaictleni slozek vzorku mezi
dv¢ navzajem nemisitelné faze stacionarni a mobilni Dochazi k postupnému,
mnohonasobh opakovanému vyt¥éni rovnovaznych stéav mezi dema fazemi [3].
Stacionarni faze je nepohybliva a mobilni je potwbl

Samotné &eni sloZek vzorku je zaloZzeno na tom, Ze rychfosttybu jednotlivych
rozpusénych molekul je zavisla na rogddvani €chto molekul mezi stacionarni a mobilni
fazi[4].

Mobilni fazi je kapalina nebo plyn, jimiZ je starmwana latka z kolony nebo z tenké
vrstvy postups vymyvana dle jeji afinity. Stacionarni fazige tvait kapalina zakotvena na
tuhém nosgii nebo tuhy sorbent. &ené latky jsou na kol@an nebo na tenké vrsiv
zachycovany siznou afinitou. Tak dochazi k postupnémiledi sngsi, nejrychleji migruji
sloZzky, které maji nejmenSi afinitu k stacionarazifa nejvice jsou zadrZzovany slozky

S nejtsi afinitou k stacionarni fazi.

2.1.2 Rozdleni technik chromatografie
Chromatografické techniky se ra#dji podle rékolika hledisek:

a) podle skupenstvi mobilni faze:
» kapalinova chromatografie — mobilni fazi je kapalin

* plynova chromatografie — mobilni fazi je plyn
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b) podle usptadani stacionarni faze:
» kolonova chromatografie — stacionarni faze je unét koloré
» plo3né techniky
0 papirovA chromatografie — stacionarni faze je c¢asii
chromatografického papiru
o tenkovrstevna chromatografie — stacionarni faaenéstna na pevném
plochém podkladu (na sklemé desce, hlinikové folii)

c) podle fyzikalniho principu, ktery probiha:

» podle rozdlovaciho koeficientu (rozflovaci chromatografie)

» podle svychitiznych adsorgnich koeficieli (adsorgni chromatografie)

» podle velikosti disocinich konstant na zékladrozdilného elektrického naboje

(iontomeni¢ova chromatografie)

» podle velikosti relativnich molekulovych hmotnogélova chromatografie)

» podle specifické afinity k @¢itému ligandu (afinitni chromatografie)
d) podle zfisobu provedeni:

* na papie

* v kolorg

* natenkych vrstvach
e) podle zpsobu zavaghi vzorku na kolonu a podle €hi sily pouzité mobilni faze se
rozliSuji i techniky vyvijeni:

» frontélni vyvijeni — vzorek sefpadi kontinualw

» vytésiovaci vyvijeni — vzorek serfipadi diskontinuéla

* elwni vyvijeni — vzorek se fivadi diskontinuald a jeho sloZzky jsou na kolén

sorbovany siltji, nez slozky mobilni fazg3].

VSechny tyto rozéleni jsou pouze orientai, neb@ mnohdy se mohou upfaivat dva

mechanismy zarowenebo naopak podstatalidiho procesu nemusi byt zcela objasa[2].

2.1.3 Tenkovrstevna chromatografie
Tenkovrstevna chromatografie (TLC — Thin Layer Chabtography) ma oproti

M AL

papirové chromatografii vysskianost, kratSi dobu migrace a tedy i kratSi celkodmbu

analyzy. K samotnémuwtieni dochazi $ pratoku mobilni faze tenkou vrstvou jemnozrnného
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sorbentu nebo nas zakotvené faze, ktery je dwolné¢ uloZzen nebo fixovan na vhodné
podlozZce. Podlozku t¥obud’ skleréena deska, hlinikova nebo plastova fgbe 6.

V tenkovrstevné chromatografii se pouzivaji adsotjpecoz jsou tuhé latky schopné
reverzibilre vazat na svém povrchu v aktivnich centrech jirgugniny v kapalné nebo
plynné fazi isobenim fyzikalnich nebo chemickych sil. Vysoceaktsorbent pouta latky
tak silrg, Ze Astanou fixovany na startu. Naopak malo aktivni eontbpouta latky velmi
slakg, takze latky postupuji &lem eléniho ¢inidla [6]. Na sobenty jsou kladeny vysoké
pozadavky tykajici seistoty, zrréni pogipact dalSich vlastnosti. Mezi ngsgji pouzivané
adsorbenty péit silikagel, oxid hlinity, kemelina, celit, Skrob nebo praskovy Skidh 7).
Silikagel Ize s vyhodou pouzivatighromatografii polarnich latek, jelikoz wjnze meénit

jeho aktivitu napiklad hocasté&né deaktivovat.

2.1.3.1 Experimentélni postup tenkovrstevné chromagrafie
Vzorek se nejprve musi rozpustit ve vhodném rozgdies které musi bytékave,

nesmi chemicky poSkozovat chromatogram a musi byt fistot. Na chromatogramu
vyznaime tuzkou start a body pro naneseni viokkzdalenost mezi jednotlivymi vzorky by
méla byt 1,5 aZz 2,5 cm od sebe. Na a@r@ mista se pomoci mikrokapilérmikropipet
nanese p#ivé vzorek. Po odpani rozpouddla je mozZné nanést vzorek znovu, a tak
postupovat, dokud se nesfadiuje cely objem vzorku. Po naneseni vzorku senchtragram
ponechda vyvijet v uzaeném prostoru nasyceném parami rozpmlidt V chromatografické
komare je na da vrstva mobilni faze, do které se chromatografid&éka umisti tak, aby start
byl asi 1 cm nad hladinou rozpoédia. Chromatogram se nechéfetinou dobu vyvijet a
pak se provede jeho detekcéed detekci je nutno chromatogram vysusit.

Rozdlené slozky putuji u TLC v podébskvrn, které Ize detekovat pomoci vhodné

fyzikalni, chemické&i biologické metody

2.1.3.2 Kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni utenkovrstvé chromatografie
Kvalitativni hodnoceni chromatogramu je zaloZenadeatifikaci roz&lenych slozek.

Porovnanim ziskanych elnich dat jednotlivych sloZek vzorku se &asré ziskanymi daty
standardnich latek je mozno potvrdit identitu neapéh komponent analyzovaného vzorku
[3]. Kazd& latka m& svou charakteristickou polohuréise vyjatuje pomoci retefmiho
faktoru R-. Reterni faktor je pordr vzdalenosti $edu skvrny od startu ku vzdalenostla

mobilni faze ku startu.
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Specificka detekce roztknych slozek je také saasti kvalitativni analyzy. Je mozno
pouzit metody fyzikalni, chemicke biologické detekce.iPuziti metody fyzikalni detekce se
vyuzivA z&eni viditelného, ultrafialoveho nebo infexveného, které dopada na
chromatogram.Rada latek absorbuje &o urité vinové délky, ¢ehoz lze vyuzit H
prohlizeni chromatogramu. U chemické detekce séipduozprasovg kterym se cela deska
chromatogramu padka a chemickou reakci latky s detekm ¢inidlem vzniké& barevna nebo
fluoreskujici latka. Jako deté&ki ¢inidlo slouzi kyselina sirova, kyselina dirsh, dichroman
sodny, manganistan draselny, koncentrovany hydraxideldtada specifickychéinidel.
Biologicky zpisob detekce je zalozZen riggtad na tom, Ze se vyuZzije biologickych vlastnosti
latky k zastavenitistu mikroorganis [8].

Ke kvantitativnimu hodnoceni lzgigtupovat déma zgisoby — analyzouffimou (in
situ) a vyhodnocovanim n#mym (po eluci). BEma metoda vyhodnoceni kvantity je
podstatd méré¢ caso¥ narana. Rimé neieni skvrn se provadi rigjstji optickymi
metodami denzitometricky, kdy se Zjife stupé ztmavnuti tenké vrstvy v misskvrny[9].
Neprimé vyhodnocovani je zaloZzeno na extrakci latkgnké vrstvy a nasledném stanoveni
jednotlivych slodenin spektrofotometricky v ultrafialove, intrervené i viditelné oblasti,
piipadreé fluorimetricky ¢i jingmi metodami. Chromatografie slouzi ¥pact pouziti

negimeého vyhodnocovani kvantity pouze jako preparatmatodd 3].
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2.2 Lipidy

2.2.1 Obecné poznatky o lipidech
Lipidy jsou heterogenni skupina st@min, kterd ma ifmo ¢i nepimo vztah

k mastnym kyselinam. Jejich sp&h@u vlastnosti je relativni nerozpustnost veé&adiobra
rozpustnost v nepolarnich rozpattiech jako ether, chloroform a benzt)]. Lipidy jsou
dulezitou slozkou potravy nejen pro svou vysokou geeckou hodnotu, ale i pro obsah
esencialnich mastnych kyselin a vitaifozpustnych v tucich.

V téle slouzi lipidy jako pimy i negimy zdroj energie. U &kterych organ a
v podkozni tkani maji funkci tepelného izolatoruepslarni lipidy vytvéeji elektrickou
izolaci, kterd umaoiuje rychlé Sieni depolarizénich vin podél myelinizovanych nervovych
vlaken[10]. Lipidy se spontanhorientujici do mono- a dvojvrstev, vytedi strukturni jadro
biomembrari11].

Lipidy rozcklujeme na:

* jednoduché
» slozené
e prekurzory a odvozené lipidy

Jednoduché lipidy jsou estery mastnych kyseliizaymi alkoholy. Hlavnimi a
neiasgjsSimi mastnymi kyselinami v lipidech u savgsou kyseliny palmitov4, stearova a
olejova [12]. Rozdily v chemickych vlastnostech jednoduchygbidii jsou zmisobeny
predevsim jejich alkoholovou sloZzkou. Do skupiny jedachych lipidi setadi tuky a vosky.
Tuky jsou estery vysSich mastnych kyselin s glyleeno Tekuté tuky se nazyvaji oleje a
obsahuji pevazr estery nenasycenych mastnych kyselin. Vosky jseterg vySSich
mastnych kyselin s vy3simi jednosytnymi alkoholy.

Slozené lipidy jsou estery, které obsahuji kkomastnych kyselin a alkoholu navic
dalSi skupiny. Slozené lipidy maji amfifilni chatak Mezi slozené lipidy p#tfosfolipidy,
glykolipidy (glykosfingolipidy) a ostatni slozenipidy.

Fosfolipidy jsou lipidy, které obsahuji krénmastné kyseliny a alkoholu navic zbytek
kyseliny fosforéné popipad dusikaté bazeti dalSi substituenty. Fosfolipidy se déle

roz&luji na glycerolfosfolipidy a sfingolipidy. U glycelfosfolipidi je alkohol glycerol, u

sfingolipidi  sfingosin. Glykolipidy obsahuji mastnou kyselinsacharidovou slozku a
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sfingenin. Do skupiny, ktera zahrnuje ostatni sh@&épidy pati sulfolipidy, aminolipidy a

mohou sem byt Zazeny i lipoproteiny.

Mezi prekurory a odvozené lipidy pamastné kyseliny, glycerol, steroidy, alkoholy
véetnd glycerolu a sterdl, mastné aldehydy a ketolatky, uhlovodiky, v tucfozpustné

vitaminy a hormony10Q].

2.2.2 Fyziologicky vyznamné lipidy

Mastné kyseliny se vyskytuji hlagv podol& esteti v prirodnich tucich a olejich, ale
mohou byt pitomné i v neesterifikované foknv podol volnych mastnych kyselin, které
jsou transportni formouifitomnou v krevni plazgn V ptirodnich tucich maji mastné kyseliny
vétSinou newtveny fetzec obsahujici sudy pet uhlikovych atorin Retszec miZe byt
nasyceny (neobsahuje zadné dvojné vazby) nebo ymmras (obsahuje jedndi vice
dvojnych vazeb]10]. Mastné kyseliny jsou zakladni stavebni slo¥kgly sloZenych lipidl,
jsou dilezitym zdrojem metabolické energie a zapojuji gdibsyntetickych a katabolickych
dgja [13).

Triacylglyceroly jsou hlavni zasobni formou mastmykyselin, tvéi az 95% lipidi
v plaznme a zasobnich tkanidi3]. Strukturré jsou triaclyglyceroly estery alkoholu glycerolu
a mastnych kyselin. Viprodnich lipidech ma jen velmi mal#@st stejnou mastnou kyselinu
na vsSech esterovych pozicich,¢étSinou se jednd o smiSené acylglycerd$Q].
Triacylglyceroly slouZi jako zasobarna energie.

Glycerofosfolipidy jsou estery 1,2-glycerol-3-fosftné kyseliny, jejichz fosfatovy
zbytek tvdi diestery s aminoalkoholy ethanolaminem a cholinsemydroxyaminokyselinou
serinem a s cyklickym alkoholem inositoleifi4] Glycerolfosfolipidy jsou hlavnimi
stavebnimi jednotkami lipidové dvojvrstvy hignych biomembrapl3].

Sfingolipidy maji ve své strukta jako zaklad nenasyceny aminoalkohol sfingosin.
V ptirok je nejroz&iensjSim typem sfingolipid sfingomyelin a daldi vyznamné sfingolipidy
jsou ceramid, cerebrosid a gangliosidy. Sfingolpjgou velmi roz&ené a maji dlezitou
Ulohu v nervové tkani a v bagné membra#

Cholesterol je nejzn&jsi steroid a je prekurzoremady dilezitych latek, mezi které
pati Zlucové kyseliny, nadledvinové a pohlavni hormony, mita D, srdéni glykosidy a
dalSi steroidni latky. Cholesterol je rae$i ve vSech hikach gla, zvlas¢ v nervové tkani,

plazmatické membréra v lipoproteinech krevni plazmy.
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2.3. Anatomie ucha
Anatomicky se sluchavrovnovazny organ rozthje na periferni a centralriast.

Perifernicast se di na zevni, sedni a vnitni ucho. Centralniast obsahuje sluchové drahy a
sluchové centrum.

K zevnimu uchu (auris externa) fiatSni boltec a zevni zvukovod, ktery je zatem
bubinkem. Sedni ucho (auris media) je #emo bubinkovou dutinou, ve které jsou ulozeny
téi sluchové kstky, pneumatickym systémem spankové kosti a Ehlstaw trubici.

K vnitinimu uchu (auris interna) nalezi vestibulum, palblavité chodhiky a hlemyz’.

2.3.1. Zevni ucho
Nejsnadsji pozorovatelnoucasti zevniho ucha je boltec (auricula), parovy orga

plochého tvaru, ktery jefipojen k hla¥ v Ghlu 20-45 Boltec je (s vyjimkou usniho katku)
tvoren elastickou chrupavkou (cartilago auriculae)r&te z obou stran kryta bolatévre
zasobenou ¥i. Jeho horni okraj jefiblizné ve vySi kdene nosu, spodni ve vysSi spina
nasalis anteriof15]. | pfes zn&nou individualitu boltce na &m lze pozorovat &kolik
charakteristickych anatomickych Gtuarelix — zevni zavinuty okraj boltce, anthelix alv

v ploSe boltce, rovnaliny s helixem a lemujici cavum conchae, conchaalae — jamka na
zevni ¢asti boltce kolem otvoru, kterym bolte¢ephazi do zevniho zvukovodu, tragus —
plochy hrbolek ohradujici vstup do zvukovodu zégdu a antitragus — maly hrbolek
uzavirajici conchu zezadg|.

Boltec se néalevkowit zuzuje a pechazi do zevniho zvukovodu (meatus acusticus
externus), trubice s#jici k stedousSni dutiy, od které je odédlen bubinkem. Zevni
zvukovod se di na ¢ast chrupasitou (zevni 2/3) &ast kostnou (vnitni 1/3). Zvukovod je
uvnitt  vystlan Kizi, ktera pevé adheruje k perichondriu a periostu. V chrupsm
zvukovodu jsou fitomny chlupy (tragi) a p@tné Zlazy mazové (sebacedzni) a modifikované
apokrinni Zlazky (glandulae ceruminosdd)]. Zevni zvukovod pini funkci sluchovou
(prevod zvukovych vin k bubinku) a funkci ochraridi

Bubinek (membrana tympani) je ovalna, tenka vazvblanka odélujici od sebe
zevni zvukovod a stdousni dutinu. Bubinek je posazen Sikmo k podébke zvukovodu.
Bubinek mé& i vrstvy odliSné histologické stavby — zevni (kgzrtvoii vrstevnaty
dlazdicovity epitel, vniini (sliznini) jednovrstevny plochy epitel, a mezi kozni arstini

plochou se nachazi vrstva vaziva.
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2.3.2 Stedni ucho
Stredousni dutina (cavum tympani) je maly Kokovity prostor ve spankové kosti.

Tato dutina tvaru if@sypacich hodin je vystlana tenkou sliznici a Easigou trubici je
spojena s nosohltanem. VéestouSni dutié jsou gitomny fti sluchové kstky (ossicula
auditus) a dva drobné svaly - nagiraubinku (musculus tensor tympani) a svalihkovy
(musculus stapedius)

Kladivko (malleus) je &stka kyjovitého tvaru, jehoz hlavice &nyiva vysoko nad horni
okraj bubinku a na zadni steama zakivenou ploSku pro skloubeni s kovadlinkou. Hlavice
kladivka pokrauje pres keek kaudald v rukoje’ kladivka, ktera je srostla s bubinkem, a ve
dva drobné vykrky sneiujici zevré a ved. Kovadlinka (incus) tud stredni ¢ast retézce
sluchovych kistek. Jeji ¢lo vpiredu nese sedlovitou kloubni plochu pro skloubeniagici
kladivka, dozadu zé& vystupuje kratké a dlouhé raménkaninek (stapes) twd posledni
castietézce sluchovychikstek. Hlaviceitminku se spojuje s dlouhym raménkem kovadlinky.
Svou bazi zapadd&minek do ovalného okénld5]. Sluchové kstky vytvaeji pohybliv
(kloubrg) spojenyietzec mezi bubinkem a ovalnym okénkem. Hlavnim ukotehmoto
iettzce je penos cheni bubinku, zfisobeného dopadajicimi zvukovymi vinami do
nitrousniho labyrintu vypkného perilymfou [15]. Prevodem pes tento systém
nerovnoramennych pak dochazi flemené vibraci (zvuku) s malou intenzitou a velkou
amplitudou na bubinku na vibrace o malé ampétuale velké intenz¥, které se dale i
vnitfnim uchem.

Sval napin& bubinku je uloZzen ve spankové kosti paralednje gipojen k rukojeti
kladivka. Svalitminkovy se upina na hlavidiminku. Sval napirabubinku a svaliminkovy
maji ochrannou funkci branici poSkozeni sluchovéhganu pi nadnérnych zvukovych
podretech, nebd mohou pizpusobovat napnuti bubinku a postaveitek sile dopadajiciho
zvuku.

Sluchova trubice, tuba auditiva (Eustachi), je sl@ osoby dlouha asi 40 mm, ma
Strbinovity prifez a skladad se z laterdini kosd ¢asti a medialni chrupaié casti.
Eustachova trubice spojuje fatlousni dutinu s nosohltanem. Jeji fukce ¢B@o ve
vyrovnavani atmosfeérickeho tlaku v nosohltanu lauthae stedousni dutiéi[16].

Pneumaticky systém v mastoidalnim ¥¥ku spankové kosti je tven souborem
dutinek. Z centralni dutinky, ktera se je vyviniiapti narozeni, se postuprvyviji ostatni
dutinky. Pneumatizacestsiny dutinek v kosti spankové se dokaoje asi mezi 5 — 10 rokem.
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2.3.3 Vnitini ucho
Vnitini ucho je uloZeno v dutinkosti skalni (os petrosum). Vhiii ucho se sklada

z rekolika dutinek a kanélk ozna&ovanych jako koshy labyrint — kosiny hlemyzl’
(cochlea), pedsii (vestibulum) aif polokruhovité kanalky (canales semicirculargsy.
HlemyZd’ je tva'en d¥ma a fl zavity postupd se zuZujicimi, jenZ jsou vpravo
pravot@ivé a vlevo levotdivé. Vestibulum je vstupntasti do vnitniho ucha a tvd
propojeni s uchemigdnim a sotasreé tam Usti jak hlemy®, tak polokruhovité chodbky.
Blanity labyrint je uloZen v koshém labyrintu a je objemé&évmnohem mensi.
K blanitému labyrintu p&t dva vé&ky (utriculus a sacculus) uloZzené ve vestibulumyla’ a
tii polokruhovité kanalky umishé ve stejnojmennyatastech koshého labyrint17].
Dutiny kostného labyrintu jsou vypkny tekutinou perilymfou, ktera ma spojeni
s mozkomiSnim mokem o stejném slozdab]. Blanity labyrint je naplén tekutinou
nazyvanou endolymfa ktera ma podobné slozZeni jatkkobwmini¢éna tekutina. Mezi prostory

vyplnénymi perilymfou a endolymfou neni spojgaB].

Uvnité blanitého hlemyz& je uloZen Cortiho organ s vilastnimi sluchovymiegory,
kterymi jsou vlaskové hiky [17]. Jeho zakladni funkci jefgamenovat zvukové kmity na
elektrickou energii nervového vzruchu.

Tti polokruhovité kanalky na obou stranach hlavy jsoa sebe kolmé, takze jsou
orientovany do iech prostorovych rovifl18]. V ampulach polokruhovitych kandikje
uloZzenocidlo pohybu. Tekutina, ktera vyiplje kanéalky je f rotatnich pohybech hlavy
uvedena do pohybu a drazdi smyslovékyu
Vécky blanitého labyrintu — utriculus a sacculus mrai svych sthach umisiny receptory
gravitace ozn&dované jako maculae staticae. Uwniitricula i saccula jsou na vlasky
smyslovych bu#k prichyceny krystaly uhtitanu vapenatého. Ty se pohybuji viivem
gravitace (eventuetnodstedivé sily) vzdy skrem jejiho fisobeni a v mistkontaktu se
smyslovymi butkami dojde k podrazohi. Vznika tak nervovy vzruch.

VSechny nervové vzruchy jsodiglusnymicastmi VIII. hlavového nervu vedeny do
centralni nervové soustavy k jadr a do dalSich struktur mozku (centrai@dist sluchow
rovnovazneho Ustroji), jsou zpracovavany a orgamsstak ziskava informaci o poloze,

pohybu hlavy a o zvucich v okqli5].
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2.4 Usni maz
Usni maz je fyziologickym produktentike zevniho zvukovodu. Na vzniku usniho mazu se

podileji hlavig Zlazky zevniho zvukovodu.

2.4.1 Tvorba uSniho mazu
Usni maz je sis odlupovanych Supin keratino@yt prachovych ¢astéek a

uvolrénych chloupk kombinovana se sekrety mazovych a ceruminoznictodifikovanych
apokrinnich Zl4z ve zvukovodu. Mazové Zlazy produkozni maz (mastné substance) a
modifikované apokrinni Zlazy produkuji sekret poapipotu[19].

Po vzniku je uSni maz pomalu posunovan k Usti evrdvukovodu, kde voin
vypadava ven. Posun uSniho mazugsledkem migrace epitelu a uyiolvani je podporovano
¢innosticelisti pri Zvykani a mluvenj1].

Béhem jednoho tydne dochazi k produkci asi 1 — 2 digiho mazy1l]. MnozZstvi
vytvoieného usniho mazu ovSem neni stalé a kolisa i nofiece. VyntSovaci cinnost
mazovych Zlaz rive byt znénéna kvantitativeé i kvalitativré. Je prokdzano, Zefip
nadnérném Zzvykani, mluveni, mechanickém dr&#d¢i Skrabéani mize dojit k nadrérné
tvorbé¢ uSniho mazu[19]. Produkce udniho mazu ude byt dale ovlivéna hormony
(adrenalin, noradrenalin), pitocinem (stimulansdkigch sval) nebo rkterymi duSevnimi
stavy ¢lovéka (bolest, strach)1]. Casgjsi vyskyt nadmrného mnozstvi usniho mazu se
vyskytuje u starSich osob a u osob s mentalni dataf19]. Byl popsan i vliv ¢isteni
vatovymi smotky, diabetes mellitus, pouzivani oohgech Spunt do usi, vlhkého typu
usniho mazugasté osSdébvani pro zvySenou akumulaci usniho mazikaSzvukovodu na

veétSi mnozstvi usniho mazu ve zvukovddj

2.4.2 Fenotypy usniho mazu
Jsou znamy dva fenotypy lidského uSniho mazu —ysaclvihky typ. Podstatou

fenotypu je odliSeni obou forem na zakiagjich makroskopického vzhledu. Suchy typ
uSniho mazu jefiehky, nelepivy, vlidkovity a ma rozsah zabarveni odte Sedé k nahullé
Sedi. Vlhky typ uSniho mazu je vyraztepkavy a s#tlozlataw Sedy. AvSak postuperasu,
jak je usni maz vystaven vzduchu, oxiduje a dehyggaa tak v kombinaci sigobenim
bakterialni aktivity ndni barvu usSniho mazu vlhkého mazu az deanou [19]. Vzhled

cerumina je patrny jiz brzy po narozeni a geirse v piib¢hu Zivota. Nebyl prokazan rozdil
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mezi frekvenci tyfd mezi pohlavimi, ve vazbna typ krevni skupiny a chiové schopnostii
rozdil ve vzhledu usniho mazu mezi vihkym typemilndmazu u &lochi acernochi [20).

Rozdil mezi obma typy usniho mazu jeédicny a je uéeny jednoduchym
Mendelovym zakonem. Charakter uSniho madiizien jednim parem génkdy vihka alela je
oproti suché dominantni. Jedna se tedy o autozé&nddminantni ddicnost. Gen, ktery
zajistuje fenotyp usniho mazu se nachazi na 16rmatwomu[21].

Vlastni zastoupeni typu mazu v populaci neni jetidoale kolisa jak mezi rasami, tak
I v zavislosti na geografické poloze. U mongotoal americkych indiahnje charakteristicky
vySSi vyskyt suchého typu (78-87% populace), kdezt®lochi a ¢ernochii previada vihky
typu usniho mazu (95-98% populage) 23.

Bylo dokazano, Ze nejvysSi vyskyt suchého typuh@giniazu je v centralni Asii a se
vzdalenosti viemi stry postupi klesa.Cetnost vyskytu vihkého typu udniho mazu je u

¢ernochi vySSi nez u docha [22].

2.4.3 Slozeni usniho mazu
Zkouméani komponent uSniho mazu jeegnétem studie ¥dca jiz velmi dlouho.

Samotna analyza usniho mazu byla ovSem né&tlka studii omezena dostupnymi
laboratornimi metodami, které neumo¥aly zpracovani vzoitkod jednotlivce. K analyze
bylo potebné ¥tSi mnoZstvi uSniho mazui&du rekolika grami, které bylo ziskano
smichanim usniho mazu od vice of28. S vyvojem metod instrumentalni analyzy jako jsou
plynova chromatografie, tenkovrstevna chromatograiebo plynova chromatografie ve
spojeni s hmotnostnim spektrometrem bylo umip@énanalyzovat vzorky usniho mazu
v mnozstvi jednotek miligramu.

Pouzitim metod instrumentalni analyzy bylo 2j&i, Ze uSni maz se sklada v prvni
fak z lipidové a proteinové frakce. Mezi dalSi latikkteré jsou zastoupeny v mensim
mnozstvi paf volné aminokyseliny (glycin, glutamova kyselir@astidin, threonin a serin),
cukry (galaktozamin, glukézu, galaktézu, glukozamnmmrandzu a frukt6zu), mineraly (vapnik,
hoicik, fosfor) aromatické latky, imunoglobuliny a lyaom[22, 23, 24, 25, 6

BlizSim zkoumanim lipidové frakce bylo zj$io, Ze je sloZzena z dlouhygbizca
nasycenych i nenasycenych mastnych kyselin a alkppoekurzoéi cholesterolu, skvalenu a
dalSich dlouhyclhietzci uhlovodiki [27].

Bylo provedeno &kolik studii, které se zabyvaly rozdilem mezi suohg vihkym

typem usniho. Suchy typ uSniho mazu obsahuje &si Igfidu zatimco vihky typ asi 50%.
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PodrobrjSim zkoumanim bylo zji8ho, Ze suchy typ usniho mazu obsahuje skvalen (6,4%
estery cholesterolu (9,6%), vosky (9,3%), triacjpgiroly (3%), mastné kyseliny (22,7%),
cholesterol (20,9%), ceramidy (18,6%), cholestesnilfaty (2%) a #kolik raznych
neidentifikovatelnych polarnich komponent (7,5%)hR§y typ uSniho mazu ma nedostatek
esteti cholesterolu, voska navic obsahujetkolik ptidavnych nepolarnich kompongi28].
Bylo prokazano, Ze v suchém typu usniho mazu jalokislnych aminokyselittytikrat vyssi
nez ve vihkém typ(29].

V dalsi studii, kterd se zabyvala slozenim usSnihazun byly nalezeny rozdily
v zastoupeni jednotlivych frakcich ligid proteini mezi d¢tmi a dosglymi. Hladina protei
u dti byla mirre snizend a hladina lipidbyla naopak mirh zvySena. U dosgych byly
zjisttny nepatrné zgmy v lipidové a proteinové frakci vzhledem &w. Zmény ovSem
nebyly statisticky vyznamn&0, 31.

Byly sledovany vlivy sloZeni lipidové sloZky cerumaiv zavislosti na pohlavi, ¢goim
obdobi a na straodbkiru cerumina. Nebyly nalezeny rozdily ve sloZendlywé slozky mezi
pohlavim¢i v zavislosti na stranodberu.

Byl zjisten pokles frakce triacylglycerdlod zimy do léta. ¥dci v této studii navrhli,
Ze sezonni rozdily hladiny triacylglycefianohou byt zpsobeny nafiklad zrmeénou ve stray
¢i kolisanim patologickych stéawe zvukovodu[32].

Jind studie potvrdila vliv obdobi mensttaého cyklu, ¥ku a pohlavi na

kvantitativnim sloZeni lipidovych frakci cerumifzg].

2.3.4 Funkce usniho mazu
Ochranna funkce uSniho mazu &pa v podilu n&isténi zvukovodu, v proma@svani

ktize zvukovodu a v jeho antibakterialnim, antifungmém a antiherpetickémupobeni.
V minulosti se uvaZovalo o tom, Ze usnim maz svapazhem odpuzuje hmyz, coZz ovSem
nebylo dokazar&4].

Samgistici mechanismus zvukovodu sja v tom, Ze migréni pohyb epidermis
odstraiuje odloupané epitelie a dat&istice na povrchutiZe zvukovodu a zvidiuje kizi [1,
35]. M¢kka kiize je odolgjsi vici lamavosti a mechanickym viivn. Nalepeny cerumen na
chloupcich v chrupaité c¢asti zvukovodu brani mechanicky vniknuti prachiudrobnych
téles do hlubSickasti zvukovody35].

UsSni maz obsahuje p@mé velké procento tuk které vytvdi ochranny kysely plds

,,,,,

na kizi zvukovodu &ini kiazi zvukovodu vlé&ngjSi a mastSi, ¢imz zabrauje dermatidam a
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rhagadam. UsSni maz je vbdezistentni a brani, aby povrché&giho zvukovodu nasékl vodou
[36].

Lipidy obsazené v usnim mazu vykivdnydrofobni potah branici adherenci bakterii,
vira a plisni na povrchiZe. Res relativi teplé, tmaveé, vihké prasidi zvukovodu, které je
vhodné pro st mikroorganismh a pes gitomnost wkterych Zivin obsazenych v usSnim
mazu, nedochazi talasto k rozvoji zagtia zvukovodu[1].

V usnim mazu byly identifikovany latky, které sedidd na jeho antibakteridlnim
charakteru. Jedna se o mastné kyseliny, lyzozymanaglobuliny (IgG a IgA), které jsou
baktericidni [22, 24, 37. Existuji ovSem i opmeé nazory, které popiraji antibakterialni
pusobeni usniho mazu, jelikoz tvrdi, Ze se jednatkyléteré potebuji ke své spravne
¢innosti dalSi latky imunitniho systému, které sezevaekovodu nenachéazeji.

Je zndmo, Ze se v lidskémégim zvukovodu nachazi komenzélni bakterie. Obvykle
jsou identifikovany nepatogenni druhkefdstavované hla¥rkoaguldza negativni stafylokoky
a Corynebacteriumspp. (diphtheroids). Mezi ngtji vykultivované druhy potenciai
patogennich bakterii z uSniho mazurp8tapohylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa
[38].

Dostupna data efektu usniho mazuist bakterii, ale nejsou zatim ka@né[39].
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3 CILE PRACE

Cilem pedloZené diplomové prace je prohloubit znalostiajid se lipidi usniho mazu,
zejména reprodukovatelnosti pouzivané metody. ¥ lstyblizSim zkoumanim lipidové frakce
usniho mazu zabyvala jiada autal, nejsou je&t prozkoumany vSechny vlivy faktbma
sloZzeni udniho mazu. K rogsini informaci o uvedeném tématu byly zvoleny tybmKeétni
cile:

1. Owiit metodiku stanovenigi tiid lipida (fosfolipidy, diacylglyceroly, volné mastné
kyseliny, triacylglyceroly a estery cholesterolu)ugit reprodukovatelnost metody
pomoci analyzy rozptylu.

2. Pomoci vicerozirné statistické analyzy vy$t strukturu a shluky v matici dat

tvorené hladinami jednotlivychit lipida uSniho mazu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Analyzovany material

V predlozené diplomové préaci byly zpracovany vzorkyin8mmazu. Vzorky usniho
mazu byly ziskany od paciénba Klinice ORL a chirurgie hlavy a krku Pardubidik@jské
nemocnice a.s. v fibchu let 2008-2009. Nahodny Wbyl prova@n u osob s negativni
osobni anamnézou onemeénhzevniho zvukovodu aisdniho ucha. Oslovovéani byli jedinci
S WtSim mnozstvim usSniho mazu ve zvukovodu, ufm@Zi opakované laboratorni
zpracovani vzorku (viz kapitola 4.2 Metodika lakioraiho zpracovavani).€dpokladem
odkeru vzorki byl informovany souhlas osob.

Jediném byl odebran vzorek usniho mazu k naslednému dwarimu zpracovani
pomoci héku ¢i Stetickou, bez pouziti ceruminolytiki vyplachu. Celkem bylo ziskano 23
vzorka usniho mazu do vlastniho souboru (muzi:zeny=13:dKpvy pramér 55,6 let / 26-87
let) a od asi 30-40 jedificvzorek pro vytveeni poolového uSniho mazu k provedeni testu
metodiky laboratorniho zpracovani.

Vzorky usniho mazu byly uchovavanyi peplo& —10°C az do jejich laboratorniho
zpracovani. Vzorky byly zpracovany na Katedbiologickych a biochemickych ¢d
Univerzity Pardubice v obdobi od listopadu 2008idora 2009.

K jejich zpracovani byla pouZita metoda tenkovrstewchromatografie, kterd se
k déleni sloZek lipid bézne pouziva.
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4.2 Metodika laboratorniho zpracovani
Metodika laboratorniho zpracovani, kterou byly feglozené diplomové praci

analyzovany vzorky uSniho mazu byla jiz v minulos§niho pouzivdna na Kated
biologickych a biochemickych & Univerzity Pardubice ip analyze uSniho mazu
v diplomovych praci Rové[40] a Hedelovd41].

Pri laboratorni analyze byly lipidy ze vzarkk&iové matrice nejprve extrahovany a
jednotlivé slozky lipid byly nasleds separovany na tenké vrstsilikagelu F 60. Poté byly
slozky lipidi extrahovany do sé&si chloroform — metanol a izolovany ze supernatantu
odpaenim pod dusikem. Kvantitativni stanoveni jedngttv lipidovych frakci bylo
provedeno spektrofotometrickyiwlnové délce 530 nm.

Jelikoz jednim z cil predloZzené diplomové prace bylo&N metodiku stanovenidgh
téid lipida (fosfolipidy, diacylglyceroly, volné mastné kyssli triacylglyceroly a estery
cholesterolu) byla provedena modifikace metodikyvquiniho laboratorniho zpracovani.
BlizSi popis modifikace celého postupu je uveddmpitole 5.1 Owreni metodiky stanoveni
péti tiéid lipida.

Zmeny, které nejlépe vyhovovaly byly nasleédpouzity k vlastnimu zpracovani 23

vzorka usniho mazu, provedené modifikace jsou v textuaaieny.

4.2.1 Extrakce lipidi ze vzorku
Do centrifugé&ni zkumavky bylo na analytickych vahach odvéazer® rag usniho

mazu, vzdy od jednoho pacienta. Do jedné zkumawky bapipetovano 0,2 ml lipidového
standardu (Reprochol). Do vSech centritigah zkumavek byly skli@menou pipetou
piidany 4 ml smsi chloroform — methanol (1:1). S$8i vzorki a standardu s organickymi
rozpoustdly byly extrahovany preepanim po dobuit minut uzaweny a centrifugovany na
stolni centrifuze i 3000 ot&kach po dobu 5 minut. Horni vrstva &n(3,5 ml) byla opatrh
odsata pomoci pipety do jiné zkumavky a v digéspsi 60°C bshem 20 minut doslo

k odpdeni v atmosfie dusiku do sucha.

4.2.2 Chromatografie a detekce kyselinou fosfomolyl@novou

Priprava mobilni faze
Do odnerného valce bylo odsiteno 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml
kyseliny octové. Sis byla v odmirném valciradre promichana a nalita do chromatografické

vany. Vana byla p#iv¢ uzawena a ponechana 45 minut nasytit parami rozpdebt
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Priprava chromatografické desky

Na chromatografické desce o velikosti @0 cm byl obyejnou tuzkou nazrian
rameek o rozndrech 18x 16,5 cm tak, Ze 2,5 cm od dolniho okraje byla agma startovni
¢ara, horni okraj a strany raghkel byly vzdaleny od koricdesky 1 cm. Vnini plocha byla
roz&lena na 6 slougicpo 3 cm a v hornéasti desky byly jednotlivé drahy ozfemy ¢islem

vzorku. Tuzkou bylo zachazeno tak, aby nedoslcogkrébnuti plochy desky.

Postup chromatografie

Odpaeny extrakt vzork a standardu byl rozpu$t ve 100 pl swsi chloroform —
methanol (2 : 1). Tento objem byl postépranesen vékolika davkach pausterovou pipetou
na start chromatografické desky a po kazdém nahesgmonechalo rozpoggto samovolg
odpdit. Na jedné chromatografické desce bylo analyzovdn vzorki usniho mazu
odebraného od jednoho jedince a v Sestém sloupcinbigen standard. Jednotlivé vzorky od
jedince byly ziskany nakrajenim étp tenkych platk vzdy od jednoho konce
naakumulovaného usniho mazu, ze kterych bylo n&Sleddvdzeno 2,5 mg.
Chromatograficka deska byla vloZzena do chromatak@f vany, nasycené parami
rozpoustdel, rychle uzakena a ponechana cca 60 minut vyvijet¢@d mobilni faze dosahlo

1 cm od horniho okraje desky. Potom byla deska utgna ponechana vysusit v diggsto

Priprava detekéniho ¢inidla a detekce lipidovych frakci

Z 20% zasobniho roztoku kyseliny fosfomolybdenoyk mdmeteno 10 ml a pdano
k 10 ml ethanolu. Deteki ¢inidlo bylo nalito do rozpraSova a pouZzito k detekci lipidovych
frakci standardu na chromatografické desce. Paadsrdu bylo rovnosmné postikano
deteknim ¢inidlem. Deska pak byla vioZzena na 10 minut do suyséyhraté na 60C.

Izolace jednotlivych sloZek lipidi

Lipidy byly chromatograficky rozgleny na 5 sloZzek $azenych podle vastajiciho
retertniho faktoru R fosfolipidy, diacylglyceroly, volné mastné kyswli triacylglyceroly a
estery cholesterolu. Podle standardu byly jedndttilozky oznéeny obyejnou tuzkou tak,
aby horni okraj mista obsahujici danou sloZku hyldin nad skvrnou standardu a dolni okraj
rovreéz 0,5 cm pod skvrnou standardu. Osmreé sloZzky byly i se stacionarni fazi vySkrdbany
z desky pomoci Spachtli #ggmeseny doiledem oznéenych zkumavek s uzéem.
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Extrakce lipida z jednotlivych vrstev a stanoveni jejich koncentrae

Ke kazdé sloZce lipidve zkumavce byly iidany 4 ml smisi chloroform - methanol
(1 : 1). Uzavené zkumavky byly 2 minuty intenzigrttepany, ponechany 2 minuty stat a
centrifugovany 5 minut i 3000 otékach. Z kazdé zkumavky byly odpipetovany 2 ml
supernatantu deistych zkumavek aip 60°C byly asi 20 minut odgavany do sucha pod

dusikem v uzasené digesti.

Stanoveni koncentrace jednotlivych slozek lipid

Do vSech zkumavek s odparkem byligdano 1,5 ml koncentrované kyseliny sirové.
Standard byl fipraven smichanim 0,02 nilnidla 1 (tj. standard s koncentraci lipi@ g/l)
s 1,5 ml koncentrované kyseliny sirove. Jako blaglo pouzito 1,5 ml koncentrované
kyseliny sirové. V8echny zkumavky se vzorky, blaskandard byly promichany b minut
zahfivany v olejové laznip 110° C. Po ochlazeni zkumavek v proudu studené vody bylo
z kazdé odpipetovano do novych zkumavek 0,1 ml dlydatu a pdano 1,5 ml
fosfovanilinovéhcatinidla. VSe bylo ponechano reagovat 50 mintiigboratorni teplat Pak
byla zméfena absorbance vzdrk(Ayz) a standardu (&) proti blanku pi vinové délce
530 nm.

Vypocet
Vypocet koncentrace celkovych lipids g/l byl proveden podle vzorce:

cL=sf V2 (F
Asr

kde CL jsou celkoveé lipidy v g/l, ¢ je absorbance vzorku sfje absorbance standardu
metena proti blanku a F je@l’ovaci faktor, ktery je pro vyget koncentrace lipitlusSniho
mazu F = 0,4375, kdy vzorek uSniho mazu o zanehiidgsbemnozstvi byl rozpu& ve 4 ml
smeési organickych latek a odpipetovano pouze 3,5 wdijgaeni, dale rozpuého ve 4 ml

organické smési a odebrany pouze 2 ml k odpai pod dusikem.
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Pouzité chemikalie a fistrojové vybaveni

Analyzované vzorky usniho mazu byly zpracovavanKatede biologicko biochemickych
véd Univerzity Pardubice, kde byly pouzivany chemikal gistrojové vybaveni uvedené
nize:

Pti ovérovani metodiky:

Zaltivat Termovap typ TV10, ECOM spol.s.r.@eska republika.
Pti vdZeni vzorku:

Analytické vahy typ PRL TA13, Zaklady Mechaniki Byegnyjnej, Gdask, Polsko
Pro extrakci lipid:

Metanol p.a., obsah 99%, hustota 0,790 kg/l, vyedbACH-NER, s.r.0. Neratovice,

~

CR
Chloroform p.a., hustota 1,490 kg/l, vyrobce LAGHER, s.r.0. Neratovic&,R
Reprochol — lyofilizované lidské neboilgké sérum se zvySenym obsahem celkového
cholesterolu, obsahuje také HDL-cholesterol a yiggceroly, vyrobce IMUNA S.p.,
Sarisské Micheany
Trepaka Mikrowstrzasarka typ ML — 1, vyrobce PREMED, $kal
Centrifuga, typ mis-340, vyrobce MECHANYKA PRECY2N\NPolsko, distributor

Servis Unimed, Vestec u Prat§R

K odpaeni pod dusikem:
Odpdovaci termostat TERMOVAP TV 10, vyrobce ECOM s,rRrahalR
Dusik 4,6(99,9%), vyrobce a dodavatel LINDE TTEGPIRLYN, Praha

Pro @ipravu mobilni faze
Hexan p.a., obsah 99%, hustota 0,660kg/Il, vyrol®@H-NER, s.r.o., Neratovice,

v

CR

Diethylether, hustota 0,710 kg/l, vyrobce MERCK KG®armstadt, Nmecko,
distributor MERCK s.r.o.Ri¢any — JaloviceCR

Kyselina octova p.a., obsah 99%, hustota 1,050 k@/bbce LACH-NER, s.r.0.,

NeratoviceCR
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Pti chromatografii:
Chromatograficka deska — TLC plate 20*20 cm, N#bZ21, Silica gel 60, vyrobce
MERCK KGaA, Darmstadt, Bimecko, distributor MERCK s.r.oRi¢any — Jalovice(CR
Susarna HS 62 A, vyrobce CHIRANA GROUP, a.s. QstraMoravska Ostrav&R
Detekni ¢inidlo — kyselina fosfomolybdenova 20% roztok vrethu, vyrobce
SIGMA_ALDRICH Chemie GmbH, Steinheim,éiecko, distributor SIGMA-ALDRICH
s.r.o., PrahaCR
Etanol, hustota 0,810 kg/l, vyrobce LACHEMA BritR

Pro stanoveni koncentrace jednotlivych slozekiipid

Cinidlo 1 — smésny standard Dade ( kyselina stearova 10%, kysplaraitova 10% a
kyselina olejova 80%) celkova koncentrace 8g/lpiye LACHEMA DIAGNOSTICA,
Brno,CR

Kyselina sirova p.a., obsah 96%, hustota 1,83 «@g/gbce LACH-NER, s.r.o.,
NeratoviceCR

Fosfovanilinov&inidlo
- kyselina o-fosforéna 85% p.a., obsah 85%, hustota 1,710 kg/l, vyraBceHEMA s.p.

Brno Zavod Neratovice;R
- vanilinum, baleni 10g, vyrobce Zdravotnické zasa@i, skladkicany u Prahy
Priprava fosfovanilinovéheinidla: 1, 52 g vanilinu rozpustime v 225 ml destdné vody a
za stalého michantidame 775 ml 85% kyseliny o-fosfaimee

Spektrofotometr SPEKOL , vyrobce Carl Weiss, J&1aR
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4.3 Metodika statistického zpracovani

4.3.1. Charakteristika viceroznérnych dat
Pacateeni data, ktera jsou &end ke statistickému zpracovani se musi datka vzdy

uspdadat do zdrojové matice dat, kterd obsahuje pnod@ neboli znaky wm sloupcich a
subjektycili osoby vn tadcich.

Pred samotnym provedenimekieré z metod viceroztmeé statistické analyzy se
provede exploratorni (pzkumova) analyza dat, kterd slouzi Kemi, zda mezi daty je
linearni vazba. K hledani struktury mezi znaky ajekty slouzi metoda analyzy hlavnich
komponet, metoda faktorové analyzy a shlukova aiaaly

MnoZina objeki s podobnymici s spolénymi znaky se nazyva shluk. Blizkost a
podobnost objekit se hodnoti dle miry vzdalenosti objgkt m-rozmerném prostoru znak
Velicina, podle které se hodnoti podobnost dvou obj€ktznaki, se nazyva Pearsin
parovy korelani koeficient R. Subjekty jsi jsou podaj$i tim vice,¢im je parovy korekni
koeficient vySSi a bliz&fislu jedna. Pro posouzeni miry vzdalenosti dvoekibjse pouziva
Euklidova metrika neboli geometricka vzdalenostaBubjekty jsou si tim vice blizk&m
jsou si blize.

Rozptyl je velkina ukujici rozptyleni objekt a pro jeji vyjadeni se pouziva
smérodatna odchylka s, coz je druhd odmocnina z rdzpty

4.3.2 Exploratorni analyza viceroznirnych dat
Pri exploratorni analyze vicerozZmmych dat se vyuZivaji techniky grafického

zobrazeni v dvourozénném,¢i tiéirozmérném prostoru. Tyto techniky umdi identifikovat
vybocujici slozky a naléztizné struktury v datech. Velmi vhodné jsou grafy bgiove,
neba’ jednotlivé znaky jsou v nich kodovany s ohledem jejich konkrétni hodnoty do
uréitych geometrickych tvdirnebo symbadi [42]. V jednom grafu je pak mozné rozliSit vice

znaki. Mezi nejpouzivagjSi symbolové grafy pétprofily, polygony, tvée, Kivky a stromy.
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4.3.3 Analyza hlavnich komponet
Analyza hlavnich komponent (PCA) pamezi nejstarSi a nejpouzivgéi metody

vicerozngrné analyzy. Cilem metody PCA je transformateqonich znak x, j = 1, ..., m,
do menSiho ptiu latentnich prognnychyi. [42]. Dojde tak ke zjednoduSeni popisu lingarn
zavislych, tj. korelovanych znéka to rozkladem matice dat do matice strukturdd anatice
Sumove. Latentni pro&nné jsou hlavni komponenty, které vzniknou jakedmi kombinace
puvodnich znak [43]. Latentni prorainné maji 8kolik vyhod, nebd je jich podstaté mére a
jsou charakteristické @itymi vlastnostmi. Zakladni charakteristikou kazdéavni
komponenty je jeji mira variabilityili rozptyl. Hlavni komponenty jsou s&zeny dle
duleZzitosti, tj. dle klesajiciho rozptylu od né&fgiho k nejmensimu.iPom tSina informace
o variabili€ je soustedna do prvni hlavni komponenty a nejmd@nformace je obsazeno
v posledni kompone&{44].

K zobrazeni vysledku metody hlavnich komponent weziwva rékolik typu niznych
grafi.

Catteiv indexovy graf Upati vlastniclklisel (Scree plot) je vlasinsloupcovym
diagramem vlastnictisell; = A, > ... Ay, zdrojové matice daX v zavislosti na indexu[42].
Catteliv indexovy graf znazawuije relativni velikost jednotlivych viastniatisel. Bszné se
vyuziva kuteni pa@tu hlavnich komponent. Zlomové misto mezi kolmoinst a
vodorovnym dnem je Upati. Hlavni komponenty, ktgséu nevyznamné rpdstavuji
vodorovné dno, zatimco komponenty statisticky vyané tvdi kolmou sénu.

Graf komponentnich vah, 2&i (Plot Components Weights) zobrazuje komponentni
vahy ¢ili zateze pro prvni d¥ hlavni komponenty. Tento graf zobrazuje vzdalemosti
znaky, gicemz kazdému znaku je odpovida v grafu jeden bdda Siorelace mezi dvna
znaky je v grafu zndzo&na kratkou vzdalenosti. V grafu lze nalézt i shjubdobnych
objektil, mezi kterymi je korelace. Tento graf umaje znézornit vztah mezitgodnimi
znaky a hlavnimi komponentami, ne&bpopisuje miru, kterouispivaji jednotlivé pvodni
znaky do hlavnich komponent. Je vyhodou, pokudosiphlavni komponenty pojmenovat a
prifadit jim tak fyzikalni,chemicky nebo biologicky wam[44]. Z grafu komponentnich vah
tedy mizeme utit dulezitost mivodnich znak, korelaci a kovarianci. @ezitost givodnich
znaki se utuje vzdalenosti znd@kod paatku a délkou jeho pvodice. Pokud znak lezi
blizko paatku a ma kréatky @vodic, tak gispiva do hlavni komponenty velmi malo. Naopak
pokud ma dlouhou vzdalenost od¢atku @ispiva do hlavni komponenty vice. V grafu se da

také popsat dle Uhlu, ktery spolu svirajimdice dvou znak jejich vzajemna korelace.
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Pokud je uhel givodict mezi d¥ma roven 0 jsou silré pozitivré korelované, thel 9@&nasi
nekorelovanost znadka Uhel 180 predstavuje negativni korelaci dvou zfakPokud se
nachazeji znaky blizko sebe ve shluku a jejichvpdice maji maly Uhel, jsou sin
korelované a maji vysokou kladnou korelaci. Optatnu znaky, které jsou daleko od sebe a
s velkym uhlem jejich givodicu jsou negativé korelovany.

Rozptylovy diagram komponentniho skore (Scatteynézotiuje komponetni skore,
tedy hodnoty obyvkle prvnich dvou hlavnich komponebkud jsou objekty dokonale
rozptyleny, poukazuje to na dokonalé rozliSeni ktfjeV tomto diagramu lze také p@mme
snadno nalézt shluky vzajesnpodobnych objekt a naopak i objekty sithodlehlé a sila
odliSné od ostatnich12). Nékteré objekty Ize i pojmenovat nebo se aléspokusit vystlit

misto konkrétniho objektu.

4.3.4 Faktorova analyza
Faktorova analyza dat je metoda, kterd se pouzisgéteni korelacicili vnitinich

vztahi a k odhaleni zakladni struktury zdrojové maticé daanalyze struktury vnihich
vztahi u velkého poétu pivodnich znak pomoci souboru menSiho dto latentnich
promennych, které se nazyvaji faktof@2]. Nejdiive se identifikuji faktory, a poté se
kazdému faktoruifdéli obsahovy vyznam, pomoci kterého je kazdyqani znak vysitlen
vybranym faktorem. Faktorova analyza ma za cilessirovat a redukovat data. Sumarizace
dat je zaloZena na tom, Ze faktorova analyza sdgigouziva faktory tak, aby vy&lila a
usnadnila jejich pochopeni s daleko menSinitgua latentnich progmnych nez je piet
pavodnich prominnych. Redukce dat se dosahng \yycisleni skore pro kazdy faktor a
nahradou fivodnich znak novymi latentnimi progmnymi — faktory[42]. Faktorova analyza
nam pomaha ip vyswétleni zavislosti znak a jejich identifikaci, které zestttuji popis
puvodnich dat. Identifikace faktbrse provadi pomoci rotace, kterou lze chapat jakibou
transformaci pvodnich znak, které poté budou snagjnpojmenovatelng44].

K usnadgni a pochopeni vrti struktury v datech se pouZzivaji ve faktorovélyarei
grafické poniicky — graf faktorovych z&fi a graf faktorového skoére. Graf faktorovychezat
je 2D- nebo 3D-graf jvodnich znak, kdy na sokadnych osach jsou jednotlivé faktory.
Znaky faktoro¥ ¢isté se nachazi na konci $adnicové osy a maji vysokou faktorovouézat
jen na pifazené ose. Znaky, které se nenachazeji blizktere osy a jsou tedy vysteny
obé¢ma faktory, se nazyvaji faktoréwneisté. Rivodni znaky, které jsou blizko gatku maji

malé z&tZe obou faktal.
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4.3.5 Analyza shluka
Analyza shluk (CLU) je jednou z metod, ktera se zabyva @etnim podobnosti

viceroznérnych objekt a jejich ndslednou klasifikadiii tfidénim do tid neboli shluk [42].
Analyza shluk ma za cil popis systematiky, zjednoduSeni dat entifikaci vztahu.
Podobnost dvou objekise popisuje dle hodnoty Pearsonova kéréteo koeficientu R. Jako
shluk se oznauje skupina objekt, jejichz vzdalenost (nepodobnost) je mensi ne&Alerwst,
kterou maji objekty do shluku nepiai [44]. Dle zpisobu shlukovani se roddji postupy na
hierarchické a nehierarchické. Hierarchické postofiyeme dale rozliSit na aglomeém a
divizni shlukovani.

Hierarchické postupy shlukovani gjeaji v tom, Ze se objekty a shluky postépn
spojuji do ¥étSich shluk. Grafickou ponickou @i zobrazovani hierarchickych postupe
vyvojovy strom nebo dendrogram. Analyza slilukmoziuje hodnotit podobnost objekt
analyzovanou pomoci dendrogramu ohjekt také podobnost znakanalyzovanou pomoci
dendrogramu zndk{42]. Rozhoduijici i volb¢ typu dendrogramu, ktery nisgsreji odpovida
struktue objekfi a znak mezi objekty, je kofeneticky korelai koeficient CC[42].
Kofeneticky koreldni koeficient CC je vlasth Pearsofiv korelani koeficient mezi
skute&nou a predikovanou vzdalenosti, zalozenou na dgraimu.Cim je vy33i hodnota CC,

tim &tSi je wrohodnost a lepSi model shiufd?].

4.3.6 Analyza rozptylu
Analyza rozptylu (ANOVA) je metoda, kterd se pow¥ik posouzeni vyznamnosti

zdroja variability v datech u linearnich statistickych dedi. Podstatou analyzy rozptylu je
rozklad celkového rozptylu dat na slozku objgeyu a neobjagmou. Do slozky objasmé
pati zndmé zdroje variability a do sloZzky neobjash zahrnujeme nadhodné chyby. Poté se
testuji hypotézy o vyznamnosti jednotlivych zdregariability [42].

Je znamo velké mnoZstvi variant metody rozptylerétse liSi dle konkrétniho
uspdadani experiment Pokud je sledovan pouze jeden faktor, jedna peleofaktorovou
analyzu rozptylu, nebolifidéni dle jednoho faktoru. Pokud se sleduje vliv vfa&toni,
hovaiime o vicefaktorové analyze rozptylu. KdyZz ma jedaktor pevné a druhy faktor
nahodné efekty, oztaje se tento ffipad jako model se smiSenym efekteiti.skRejném poétu
opakovani se modely ozhgi jako vyvazené experimenty, zatimcéi pestejném pé&u

opakovani se jedna o experimenty nevyvazene.
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5 Vysledky

5.1 Owreni metodiky stanoveni gti tiid lipid a

Jednim z cil predloZzené diplomové prace bylo &N metodiku stanoveni g tiid
lipida (fosfolipidy, diacylglyceroly, mastné kyselinyjacacylglyceroly a estery cholesterolu)
ve vzorku usSniho mazu pomoci preparativni chronrafa na tenké vrsty ktera byla jiz
v minulosti @i déleni lipida uSniho mazu pouzivana. K aeni metodiky byl pouzit vzorek
usniho mazu od 30-40 jediinc

Poteba optimalizace celé metody vyplynulareqchazejicich studj#0, 41, kde byla
pouZivana, ale rozdily v jednotlivych lipidovydhidéch byly aZz ¥adech jednotky. Nabizela
se otazka, zda rozdily koncentragitiplipidovych tid mezi jednotlivymi pacienty jsou
zpasobeny vlivem pacient#&j je metoda stanoveni lipidovyckid nefesna a vzorek usniho
mazu je nehomogenni.

Optimalizaci zpracovani vzoikuSniho mazu pomoci preparativni chromatografie na
tenkeé vrst¢ byla zangfena na extrakci lipila na stanoveni koncentraci jednotlivych slozek
lipida. Vzdy byla pouzita jiz stavajici metodiku a bylaodifikovana pouze jednéast
experimentu pro lepsi vyhodnoceni vysledku, ktéiglpSna modifikace postupdipesla.

Pri extrakci lipidi byla vyzkouSena zavislostasu extrakce na koncentraci
jednotlivych slozek ¢t tiid lipida. Z poolového vzorku usniho mazu byl vybran jeden
vzorek, ze kterého byloétkrat odvazeno 2,5 mg usniho mazu do exiédh zkumavek a
valeckem byly gidany 4 ml smsi chloroform — methanol (1:1). Tato &sbyla protepana na
trepace po dobu 1, 2, 3, 5 a 10 minut. Dale bylo postapo standardnim apobem analyzy
bez jakékoliv modifikace. Vysledky jsou uvedenyabuice 5.1
Tabulka 5.1 Koncentrace (g/ I¥tptiid lipida pri rizné dols extrakce 1, 2, 3, 5 a 10 minut

doba Volné
c¢islo  extrakce mastné Estery
zkumavky (min) Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesetrolu
1 1 0,497 0,459 0,475 0,455 0,464
2 2 0.508 0,55 0,453 0,54 0,583
3 3 0.670 0,696 0,486 0,605 0,582
4 5 0.615 0,648 0,478 0,576 0,55
5 10 0.653 0,675 0,413 0,555 0,531

Z tabulky 5.1 je vidt, Ze i dobs extrakce 3 minuty jsou hodnoty koncentrat frid lipida
nejvyssi, delSi dobagpani jiz nevedla kistu koncentrace lipid
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P¥i stanoveni koncentraci jednotlivych slozeti piid lipida bylo vyzkouSeno &kolik
raznych zgisoh vareni zkumavek s odparky. Byl &wovan jednak zgsob varu a také délka
varu. Byly testovany izné postupy varu: na vodni lazni, v olejové laznna Fistroji
Termovap, u kterych byla ¢néna doba varu. Byl #mén pouze zpsob varu, jinak bylo
postupovano standardnimigobem

Nejprve byly porovnavany hodnoty koncentragfi prid lipida ziskané zativanim ve
vodni lazni pi 100° C po dobu 15 (tabulka 5.2) a 30 minut (tabulkd,Ss4odnotami, které
byly ziskany na fistroji Termovap typ TV10ipteplo& 100 C po dobu zativani 15 (tabulka
5.3) a 30 minut (tabulka 5.4).

Tabulka 5.2 Hodnoty koncentracitpttid lipida (g/ |) ziskané $ ohievu na vodni lazni
pii 100° C po dobu 15 minut

Volné
¢islo mastné Estery
zkumavky Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglycerolycholesetrolu
1 1,987 0,83 0,932 0,24 1,33
2 1,784 0,898 0,912 0,295 1,659
3 1,932 0,77 0,977 0,227 1,27

Tabulka 5.3 Hodnoty koncentracitpttid lipida (g/ |) ziskané ofevem po dobu 15 minut
pri 11¢° C na istroji Termovap typ TV10

Volné
¢islo mastné Estery
zkumavky Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglycerolycholesetrolu
4 2,067 1,057 0,614 0,278 1,171
5 1,739 0,807 0,695 0,223 1,231

Tabulka 5.4 Hodnoty koncentragitptiid lipida (g/ I) ziskané $ ohtevu na vodni lazni
pri 100° C po dobu 30 minut

Volné
cislo mastné Estery
zkumavky Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesetrolu
1 1,854 0,432 0,678 0,182 0,871
2 1,477 0,716 0,532 0,179 0,931
3 1,967 0,607 0,727 0,164 0,782

Tabulka 5.5 Hodnoty koncentragitptiid lipidt (g/ ) ziskané ofevem po dobu 30 minut
pri 110° C na pistroji Termovap typ TV10

Volné
cislo mastné Estery
zkumavky Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglycerolycholesetrolu
4 2,026 0,967 0,537 0,432 0,906
5 1,136 0,758 0,529 0,241 0,977
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Z tabulek 5.2, 5.3, 5.4 a 5.5 je vid Ze spolu s dobou z#&fani se hodnota koncentraci
jednotlivych slozek lipid sniZzuje u typu zafivani na vodni lazni i naifstroji Termovap typ
TV10.

U stejného vzorku, ktery byl pouzit u zakni na vodni lazni a naiptroji Termovap typ
TV10, byl dale provien zgisob vaeni vzorki s odparkem na olejové lazni peplot 110 C

a dobou varu 15 a 30 minut (tabulka 5.6, respulkal.7).

Tabulka 5.6 Koncentrace (g/ I§tptiid lipida ziskané fi ohfevu na olejové laniip
110 C po dobu 15 minut

Volné
c¢islo mastné Estery
zkumavky Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglycerolycholesetrolu
1 2,216 1,165 1,297 0,316 1,449
2 2,167 1,218 1,085 0,371 1,573
3 2,334 1,132 1,234 0,427 1,319
4 2,228 1,318 1,183 0,361 1,624
5 2,331 1,297 1,123 0,312 1,592

Tabulka 5.7 Koncentrace (g/ I§tptiid lipida ziskané fi ohfevu na olejové laniip
110@ C po dobu 30 minut

Volné
c¢islo mastné Estery
zkumavky Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglycerolycholesetrolu
1 1,932 1,085 0,893 0,207 0,749
2 1,876 1,092 1,174 0,191 0,704
3 1,763 0,983 0,872 0,287 0,859
4 1,375 0,831 0,760 0,252 0,615
5 1,851 0,984 0,851 0,293 0,922

Pti srovnani hladiny koncentraci jednotlivydindtlipida u tabulek 5.2-5.4 s tabulkami
5.6-5.7 je vidt, Ze oltev zkumavek s odparky jesiangjSi pri zahrevu na olejové lazniip
110 C.

Z tabulky 5.6 a 5.7 jefejmé, Ze po delSim z#&kani na olejové lazni doslo k poklesu
koncentrace jednotlivychiitl lipidt. Toto snizeni rize byt zgsobeno tim, Ze ip reakci
odparku s kyselinou sirovou dochazi k hydrolyze ain& mastna kyselina pak reaguje
s fosfovanilinovym¢inidlem na barevnou slozku, aldipllouhém va@eni vznikaji estery
kyseliny sirové, které jsou mé&meaktivni a dochazi pak ke sniZzeni koncentraceojgiglych
slozek lipidovychitid.

Déle bylo vyzkouSeno spojeni doby extrakce po ddbninut a v#eni na olejové lani
po dobu 15 minut i 110° C opst u stejného vzorku usniho mazu jak ifeqchazejicich
modifikacich, jehoZ vysledkytmasi tabulka 5.8.
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Tabulka5.8 Koncentrace (g/ I¥tptiid lipida ziskané fi ohtevu na olejové laniip
11@ C po dobu 30 minut arppextrakci 3 minuty

Volné
c¢islo mastné Estery
zkumavky Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesetrolu
1 2,328 1,217 1,342 0,428 1,651
2 2,317 1,312 1,265 0,395 1,692
3 2,208 1,241 1,208 0,562 1,491
4 2,412 1,418 1,216 0,489 1,729
5 2,291 1,345 1,327 0,376 1,793

Z tabulky 5.8 je patrné, Zdipextrakci 3 minuty a z&evu na olejové lazniip110°C
po dobu 15 minut jsou hodnoty koncentraci jedngtiv #id lipida nejvySsi a toto spojeni
vynasi nejvyssi v¢¥nost. Tento upraveny postup s modifikacemi dollyaéke 3 minuty a
varu na olejové lazni po dobu 15 mindt p10° C byl pouzit k vlastni analyze 23 vzérk
usniho mazu.

V druhé¢asti experimentu (analyze 23 vzorkSniho mazu) byla zvl4Stni pozornost
vénovana samotnému o&ho vzorku. Strategie odbu byla zvolena tak, aby byl vybran
reprezentativni nahodny wyb Z naakumulovaného vzorku usniho mazu bylo odebra
pétkrat 2,5 mg, aby mohla byt nasleédaréena reprodukovatelnost pouzivané metodiky.
Jednotlivé vzorky od jedince byly ziskany nakrajeniti tenkych platk vzdy od jednoho

konce naakumulovaného usniho mazu, ze kterychriagteds odvazeno 2,5 mg.

5.2 Vysledky laboratorni analyzy

Biochemicka analyza usniho mazu 23 padigmmoci tenkovrstevné chromatografie byla
provedena zadglem analytického stanovenétpznaki fosfolipidy - PL, diacylglyceroly -
DG, volné mastné kyseliny - VMK, triaclyglycerolyT'G a estery cholesterolu — ECH. Kazdy
z 23 vzork uSniho mazu byl analyzovan vzdithkrat, byla tak ziskana zdrojova matice dat o
115 fadcich a 5 sloupcich. Vlastni vysledky analyzy iS@8 pacient pri pétindsobném
opakovani finasi tabulka 5.9, ve které jsou hodnoty koncentraech pti lipidovych tid pFi

pétindsobné opakovatelnosti.
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Tabulka 5.9 Hodnoty koncentraci lipidovydrdt(g/ I) u vSech 23 pacianpii pétinasobné
opakovatelnosti

Volné
mastné Estery

Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesterolu

Vzorek 1 1 2,014 0,162 0,087 0,302 1,044
2 1,863 0,118 0,129 0,215 1,325

3 1,82 0,172 0,122 0,194 1,012

4 1,918 0,183 0,108 0,258 1,917

5 2,217 0,237 0,136 0,215 1,799

Vzorek 2 1 1,767 0,237 0,323 0,14 0,56
2 1,271 0,198 0,345 0,172 0,442

3 2,1 0,194 0,398 0,183 0,905

4 1,185 0,292 0,232 0,162 0,539

5 1,841 0,258 0,291 0,205 0,862

Vzorek 3 1 2,245 0,898 0,489 0,265 0,748
2 2,105 0,758 0,325 0,187 0,366

3 1,895 0,652 0,465 0,245 0,603

4 2,336 0,843 0,364 0,312 0,725

5 1,963 0,654 0,429 0,239 0,785

Vzorek 4 1 0,754 0,42 0,125 0,277 1,769
2 1,054 0,365 0,145 0,325 1,785

3 1,246 0,512 0,232 0,414 1,698

4 0,846 0,425 0,185 0,356 1,457

5 0,813 0,369 0,149 0,278 1,234

Vzorek 5 1 2,038 0,415 0,315 0,286 1,817
2 1,818 0,364 0,217 0,247 1,657

3 1,657 0,421 0,279 0,365 1,456

4 2,234 0,297 0,316 0,347 1,764

5 2,451 0,317 0,247 0,282 1,478

Vzorek 6 1 1,845 0,714 0,247 0,194 1,852
2 1,639 0,874 0,271 0,356 1,654

3 1,479 0,637 0,317 0,273 1,917

4 1,374 0,528 0,169 0,287 1,215

5 1,152 0,615 0,264 0,312 1,574

Vzorek 7 1 1,985 0,85 0,638 0,4 0,838
2 1,738 0,425 0,425 0,438 0,652

3 1,738 1,075 0,463 0,525 0,813

4 2,245 0,935 0,525 0,675 0,788

5 2,175 0,816 0,425 0,563 0,625

Vzorek 8 1 1,088 0,513 0,875 0,438 0,588
2 1,363 0,75 0,513 0,529 0,647

3 1,538 0,638 0,863 0,375 0,538

4 1,325 0,6 0,785 0,413 0,415

5 1,175 0,625 0,823 0,475 0,576
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Vzorek 9

Vzorek
10

Vzorek
11

Vzorek
12

Vzorek
13

Vzorek
14

Vzorek
15

Volné

mastné Estery

Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesterolu
1 1,458 0,745 0,165 0,754 2,348
2 1,256 0,658 0,225 0,697 2,583
3 1,587 0,574 0,196 0,914 2,797
4 1,352 0,694 0,157 0,754 2,215
5 1,268 0,484 0,176 0,637 2,282
1 1,757 0,912 0,453 0,302 2,298
2 1,372 0,631 0,367 0,274 1,654
3 1,384 0,612 0,412 0,316 1,962
4 1,792 0,697 0,397 0,335 1,674
5 1,387 0,721 0,671 0,423 2,684
1 0,874 0,528 0,247 0,529 3,472
2 0,687 0,647 0,345 0,634 2,657
3 0,863 0,567 0,276 0,567 3,314
4 0,721 0,747 0,331 0,614 3,647
5 0,697 0,537 0,297 0,776 2,857
1 2,348 0,527 0,328 1,514 2,718
2 1,657 0,634 0,468 1,167 2,147
3 1,818 0,738 0,289 1,471 2,679
4 1,729 0,569 0,314 1,164 2,731
5 1,919 0,721 0,354 1,771 1,978
1 1,347 0,475 0,156 0,784 1,974
2 1,578 0,573 0,178 0,658 1,856
3 1,657 0,487 0,236 0,712 1,749
4 1,854 0,713 0,163 0,697 1,516
5 1,485 0,526 0,187 0,557 1,185
1 1,487 0,512 0,256 0,574 2,347
2 1,297 0,471 0,327 0,637 2,079
3 1,782 0,529 0,387 0,728 2,857
4 1,328 0,479 0,356 0,763 2,727
5 1,678 0,679 0,297 0,568 2,087
1 1,567 0,645 0,431 0,425 2,767
2 1,478 0,497 0,378 0,574 2,314
3 1,217 0,437 0,425 0,316 2,456
4 1,774 0,527 0,396 0,374 2,218
5 1,047 0,718 0,513 0,395 1,927
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Vzorek
16

Vzorek
17

Vzorek
18

Vzorek
19

Vzorek
20

Vzorek
21

Vzorek
22

Volné
mastné

Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny

Estery

Triacylglyceroly cholesterolu

1 0,818 0,459 0,217 1,678 2,647
2 0,769 0,513 0,267 1,234 3,397
3 0,793 0,628 0,218 1,726 2,787
4 0,645 0,417 0,179 1,214 3,498
5 0,929 0,423 0,232 1,437 2,434
1 1,178 0,168 0,134 0,205 1,947
2 1,459 0,145 0,156 0,234 1,647
3 1,616 0,197 0,144 0,215 1,485
4 1,578 0,159 0,126 0,197 1,717
5 1,874 0,117 0,112 0,134 1,397
1 1,292 0,842 0,743 0,295 1,229
2 0,887 1,071 0,475 0,231 1,458
3 0,879 1,221 0,52 0,287 1,679
4 1,098 0,963 0,623 0,175 1,765
5 1,356 0,912 0,515 0,162 1,389
1 1,378 1,314 0,862 0,344 0,771
2 1,386 0,977 0,523 0,449 0,38

3 1,631 1,518 0,713 0,246 0,642
4 1,728 2,352 0,759 0,472 0,594
5 1,112 1,892 0,635 0,652 0,352
1 1,638 2,062 0,721 0,651 1,314
2 1,585 1,978 0,612 0,542 0,872
3 2,132 2,119 0,846 0,712 1,115
4 1,736 1,759 0,797 0,445 0,775
5 2,418 1,215 0,894 0,695 1,05

1 1,462 0,841 0,912 0,932 1,317
2 2,157 1,031 0,981 0,591 1,451
3 1,985 0,918 0,695 0,891 1,682
4 1,745 0,832 0,818 0,912 2,113
5 1,618 0,682 0,693 0,841 1,241
1 1,482 1,674 0,612 0,618 0,931
2 1,612 1,512 0,518 1,218 0,793
3 1,378 0,752 0,387 0,789 0,956
4 1,983 1,681 0,417 0,751 0,541
5 1,719 1,749 0,524 0,512 0,981
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Volné

mastné Estery
Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesterolu
Vzorek
23 1 2,198 0,583 0,741 0,537 1,461
2 1,636 1,057 1,023 0,691 2,361
3 1,487 0,716 0,614 0,447 1,821
4 2,131 0,863 0,581 0,693 1,932
5 1,716 0,831 0,512 0,492 1,971

JelikoZ 5 opakovanych analytickych stanoveni vealenaly vykEr, byla @i vypoctu stedni

hodnoty kazdého znaku dan&egnost ¥rohodrgjSimu odhadu #edni hodnoty pro malé

vybéry, a to Horno¥ pivotové polosur& Vznikla tak nova zdrojova matice dat oiZ8icich a

5 sloupcich (Tabulka 5.10), ktera byla podstoupgoerozngrné statistické analyze.

Tabulka 5.10 Zdrojova maticefstinich hodnot pivotové polosumy 5 biochemickychkana
usniho mazu fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - D&Iné mastné kyseliny - VMK,

triaclyglyceroly - TG a estery cholesterolu

Volné mastné Estery
Pacient Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny  Triaclyglyceroly cholesterolu
1 2,0185 0,1775 0,1115 0,248 1,4645
2 1,6425 0,243 0,315 0,1725 0,6735
3 2,1155 0,775 0,407 0,2495 0,5755
4 1,00 0,4385 0,1785 0,3455 1,5095
5 2,054 0,359 0,2665 0,306 1,6365
6 1,4985 0,701 0,243 0,275 1,566
7 1,9915 0,75 0,5315 0,5375 0,7315
8 1,313 0,6315 0,694 0,452 0,531
9 1,4215 0,6145 0,191 0,7755 2,506
10 1,582 0,762 0,519 0,3485 2,169
11 0,7805 0,6375 0,296 0,6525 3,152
12 2,0025 0,6325 0,3785 1,4675 2,3545
13 1,6005 0,594 0,196 0,6705 1,5795
14 1,5395 0,575 0,3215 0,6655 2,468
15 1,4105 0,5775 0,4455 0,445 2,347
16 0,7735 0,5225 0,223 1,47 2,766
17 1,526 0,157 0,134 0,184 1,672
18 1,1175 1,0315 0,609 0,2285 1,497
19 1,42 1,6645 0,6925 0,449 0,5615
20 2,0015 1,667 0,753 0,5785 1,0445
21 1,8095 0,8565 0,837 0,7615 1,677
22 1,6805 1,2505 0,4995 0,865 0,761
23 1,8425 0,82 0,7675 0,57 1,911
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DalSi zdrojova matice je znazeéma v tabulce 5.11, ve které jsou hodnotyanmira
jednotlivych lipidovych tid vSech 23 paciemtvyjadcenych po Box-Coxay transformaci
spolu s hodnotou sfrodatné odchylky. Transformace dat se uZiva polaeicha zaklagl
analyzy dat zjisti, Ze rozteni vykéru dat se fliS odliSuje od roz&éeni normalniho, pak

vznika problém jak dataibec vyhodnoti{42].

Tabulka 5.11 Hodnoty gméra jednotlivych lipidovych #tid (g/ 1) a hodnoty sirodatnych
odchylek vyjadenych po Box-Coxo¥transformaci

cislo Volné mastné Estery
vzorku Fosfolipidy  Diacylglyceroly  kyseliny Triacylglyceroly cholesetrolu
1 1,919 (0,097) 0,158 (0,048) 0,107 (0,034) 0,2Z2G48) 1,271 (0,315)
2 1,478 (0,372) 0,221 (0,033) 0,292 (0,081) 0,1KBZ9) 0,590 (0,152)
3 2,039 (0,166) 0,721 (0,090) 0,386 (0,078) 0,ZB@Y9) 0,556 (0,425)
4 0,879 (0,127) 0,400 (0,039) 0,154 (0,030) 0,3M@41) 1,476 (0,398)
5 1,920 (0,300) 0,341 (0,052) 0,257 (0,052) 0,Z8043) 1,571 (0,148)
6 1,394 (0,297) 0,631 (0,101) 0,227 (0,111) 0,ZpIQ7) 1,510 (0,530)
7 1,887 (0,203) 0,695 (0,594) 0,469 (0,052) 0,48a@89) 0,702 (0,102)
8 1,233 (0,164) 0,593 (0,096) 0,687 (0,507) 0,42654) 0,510 (0,191)
9 1,339 (0,095) 0,585(0,148) 0,175(0,018) 0,7879) 2,368 (0,157)
10 1,468 (0,132) 0,680 (0,069) 0,429 (0,059) 0,®1336) 1,909 (0,304)
11 0,738 (0,060) 0,577 (0,055) 0,283 (0,045) 0®0663) 3,016 (0,458)
12 1,818 (0,153) 0,602 (0,088) 0,331 (0,039) 1,82210) 2,293 (0,430)
13 1,514 (0,188) 0,527 (0,054) 0,175(0,019) O@®4142) 1,509 (0,543)
14 1,438 (0,167) 0,512 (0,042) 0,304 (0,062) 0@2367) 2,292 (0,270)
15 1,301 (0,314) 0,525(0,091) 0,413 (0,033) 0,88866) 2,216 (0,354)
16 0,706 (0,101) 0,462 (0,050) 0,210 (0,041) 1@7095) 2,618 (0,810)
17 1,433 (0,370) 0,145 (0,037) 0,128 (0,020) 0,D7¥03) 1,563 (0,179)
18 1,020 (0,185) 0,952 (0,111) 0,542 (0,066) 0,@0F54) 1,420 (0,221)
19 1,346 (0,315) 1,419 (0,476) 0,645 (0,163) 0,87746) 0,479 0,161)
20 1,788 (0,224) 1,630(0,981) 0,724 (0,173) 0&BY¥72) 0,947 0,194)
21 1,691 (0,250) 0,808 (0,172) 0,773 (0,105) 0,16472) 1,454 0,217)
22 1,556 (0,183) 1,235(1,454) 0,457 (0,083) 0,@9¥74) 0,744 0,457)
23 1,722 (0,247) 0,742 (0,188) 0,636 (0,117) 0,6B8090) 1,778 (0,425)
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5.3 Vysledky statistického zpracovani

Hodnoty ziskané laboratornim zpracovanim vidmkly vyhodnocovéany statisticky za pouziti
statistickych prograin STATISTICA 8.0, QC-EXPERT a NCSS2000 licencovanyca
Univerzit Pardubice. Data byla vyhodnocovana u 23 jedindkterych byla zdrojova matice
analyzovana vicerozfmymi statistickymi metodami zacélem odhaleni vnihich vazeb a
struktury, skryté v datech usSniho mazu sledovamgcient.
Postupg bylo oZito rékolika statistickych metod. Na data byla riéj@ aplikovana metoda
exploratorni (pitzkumové) analyzy, ktera vyuzivaizné grafické techniky zobrazeni dat
v dvouroznérném soiadnicovém systému. V ramci exploratorni analyzyybylouzity
grafické techniky ikonovych symbolovych giiafa krabicové grafy. Data byla poté
zpracovana metodou hlavnich komponent (PCA) a faktu analyzou (FA). Klasifikace dat
byla provedena analyzou shiuk

Cilem této prace bylo nalézt analytické paramstgnoveni obsahu lipidv usnim
mazu pomoci preparativni chromatografie na tenkérPro vySeteni této zavislosti byla

uZita analyza rozptylu (ANOVA).

5.3.1 Analyza rozptylu (ANOVA)
Analyza rozptylu slouzi k analyze zdiojariability v linearnich statistickych modelept)].

Analyzou uSniho mazu u 23 osob&ipasobnym opakovanim, byla ziskana zdrojova matice
dat 115x 5 pro vSech @ vySetovanych znak fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - DG, volné
mastné kyseliny - VMK, triaclyglyceroly - TG a estecholesterolu — ECH. Testovanim
vyznamnosti faktar pacient a opakovatelnost ve zdrojové matici %1% provedené pomoci
jednofaktorové analyzy rozptylu v programu NCSS2B9I ziskan vystup uvedeny v tabulce
¢islo 5.12
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Tabulka 5.12 Zakladni vysledky analyzy rozptyluogmam NCSS2000)

. . . Volné mastné __ . Estery
Statistika Fosfolipidy  Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesterolu
Fokritérium - 12,30 23,88 30,66 37,33 32,30
pacient
Kriticky kvantil 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66
p-hodnota 2,219E-18 4,205E-28 3,968E-32 2,105E-35 5,456E-33
Zawr: Faktor je . . . . . . . . . .
statisticky Vyznamny Vyznamny Vyznamny Vyznamny Vyznamny
Fokriterium - 0,87 0,39 0,79 0,16 2,19
opakovatelnost
Kriticky kvantil 2,48 2,48 2,48 2,48 2,48
p-hodnota 0,485 0,812 0,532 0,960 0,076
Zawer Nevyznamny Nevyznamny Nevyznamny  Nevyznamny Newyuna
F-kritérium —
interakee faktod 1,24 5,26 4,17 8,57 7,50
Kriticky kvantil 3,95 3,95 3,95 3,95 3,95
p-hodnota 0,268 0,024 0,044 0,004 0,007
Zawer Nevyznamny Vyznamny Vyznamny Vyznamny Vyznamny

V tabulce 5.12 je pouzito F — kritérium coz je gomramérnych ctverai testovaného faktoru
v ¢itateli ku chybovému faktoru ve jmenovateli. Jedd®& o hodnotu Fischer-Snedecorova
test&niho kritéria F. Vypoétena hladina vyznamnosti pro F-test pedstavuje vypé&enou
praveEpodobnost, Ze ficks je VEtSi NeZ Byperimnetéini
Z tabulky vyplyva, Ze efekty faktdrpacient jsou nulove, nethdiodnota Fisher —
Snedecorova testaiho kritériaFexpje vyssi nez kvantil Fischer-Snedecorova bl F-o 05
a nulova hypotéza Hje zamitnuta, efekty faktoru paciénsou nulové a faktor pacient je
tedy statisticky vyznamny.
U faktoru pacient je sgtena hladina vyznamnosti pro F-kritérium mensi @e@,05, a proto
je nulova hypotéza zamitnuta a F-kritérium, tethktor pacient jsou statisticky vyznamné.
Pri testovani faktoru opakovatelnost je hodnota FKisheSnedecorova testaiho
kritéria Fexp nizSi nez kvantil Fischer-Snedecorova fedi Foos a proto je nulova
hypotéza H prijata, efekty faktoru opakovatelnosti nejsou nul@véktor opakovatelnost je
tedy statisticky nevyznamny
U faktoru opakovatelnost je sfiena hladina vyznamnosti pro F-kritérium vy3si ned,05,
a proto je nulova hypotézarijata a F-kritérium, tedy i faktor pacient jsou tstacky

nevyznamne.
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Pri testovani interakce faktbrpacient a reprodukovatelnost je u sledovanéhownak
fosfolipidy hodnota Fisher — Snedecorova t@&sitao kritéria Fexperimentani NiZSi nez kvantil
F1-0,0s nulova hypotéza fHo nevyznamnosti inter&kiho ¢lenu pacient - opakovatelnost je
prijata, efekty interakce faktdrpacienta a opakovatelnosti nejsou nulové a interasbou
fakton je tedy statisticky nevyznamna.

U interakce faktar pacient a reprodukovatelnost jsou u sledovanyclkizn
diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, triacylgéroly a estery cholesterolu hodnoty Fisher
— Snedecorova testaho kritériaFe niZSi nez kvantily Eoos nulové hypotézy K nejsou
prijaty, efekty interakce faktdr pacienta a opakovatelnosti jsou nulové a interaidoeu
fakton je tedy statisticky vyznamna.

Na obrazku 5.1-5.5jsou znézorény graficky pameéry hodnot fosfolipidy,
diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, triyclygbmly a estery cholesetrolu analyzou
rozptylu ANOVA. Je vidt splreni pronenlivosti datech u faktoru pacient.

Means of PL Means of PL
2,50 ] 2,50 ]
2,00 2,00 E
a 150 P o — & - € g 150
1,00 1,00 E
0,50 ; , y ; ; , 0,50 1 ———

1 2 3 4 5 1234567 891011121314151617181920212223
i i

Obrazek 5.1 Grafické znazami praiméra hodnot fosfolipid - PL analyzou rozptylu
ANOVA: (a) vliv pétinasobné reprodukovatelnosti, (b) vliv pacientagelkovém pdétu 23
pacient.

Means of DG Means of DG
2,50 - 2550 -
1,88 _ 1.88 E
Q 125 Q 125 E
0,63 E S — @ - S 0,63 E
0,00 | ; : : : ; . 000 o oo - - L L .

1 2 3 4 5 1234567 891011121314151617181920212223
i i
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Obrazek 5.2 Grafické znazam priméra hodnot diaclyglycerdl - DG analyzou rozptylu
ANOVA: (a) vliv pétindsobné reprodukovatelnosti, (b) vliv pacientagelkovém pdétu 23
pacient.

Means of VMK Means of VMK
120 - 120 -
0.90 | 090
x ] v ]
= 060 - M 0.60 -
s ] - 1
P o & o  oa
030 030
0,00 | : : : : : : 00 +—r—">r—"7r—---v+—r———————s
1 2 3 4 5 1234567 8 91011121314151617181920212223

i i

Obrazek 5.3 Grafické znazam priméra hodnot volnych mastnych kyselin - VMK analyzou
rozptylu ANOVA: (a) vliv gitinasobné reprodukovatelnosti, (b) viiv pacientagelkovém
poctu 23 pacient.

Means of TG Means of TG
2,00 2,00
1,50 1.50
O 100 O 10 E
0.50 b—— &S —8&— ¢ 0.50
0,00 | ; : : : : . 000 \- - o . . . .. . .

1 2 3 4 5 1234567 891011121314151617181920212223
j i

Obrazek 5.4 Grafické zndzami praméra hodnot triaclyglycerdl - TG analyzou rozptylu
ANOVA: (a) vliv pétindsobné reprodukovatelnosti, (b) vliv pacientagelkovém pdétu 23
pacient.
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Means of ECH Means of ECH
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1 2 3 4 5 1234567 8 91011121314151617181920212223

i i
Obrazek 5.5 Grafické znazeémi priméra hodnot estér cholesterolu - ECH analyzou
rozptylu ANOVA: (a) vliv gtinasobné reprodukovatelnosti, (b) vliv pacientagelkovém
poctu 23 pacient.
Z davoda oweteni vysledk pomoci dvou nezavislych byla vyttema tabulka 5.13 ANOVA
(QC-EXPERT) pro og#teni vysledk z programu NCSS2000 a obdeébbylo provedeno
testovani. Tabulkaimesla stejné vysledky testovani jako tabulka 5\izhledem k tomu, Ze
u pacienta neni sptena p-hodnotz 0,05, tak neni mozn&ipmout nulovou hypotézu fla
F-kriterium, a tedy i faktor pacient se povaZujestatisticky vyznamny. Naopak u faktoru
opakovatelnost je vy@tena p-hodnota 0,05, tedy je moznéfmout nulovou hypotézu fa

F-kriterium, a tedy i faktor opakovatelnost se pajaza statisticky nevyznamny.

Tabulka 5.13 Zakladni vysledky analyzy rozptyluogmam QC-EXPERT)

. - . Volné mastné . . Estery
Statistika Fosfolipidy  Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesterolu
Fokritérium - 12,30 23,88 30,66 37,33 32,30
pacient
p-hodnota 0 0 0 0 0
Zawer: Faktor je . . . . . . . . . .
statisticky... Vyznamny Vyznamny Vyznamny Vyznamny Vyznamny
Fokriterium - 0,87 0,39 0,79 0,16 2,19
opakovatelnost
p-hodnota 0,485 0,812 0,532 0,960 0,076
Zawer Nevyznamny Nevyznamny  Nevyznamny Nevyznamny  Newyuna

Vzhledem k&mto vysledkm, byl faktor pacient zkouman a pggevan dalSimi metodami

viceroznérné statistiky.
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5.3.2 Exploratorni analyza dat
Prvni krokem ve viceroz¢mé analyze je vzdy exploratorni analyza dat (EDdly

jsou v diagnostickych grafech odhalovany objektye(pacienti) s podobnaii piimo stejnou
skladbou znak, zde gt ukazatelh uSniho mazu. K této analyze se uzivaji ikonovébmjove
grafy. Krabicovy graf nejprve ukazuje, zda je vedtdt dostatna prongnlivost a zda je
mozné wibec aplikovat metody vicerozmmé statistické analyzy. Kdyz by se totiz sledované
znaky nedostat®¢ pronenovaly a pgedstavovaly spiSe konstanty, byla by viceré&a
statisticka analyza zcela nepouzitelna.

K prizkumové analyza dat EDA bylo pouZitaestnich hodnot vzdy u¢p opakovanych
analytickych méteni biochemického slozeni usniho mazuistgnych jako Hornova pivotova
polosuma z i znaka fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - DG, volné mamt kyseliny - VMK,
triaclyglyceroly - TG a estery cholesterolu — ECH sioupcich a u 23 paciént radcich
zdrojové matice

Obrazek 5.6 ukazuje na dostateu prongnlivost peti vySetovanych znak usniho mazu
fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - DG, volné mastrkyseliny - VMK, triaclyglyceroly - TG a
estery cholesterolu — ECH, a potvrzuje tim takilegpravnou volbu k numerické statistické
analyze. Hwzdickovy, mnohouhelnikovy a profilovy graf umafi porovnani pacient

v péti-rozmérném prostoru znakjeho vhodnym promitnutim do roviny. Vzajeénpodobné
geometrické Utvary zde potvrzuji i shodnou skladBaiho mazu, jako je tomu riédad u
pacienfi 3 a 5, nebo u 19 a 20, resp. u 21 &2} a 15.
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Obrazek 5.6: Grafy fizkumové analyzy dat (a) krabicovy graf, (bEhdickového grafu,

(c) mnohouhelnikového grafu, (d) grafu profiSTATISTICA 8.0)

Souwasti ptizkumové analyzy dat EDA istdnich hodnot zndk fosfolipidy - PL,
diacylglyceroly - DG, volné mastné kyseliny - VMHKriaclyglyceroly - TG a estery
cholesterolu — ECH u 23 paciénkzdrojové matice Hornovy pivotové polosumy je takeé
korelani matice pti vySetovanych znak. KdyZz by nebyla korelace u vSech dvojic
statisticky vyznamna, neslo by aplikovat metodyvhiah komponent (PCA) a faktorové
analyzy (FA). Hodnoty Pearsonova korgldno koeficientu vyjatlji velikost korelace vzdy

mezi d¥ma znaky.
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Obrazek 5.7 (a) diagram koreéfd matice s histogramy jednotlivych zriakdhaluje jejich
korelaci, ktera zaftuje skrytou vnitni zavislost mezi znaky. Je-li proto prokladartéania
témef rovnolEZna sx-vou osou, neni ve dvojici znakorelace, a tim i mezi nimi neni skryta
zavislost. Obrazek 5.7 (b) diagram kodglamatice s krabicovym grafem ukazuje ¢eSavic
na dostaténou prongnlivost vSech ti znaki. Ukazuje se, Zéada dvojic znak vykazuje

dostaténou korelaci, a proto Ize aplikovat naslédnetody PCA a FA.
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Korelace (Matice s Hornovou polosumou 5s*23f)
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Obrazek 5.7 Korelmi tabulka a diagram korelace (a) s histogramy qdoych znaki,
(b) s krabicovym grafem
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5.3.3 Metoda hlavnich komponent
Cilem metody hlavnich komponent (PCA) je zjedneii$opisu skupiny vzajerin

linearre zavislych neboli korelovanych znakili rozklad zdrojové matice dat do matice
strukturni a matice Sumo\é@2]. Metoda hlavnich komponent je vhodna kemi vzijemné
vazby a struktury mezi znaky a také mezi subjekty.

Grafy ziskané metodou hlavni komponent jsou zigk#&m pouziti zdrojové matice
strednich hodnot i vySetovanych znak fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - DG, volné
mastné kyseliny - VMK, triaclyglyceroly - TG a estecholesterolu — ECH s vyuzitim

Hornovy pivotové polosumy malého o psti opakovanych rreni u 23 pacieiit
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y.J 1| SR— ................. ................. ................. .................
: é : s : PN
O 15| T i28,68%....jcrccvoer feeenssssasen brenssssae 8
o : B § : : o
Q N
o H : ) : H AN
] : : ) : H —
$10 N e T 7
: : ' : : @
: . . LL
(0)1) S ................. .............. ?‘.5.4%. ........ ...............
: : : ’ 4,97%
0.0 i i i i i
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© ©
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Faktor 1:42,61% Faktor 2 : 28,68%

Obrazek 5.8 Grafy metody hlavnich komponent (ajeiat indexovy graf vlastnichisel, a
grafy komponentnich vah u (b) 1. a 2. hlavni kongmiy, (c) 1. a 3. hlavni komponenty
(d) 2. a 3. hlavni komponenty
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Na obrazku 5.8 (a) se pomoci Cattelova indexovgtadu vlastnich¢isel stanovuje
nejprve optimalni p&et hlavnich komponent. Dle Kaiserova kritéria jemigmnenty
s vlastnim¢islem menSim nez eba chapat spiSe jako komponenty Sumu. Z toho pkae
optimalni péet hlavnich komponent je zde roven 2.

Obrazek 5.8 (b) - (d)fpdstavuji grafy komponentnich vah, které informujvzdjemném
vztahu mezi pivodnimi promdnnymi a hlavnimi komponentami a ukazuji jakowrou
prispivaji pivodni znaky do nay vytvoienych hlavnich komponent. fiT praméty

z prostorového 3D grafu vSeckitpznaki do ti rovin (tj. 1-2, 1-3, 2-3 gimméta) ukazuji, Zze
volné mastné kyseliny a diaclyglyceroly silpozitivre koreluji, diaclyglyceroly s volnymi
mastnymi kyselinami nekoreluji s fosfolipidy alei anestery cholesterolu, protoze sviraji
pravy Uhel. Fosfolipidy negati¢rkoreluji s estery cholesetrolu, protoZe oba svifagl 180°
zobrazuje 42,61% + 28,68% = 71,29% veSkeré pntinosti v datech. Zbyvajici dva
praméty 1-3 a 2-3 vystihuji daleko mémronenlivosti a vedou k obdobnym z&wm jako 1-

2 pramét.

5.3.4 Analyza shluki
Analyza shluk (CLU) pafi mezi metody, které se zabyvaji vygstinim podobnosti

viceroznérnych objeki a jejich klasifikaci doitd ¢ili shluka [42)].
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Obrazek 5.9 Graf komponentniho skére pro 1. agrtilkomponentu (a) a dendrogram

analyzy shluk (b)

Na obrazku 5.9 je znazammo porovnani dosazenych zaéw klasifikace znak dvéma
nezavislymi statistickymi metodami, a to metodoavhich komponent PCA (na zakéad
korelace) a analyzou shlwkCLU na z&klad podobnosti¢ili normované Mahalanobisovy

56

PL




vzdalenosti (v %) v 5ti-rozsmém prostoru. Zatimco graf 1. a 2. hlavni kompoypdayl co

do korelace mezi znaky jiz vy&len na obrazku 5.8 (b), z obrazku 5.9 (b) dendrogr
plyne, Zeiti znaky triaclyglyceroly, volné mastné kyseliny iaaylglyceroly jsou si vzajemin
podobné, protoZze maji kratSi normovanou Mahalaoehiszdalenost 30% a 35% avsak &iln
nepodobné s estery cholesterolu a fosfolipidy,g@®ts nimi maji vzdalenost 100%. Dvojice
estery cholesterolu a fosfolipidy si je vzajeimaké nepodobnd, protoZe vykazuje vzdalenost
80%.

5.3.5 Faktorova analyza
Faktorova analyza (FA) je technika vicer&imé statistiky, kterd slouzi k vyseni

vnitiich souvislosti a vztd@hcili korelaci a odhaleni zakladni struktury zdrojowsatice

dat [42]. Cilem faktorové analyzy je odvodit z dat snadiyswtlitelné a pojmenovatelné
spole&né faktory, které zestéiuji pavodni data.

Vlastni klasifikaci usniho mazu 23 paciémhetodami hlavnich komponent PCA a faktorove
analyzy FA po rotaci Varimax normalizovanyimaSi obrazek 5.10. Vysoc&rehodny je
obrazek 5.10 (a) graf faktorového skére po roktery piinasi faktorova skére pacigéntktesi

jsou zde faktoro¥ ¢isti, nagiiklad 18, 23, 20, 22, 19, 20, 13, 6, 4 vzdy s vgeokodnotou
prvniho faktoru a velmi nizkodi ptimo nulovou hodnotou druhého faktoru. Jsou zde take
zobrazeni jako faktorav cisti pacienti s vysokou hodnotou druhého faktoruniakou
hodnotou prvniho faktoru, n#églad, 16, 11, 12, 10, 14, 15, 3, 7, 8.
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Obrazek 5.10 Grafy analyzy hlavnich komponent #ofaké analyzy (a) graf faktorového
skore metody FA po rotaci Varimax normalizovany), dkaf komponentniho skoére metody
PCA 1. a 2. hlavni komponenty, (c) 1. a 3.hlavimhkonenty a (d) 2. a 3.hlavni komponenty.

Na zaklad faktorovych vah po rotaci Varimax normalizovany abrazku 5.11 (b) Ize

usoudit, Ze 1. faktor je sin ovlivnén predevSim znaky volné mastné kyseliny a

diacylglyceroly (vahou 0,9 a 2. faktor vahou O)timemo 2. faktor znaky triacylglyceroly

(vahou 0,9 a 1. faktor vahou 0,3) a fosfolipidyHea -0,6 a 1. faktor vahou 0,1) a znak estery

cholesterolu je ménfaktorow cisty, protoZze sice ovliwje 2. faktor vahou 0,9 ale také 1.

faktor vahou -0,3. Z toho také plynésiedek k analyze, které znaky nejvice oMy usni
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maz doty¢nych pacient, u 1. faktoru jsou to znaky volné mastné kyseltigcylglyceroly a u

2. faktoru pedevsim znaky triacylglyceroly, fosfolipidy a esteholesterolu.
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Obrazek 5.11 Grafy faktorové analyzy 1. a 2. fakt(a) bez rotace a (b) po rotaci Varimax
normalizovany
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Zajimavé porovnani zé&ki o podobnosti skladby usniho maztinpSi obrazek 5.12
posuzovany ddma nezavislymi statistickymi metodamimetodou hlavnich komponent PCA
(na zaklad korelace) a analyzou shlukCLU (na zaklad podobnosticili normované
Mahalanobisovy vzdalenosti v %) v 5ti-roemém prostoru fosfolipidy - PL, diacylglyceroly
- DG, volné mastné kyseliny - VMK, triaclyglycerolyTG a estery cholesterolu — ECH.

Na obrazku 5.7 (a) obsahuje graf faktorového shaaent 1. a 2. faktoru a obrazek 5.7 (b)
dendrogram pacieit sestrojeny technikou vazenéhdmgru. Shluky na obrazku 5.7 (a) jsou
pievazre stejné jako indikované shluky v dendrogramu naapkw 5.7 (b), které byly

vytvoreny zcela odliSnou a na prvriepeslé metadnezavislou matematickou metodou.
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Obrazek 5.12 Grafy metody hlavnich komponent PGAalyzy shluk CLU (a) graf
komponentniho skore PCA, (b) dendrogram pagtisastrojeny technikou vazenéhdupgru

Na obrazku 5.13 je znazama analyza uSniho mazuiyodni zdrojové matice 115 x 5 u
vS8ech 23 paciefit s gtinasobnym opakovanim tj. 115 pacienviadcich pro @t
vySetovanych znak fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - DG, volné mast kyseliny - VMK,
triaclyglyceroly - TG a estery cholesterolu — ECéisloupcich metodou hlavnich komponent

PCA a faktorové analyzy FA po rotaci Varimax.
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Obrazek 5.13 Grafy metody hlavnich komponent aofakié analyzy(a) Cattelgv
indexovém grafu vlastniatisel, (b) graf faktorovych vah po Varimax normaliaoé rotaci,
(c) graf komponentnich vah u 1. a 2. hlavni komptya (d) graf komponentniho skére pro
1. a 2. hlavni komponentu.

Z obrazku 5.13 (a) na Cattelowndexovém grafu vlastnichisel vyplyva, Ze dle
Kaiserova kritéria je optimalni pet hlavnich komponent roven 2, komponenty pod mlast
¢islem 1 pati do oblasti Sumu. Obr. 5.13 (b) graf faktorovyeth\po Varimax normalizované
rotaci ukazuje, Zze po rotaci jsou znaky diacylghpbe a volné mastné kyseliny faktorov
Cisté s maximalni hodnotou prvniho 1-2 faktoru, mmath znaky estery cholesterolu,
triacylglyceroly a fosfolipidy jsou row# faktorow cisté ale ovlivni maximalni hodnotou
druhého faktoru. Jedna se o obdobu obrazku 5.1 Dimjobr jako na obrazku 5.8 (b) je i na
obrazku 5.13 (c) grafu komponentnich vah u 1. &l&vni komponenty patrné, Ze volné
mastné kyseliny a diacylglyceroly silnpozitivré koreluji, diacylglyceroly s volnymi
mastnymi kyselinami nekoreluje s fosfolipidy alei arestery cholesterolu, protoze sviraji
pravy Uhel. Fosfolipidy negati¢rkoreluji s estery cholesterolu, protoZe oba sviragl 180°
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v

vgrafu 1. a 2. hlavni komponenty. Tento 1-Zip¥t je nejdilezitéjSi, protoZze zobrazuje
40,66% + 27,80% = 68,46% veSkeré péotivosti v datech. Graf komponentniho skoére na
obrazku 5.8 (d) pro 1-2 komponentu ukazuje na ship&cientt podobnych¢i stejnych
hodnot gti znaki fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - DG, volné mast kyseliny - VMK,
triaclyglyceroly - TG a estery cholesterolu — ECMyznaiené shluky zde vznikly
Vv pétirozmerném prostoru na zaklaghouhé korelace.

Lze uzavit, Ze zdrojova matice 23 x 5 jeghledrjSi a @FinasSi naprosto stejné
vysledky jako gvodni zdrojova matice 115 x 5. Z tohovedu byla danaifednost v analyze
dat matici
23 x 5.
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6 DISKUZE

SloZeni usSniho mazu bylaqumétem studiifady autoii. Rozbory byly na zpgtku
omezeny vybavenim labordt@ metodami, které dovolovaly zpracovat pouze&etkoZzstvi
vzorku, fadow v gramech, jenZ bylo k analyze ziskavano smichardonki odebranych az
od desitek osof23]. Postupi s rozvojem metod instrumentalni analyzy jako tem&@vna
chromatografie, plynova chromatografie pro&té&e spojeni s hmotnostni spektrometrii bylo
umozréno analyzovat vzorky usniho mazu od jednotlivéeow v miligramech.

Analyzou usniho mazu bylo zj&to, Ze se skladar@devSim z lipidové a proteinovée
slozky. Mezi dalSi latky, které jsou zastoupenyangim mnoZzstvi pétvolné aminokyseliny
(glycin, glutamova kyselina, histidin, threonin a&rig), cukry (galaktozamin, glukdzu,
galaktézu, glukozamin, mann6zu a fruktozu), miner@ldpnik, hacik, fosfor a dalsi),
aromatické latky, imunoglobuliny a lyzozyf22, 23, 24, 25, 26 MnoZstvi vytvédeného
usniho mazu je individudlni a kolisa jak interindiélrg, tak i u jednotlivce v gibéhu ¢asu
[1].

Latky nalezené v lipidové frakci byly identifikomg jako dlouh&etézce nasycenych i
nenasycenych mastnych kyselin a alkdhgrekurzory cholesterolu, skvalen a dalSi dlouhé
fettzce uhlovodik [27]. Ve studiich, které se zabyvaly rozborem lipiddvaékce bylo
Zjisténo, Ze suchy typ usniho mazu obsahuje asi 20%iligiatimco vihky typ usniho mazu
obsahuje asi 50% lipid[25, 2§. V podrobrjSich studiich, které se zabyvaly rozdilem ve
mezi suchym a vihkym typem usniho mazu byly &jigtdalSi rozdily v jejich slozef29].

Jedna z nayjSich studiich se zabyvala lipidovou frakci uSnihazu v zavislosti na
véku, pohlavi a obdobi menstkirdho cyklu[33]. Bylo zjiS&no, Ze ve ¥kové kategorii 40 let
byla u mu# vyssSi hladina volnych mastnych kyselin, kdeZtoem ¥éto ¥kové kategorie
vySSi hodnota triacylglycend| cholesterolu, estércholesterolu a vosk Ve wkové skupig
Zen 19 — 40 let byla stanovena niZsi hodnota skualestek cholesterolu a voska naopak
vySSi hladina triacylglycerbla cholesterolu nez u miuzve wWku 11 — 18 let byla u muz
zZjisténa nizSi hladina triacylglycerinl esteéi cholesterolu, voska vy$Si mnozstvi volnych
mastnych kyselin a cholesterolu.

Klinické studie se zabyvaly i rozdilem mezi zastenip jednotlivych komponent
cerumina mezi &mi a dosplymi. [30, 3]. U &ti byla zjiS€na hladina protein mirng

snizena a hladina lipidbyla naopak mirh zvySena oproti dostym. U dosglych byly
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nalezeny nepatrné zmy v lipidové a proteinové frakci vzhledem &w. Zmeny ovSem
nebyly statisticky vyznamn&0, 31.

Byl sledovan i vlivcasu, po kterou usni maastaval ve zvukovodu, na jeho slozZeni.
[31]. Obsah protein v usSnim mazu se navySoval s dobou, po kterou ksenaoval
ve zvukovodu. Naproti tomu obsah lifidyl v ¢erstvém usnim mazu vySSi nez u mazu, ktery
zastaval ve zvukovodu po del&s — dny, tydny. Rozdily ve sloZeni lipid proteiti nebyly
ovSem statisticky vyznamnal].

K déleni lipidovych slozek bylo v mnohych publikacigtgjre jak v této diplomové
praci pouzito tenkovrstevné chromatogrdf8, 49. Velk4 ¢ast klinickych studii se zabyva
kvalitativnim sloZzenim uSniho mazu, ale ve srovnénim je znamo podstatnmére
informaci o kvantit jednotlivych latek. Bortz a kolektiy28] ve své publikaci fedloZil
detailrgjSi kvantitativni sloZeni lipidové frakce uSniho zuajejiz celkové mnoZstvi tyido
52% *3 % vahového procenta. Zjistil, Ze suchy tgmibho mazu obsahuje skvalen (6,4%),
estery cholesterolu (9,6%), vosky (9,3%), triacjpgiroly (3%), mastné kyseliny (22,7%),
cholesterol (20,9%), ceramidy (18,6%), cholestesnilfaty (2%) a #kolik raznych
neidentifikovatelnych polarnich komponent (7,5p2%]. VIhky typ uSniho mazu ma naopak
nedostatek estércholesterolu, vosk a navic obsahuje ¢kolik ptidavnych nepolarnich
komponen{28].

V piedkladané diplomové praci bylyéteny hodnoty jednotlivych lipidovych frakci
vusnim mazu u 23 osob &tmasobnou opakovatelnosti. Cilem bylo posoudit
reprodukovatelnost metody stanovenim jednotlivyighdbvych #id uSniho mazu pomoci
preparativni chromatografie na tenké vésti testovani statistické vyznamnosti roadblyla
pouzita analyza rozptylu (ANOVA), pomoci které byhjisttno, ze faktor pacient je
statisticky vyznamny zatimco faktor reprodukovabshn vySel statisticky nevyznamny
(vysledky zakladni analyzy rozptylu jsou uvedenyabulce5. 12 a v tabulce 5. 13). Z tohoto
testovani je patrné, Ze metoda stanoveni jednotlivgloZek lipidovych ifd pomoci
preparativni chromatografie na tenké vésie dolie reprodukovatelnd a Ze nedochazi ke
zmenam slozeni v naakumulovaném vzorku usniho mazu.

Jelikoz faktor pacient vySel statisticky vyznambylo vhodné posoudit vriiti vazbu a
strukturu zdrojové matice pomoci viceraznych statistickych metod. K tomuto zjigi byla
provedena metoda hlavnich komponent, shlukova aaayfaktorova analyza.

P¥i laboratornim zpracovani byly ziskanyaprné hodnoty koncentraci jednotlivych

lipidovych sloZzek uvedené v tabulce 6.1
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Tabulka 6.1 Rimérné hodnoty koncentraci lipidovych slozek (g/ D3nim mazu po Box-
Coxow transformaci a hodnoty Hornovy pivotové polosumy
Volné mastné Estery
Fosfolipidy Diacylglyceroly  kyseliny  Triacylglyceroly cholesterolu

Pramer po Box-

Coxov transformaci 1,564 0,738 0,421 0,560 1,656
Minimum 0,706 0,145 0,107 0,163 0,479
Maximum 2,039 1,630 0,773 1,370 3,016

Smerodatna
odchylka 0,041 0,045 0,022 0,036 0,076
Hornova pivotova
polosuma 1,518 1,104 0,512 0,920 1,926

Pfi srovnani vysledk publikovanych Inabou a kolektivepd5], Bortzem a kolektivem
[28] a s vysledky[46], které byly ziskany postupem podobnym tomu, jakyp@uZzit v této
praci, je #etelné obdobné rozlozeni lipidovych sloZzek na clatmgrafickych deskach, avSak
jsou jiné obsahy jednotlivych komponent. Pozorovaogdily byly autory vysstlovany
pouzitim jiného druhu standardu a modifikaci pradbe postupu vedouciho ke stanovovani
odliSného potu lipidovych slozZek.

Pfi srovnani naSich natfenych pémérnych hodnot koncentraci jednotlivych
lipidovych slozek s vysledky uvedenymi v diplomgwéci Péinové [40], ktera se zabyvala
vztahem lipidi usniho mazu a krevniho séra, najdem&taw podobnost mezi vysledky.
Hodnoty u fosfolipid (Peinova [40] pramér 2,361 + 1,33) g/l), volnych mastnych kyselin
(Peinova [40] pramér 0,736 = 0,6 g/l) a triacylglycerdl (Peinova [40] pramér
0,304 = 326 g/l) jsou sice odlisSné od naSich, arati tomu hodnoty diacylglycetol
(Peinova [40] pramér 0,723 £ 0,348) g/l) a estercholesterolu (R&ova [40] pramér
1,692 + 1,433) g/l jsou skoro identické&mt nasSimi[40].

Praimérna hodnota celkovych lipidv uSnim mazu po Box-Coxéwvransformaci byla
4,833 g/l. Srovnani obsahu jednotlivych lipidovyfchkci ve vztahu k celkovym lipign je
uvedeno v tabulce 6.2. Tyto hodnoty jsou velmi &ad od hodnot jaké publikoval Bortz a
kolektiv [28], ale ot velice podobné s vysledky uvedené v pradireeé [40]. OdliSnosti
oproti vysledkim publikovanym Borztem a kolektivef@8], mohou byt zpsobeny pouZzitim
jiného typu standardu, nebe naSem fipadt je pouzivan triglyceridovy standard, pomoci
kterého pak nami vypitané koncentrace jednotlivych lipidovyciidt mohou byt zatizeny
vétSi chybou. Je i moznétipina ve velké variabile mezi jednotlivci a fipadré i mezi
rasami. V naSem souboru byly vSichrild$i, Bortz a kolektiv[28], ve své publikaci rasu

nezminil. Pro tuto skud@ost s¥dci i statisticka vyznamnost faktoru pacieri pelativre
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velkém rozptylu namienych hodnot (viz tabulka 6.1) a nevyznamnost fakto

reprodukovatelnosti.

Rozdil od vysledk Pdinové [40] miZe byt zgisoben téZz Zzazenim obou pohlavi do studie a
vékova nesourodost souboru. Hedeld4d] ve své praci hodnotici vliv pohlavi &kwu na
sloZeni uSniho mazu sice neprokazala vyznamnypdhavi na sloZzeni mazu, avSak stejn
jako Péinova [40] pozorovala statisticky vyznamné &my v zavislosti na &u jedince.

Naopak Kocef33] vyznamné zrigny v zavislosti na pohlavi zjistil (viz vyse).

Tabulka 6.2 Hladiny lipidovych sloZek (v %) ve vatek celkovym lipidim

Lipidova slozka

Fosfolipidy 32,36

Diacylglyceroly 15,27
Volné mastné

kyseliny 6,52

Triacylglyceroly 11,59

Estery cholesterolu 34,26

USni maz je variantou kozniho mazu, proto IZzekdvat podobnost ve slozeni mezi
témito produkty Kize. Praci, které se zabyvaly problematikou kozniaau je vice, nez studii
o usnim mazu. Odoy koZzniho mazu byly prové&dy hlavré nacele, ale i na dalSictastech
téla.

Kozni maz je tvieen mazovymi Zlazami a epidernjig7, 48. SloZeni kozniho mazu je
ovlivnéno wkem a pohlavim. Olejovita latka, ktera je sekretmdnazovymi Zlazami na
povrch Kize, obsahuje hla¥nskvalen, triacylglyceroly, estery a estery chaest. Sterol a
estery sterolu vznikaji v epidermis. Triacylglydgreznikaji z mazovych Zlaz i z epidermis
[48].

Gldar [49] ve sveé studii zkoumal exknei poner koZzniho mazu odebranéhaaa
dosglych muzi s hypolipoproteinemii typu IV. Vysledky naziilg, Ze se sloZeni kozZnich
lipida meéni v zavislosti na patologii krevnich ligid49].

Klinické studie se zabyvaly i vliveméku na aktivitu mazovych Zlaz. Tyto studie
ukazaly Zetelnou odliSnost mastnych kyselin a ested dtstvi, p'es dosplost po starnuti
[50]. Dle rekterych vysledl je sloZzeni kozniho mazu starych lidi velmi podofaiéu dti
pred pubertoy5]].

Dalsi studie koZzniho mazu se zabyvaly vznikem nyastrkyselin. Mastné kyseliny
dle ®chto studii vznikaji P hydrolyze triacylglyceral, estefi a estet cholesterolu.

Nicolaides [51] ve své studii nazid, Ze volné mastné kyseliny jsou odvozeny hkavn
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z hydrolyzy triacylglyceral, na které se podili vyrazmikroorganismy, coz potvrzujeikaz,
Ze @i snizeni hladiny triacylglycerdlse hladina volnych mastnych kyselin zv{s2]. Dale
byly identifikovaly produkty hydrolyzy monoglycesola diacylglyceroly a ukazalo se, Ze
poner volnych mastnych kyselin k esterifikovanym se &g scasem.

V naSem pipact z analyzy shluk vyplynulo, Ze ii znaky triaclyglyceroly, volné
mastné kyseliny a diacylglyceroly jsou si vzijeénpodobné, avSak simepodobné s estery
cholesterolu. Dvojice estery cholesterolu a fopidly si je vzajem# také nepodobna. Nase
vysledky analyzy shlukjsou ve sho#éls uvedenou publikaci Nicolaidefs?].

Vysledky nasi laboratorni analyzy na zakladgetody hlavnich komponent ukazaly, Ze
volné mastné kyseliny a diaclyglyceroly spolu &ilpozitivre koreluji, diaclyglyceroly
s volnymi mastnymi kyselinami nekoreluji s fosfalip ale ani s estery cholesterolu.
Fosfolipidy negativa koreluji s estery cholesterolu.

Analyza hlavnich komponent nazila u naSich vysledk silnou pozitivni korelaci
mezi diacylglyceroly a volnymi mastnymi kyselinanedy @i zvySeni diacylglycerdl se
zvySi i hladina volnych mastnych kyselin. NaSe &g&ly analyzy hlavnich komponent jsou
tedycaste&ne v neshod s informacemi uvedenymi publikaci Nicolaid¢5@].

OvSem picinou uritych neshod riwe byt i to, Ze sloZeni uSniho mazuiza byt
ovlivnéno i jinymi ¢initeli nez kozni maz. Dale na rozdil od koZnihozmaktery je Zela
omyvan pi hygierg a otirdn rukama, usni maz se akumuli#dow az nesice. U kozniho
mazu je popsan rozklad triacylglycerpltakze v uSnim mazu bychom podle této teorie
nently po mésicich akumulace najit t&inzadné triacylglyceroly, ale byly zde opako¥an
prokazany..

Pfi  porovnani nasich vysledk hlavnich komponent s vysledky uvedenymi
v diplomové préaci P@ové [40] je patrnd pouze€ast&énad shoda, v jeji praci vysla pouze
mirnd korelace mezi diacylglyceroly a triacylglyogr zatimco estery cholesterolu,

fosfolipidy a triacylglyceroly spolu nekoreljdQ].
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7 Zavéry

1. cil: Ovéireni metodiky stanoveni pti tiid lipid a (fosfolipidy,
diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, triacylglyeroly a estery

cholesterolu)

USni maz je sis organickych a anorganickych latek a nachaziréeném mnozstvi tédi u
vSech jeding. SloZzenim usniho mazu se zabyvali &utady publikaci, ale jelikoZ neni toto
téma jedt beze zbytku zdaleka prozkoumano, bylo zvolenddkdé&lomové préaci.

V piedlozené diplomové praci byla&ena metodika stanovendtptrid lipida. K této
optimalizaci byl pouzit vzorek, ktery byl ziskan ad 30-40 jeding.

Zpracovani vzork usniho mazu pomoci preparativni chromatografiégenéié vrste
bylo zantieno na extrakci lipil a na stanoveni jejich koncentrace. Extrakce idigigla
nejvyssi pi  tiiminutovém tepani S naistajici dobou extrakce se wyhost lipidi
nezvySovala. Doba extrakce 3 minuty vedla k lep&iozuinéni pevného vzorku mazu.

Pfi stanoveni koncentraci jednotlivych slozeltigrid lipida byly testovany wzné
zpusoby vdeni zkumavek s odparkem. Byla&ena doba a Zgob varu. Bylo zjigno, Ze
nejlepsi vy¢znost lipich usniho mazu bylafpvareni zkumavek s odparkem na olejové lazni
pri teplo& 110° C po dobu 15 minut.

Pri delSi dolke vareni zkumavek s odparkem jiz dochazelo ke sniZzentcdwmaraci
jednotlivych lipidovych tid uSniho mazu. Toto sniZzeniibe byt nejspiSe #igobeno tim, Ze
pii reakci odparku s kyselinou sirovou dochazi k bijdre a volna mastnéd kyselina pak
reaguje s fosfovanilinovyndinidlem na barevnou slozku, aléi llouhém véeni vznikaji
estery kyseliny sirove, které jsou miémeaktivni a dochazi ke sniZeni koncentrace
jednotlivych slozek lipidovychrid

Analyzou uSniho mazu u 23 osob pétindsobném opakovani byla ziskana zdrojova
matice dat 11% 5 pro vSech & vySetovanych znak fosfolipidy - PL, diacylglyceroly - DG,
volné mastné kyseliny - VMK, triaclyglyceroly - T@ estery cholesterolu — ECH. Tato
zdrojova matice dat byla dale zpracovana metodalyan rozptylu (ANOVA), ze které
vyplynulo, Ze faktor pacient je statisticky vyznama proto byl dale vySiivan statistickymi
metodami. Faktor opakovatelnost vySel naopak $tys nevyznamny, a tedy metoda
stanoveni jednotlivychrid lipidd ma& dobrou reprodukovatelnost a naakumulovany s
|ze povaZovat za homogenni a vysledky &d&vpro zneny sloZeni uSniho mazucase.
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2. cil: VySetreni struktury a klasifikace dat dle hladin tfid lipid & usniho

mazu

K vySeteni struktury a shluk pomoci vicerozirnych statistickych metod bylo pouZito
strednich hodnot vZzdy wp opakovanych analytickych ¢eni biochemického sloZzeni usniho
mazu, v¥islenych jako Hornova pivotova polosuma étipznaki fosfolipidy - PL,
diacylglyceroly - DG, volné mastné kyseliny - VMHKriaclyglyceroly - TG a estery
cholesterolu — ECH ve sloupcich a u 23 padieritadcich zdrojové matice.

Prvnim krokem exploratorni analyzy dat bylo pomgcafickych metod zjigho, Ze
mezi @ti vySetrovanymi znaky usniho mazu je dostai& prongnlivost, coz umo#uje dalsi
statistického zpracovani. Z &dickového, mnohouhelnikového a profilového grafu, dter
usnaduji porovnéni pacieftv péti-rozmérném prostoru znakjeho vhodnym promitnutim
do roviny, je vidt, Ze vzajem# podobné geometrické Utvary zde potvrzuji shodridadbu
usniho mazu, jako je tomu riddad u pacient 3 a 5, nebo u 19 a 20, resp. u 21 &i2B4 a
15.

Metodou hlavnich komponent bylo odhaleno, Ze voln@astné kyseliny a
diaclyglyceroly silg pozitivré koreluji, diaclyglyceroly s volnymi mastnymi kysemi
nekoreluji s fosfolipidy ale ani s estery cholesher protoZze sviraji pravy uhel. Fosfolipidy
negativié koreluji s estery cholesetrolu, protoZe oba swvirbgl 180° v grafu 1. a 2. hlavni
28,68% = 71,29% veskeré prontivosti v datech. Zbyvajici dva jométy 1-3 a 2-3 vystihuji
daleko mén promenlivosti a vedou k obdobnym zé&wim jako 1-2 pimgét.

Pomoci analyzy shluk na zaklad podobnosticili normované Mahalanobisovy
vyplynulo, Ze ti znaky triaclyglyceroly, volné mastné kyseliny @aaylglyceroly jsou si
vzajemré podobné, protoZze maji kratSi normovanou Mahalawohi vzdalenost, avSak siln
nepodobné s estery cholesterolu a fosfolipidy. @eogstery cholesterolu a fosfolipidy si je
vzajemr také nepodobna.

Na zaklad faktorovych vah po rotaci Varimax normalizovang lzsoudit, Zze 1. faktor
je silné ovlivnén predevsim znaky volné mastné kyseliny a diacylglylgef@ahou 0,9 a 2.
faktor vahou 0), zatimco 2. faktor znaky triacyltgyoly (vahou 0,9 a 1. faktor vahou 0,3) a
fosfolipidy (vahou -0,6 a 1. faktor vahou 0,1) aakrestery cholesterolu je mé&faktorow
Cisty, protoZze sice ovliwje 2. faktor vahou 0,9 ale také 1. faktor vaho}B.-@ toho také
plyne disledek k analyze, které znaky nejvice oMy usSni maz do®nych pacient, u 1.
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faktoru jsou to znaky volné mastné kyseliny, digbyderoly a u 2. faktoruiiedevsim znaky

triacylglyceroly, fosfolipidy a estery cholesterolu
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9 PRILOHY

9.1 Seznam pouzitych zkratek
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CL
CLU
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F — test
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PL

Rr
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M
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celkoveé lipidy
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diacylglyceroly

estery cholesterolu
Fischer-Snededurtest

zred'ovaci faktor

faktorova analyza

index vlastnih@isla
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otorinolaryngologie

vypdaitena hladina vyznamnosti
metoda hlavnich komponent

fosfolipidy

Pearsoifiv parovy korelani koeficient

retereni faktor

smérodatna odchylka
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triaclyglyceroly

thin layer chromatography

volné mastné kyseliny mastné kyseliny

hladina statistické vyznamnosti

vlastnicislo
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9.4 Souhrn dat

Tabulka 9.1 Koncentrace jednotlivych lipidovyckidt (g/ I) u vSech 23 pacidantpfi
pétindsobné opakovatelnosti

Volné
mastné Estery

Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglycerolycholesterolu

Vzorek 1 1 2,014 0,162 0,087 0,302 1,044
2 1,863 0,118 0,129 0,215 1,325

3 1,82 0,172 0,122 0,194 1,012

4 1,918 0,183 0,108 0,258 1,917

5 2,217 0,237 0,136 0,215 1,799

Vzorek 2 1 1,767 0,237 0,323 0,14 0,56
2 1,271 0,198 0,345 0,172 0,442

3 2,1 0,194 0,398 0,183 0,905

4 1,185 0,292 0,232 0,162 0,539

5 1,841 0,258 0,291 0,205 0,862

Vzorek 3 1 2,245 0,898 0,489 0,265 0,748
2 2,105 0,758 0,325 0,187 0,366

3 1,895 0,652 0,465 0,245 0,603

4 2,336 0,843 0,364 0,312 0,725

5 1,963 0,654 0,429 0,239 0,785

Vzorek 4 1 0,754 0,42 0,125 0,277 1,769
2 1,054 0,365 0,145 0,325 1,785

3 1,246 0,512 0,232 0,414 1,698

4 0,846 0,425 0,185 0,356 1,457

5 0,813 0,369 0,149 0,278 1,234

Vzorek 5 1 2,038 0,415 0,315 0,286 1,817
2 1,818 0,364 0,217 0,247 1,657

3 1,657 0,421 0,279 0,365 1,456

4 2,234 0,297 0,316 0,347 1,764

5 2,451 0,317 0,247 0,282 1,478

Vzorek 6 1 1,845 0,714 0,247 0,194 1,852
2 1,639 0,874 0,271 0,356 1,654

3 1,479 0,637 0,317 0,273 1,917

4 1,374 0,528 0,169 0,287 1,215

5 1,152 0,615 0,264 0,312 1,574

Vzorek 7 1 1,985 0,85 0,638 0,4 0,838
2 1,738 0,425 0,425 0,438 0,652

3 1,738 1,075 0,463 0,525 0,813

4 2,245 0,935 0,525 0,675 0,788

5 2,175 0,816 0,425 0,563 0,625

Vzorek 8 1 1,088 0,513 0,875 0,438 0,588
2 1,363 0,75 0,513 0,529 0,647

3 1,538 0,638 0,863 0,375 0,538

4 1,325 0,6 0,785 0,413 0,415

5 1,175 0,625 0,823 0,475 0,576
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Vzorek 9

Vzorek
10

Vzorek
11

Vzorek
12

Vzorek
13

Vzorek
14

Vzorek
15

Volné

mastné Estery

Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesterolu
1 1,458 0,745 0,165 0,754 2,348
2 1,256 0,658 0,225 0,697 2,583
3 1,587 0,574 0,196 0,914 2,797
4 1,352 0,694 0,157 0,754 2,215
5 1,268 0,484 0,176 0,637 2,282
1 1,757 0,912 0,453 0,302 2,298
2 1,372 0,631 0,367 0,274 1,654
3 1,384 0,612 0,412 0,316 1,962
4 1,792 0,697 0,397 0,335 1,674
5 1,387 0,721 0,671 0,423 2,684
1 0,874 0,528 0,247 0,529 3,472
2 0,687 0,647 0,345 0,634 2,657
3 0,863 0,567 0,276 0,567 3,314
4 0,721 0,747 0,331 0,614 3,647
5 0,697 0,537 0,297 0,776 2,857
1 2,348 0,527 0,328 1,514 2,718
2 1,657 0,634 0,468 1,167 2,147
3 1,818 0,738 0,289 1,471 2,679
4 1,729 0,569 0,314 1,164 2,731
5 1,919 0,721 0,354 1,771 1,978
1 1,347 0,475 0,156 0,784 1,974
2 1,578 0,573 0,178 0,658 1,856
3 1,657 0,487 0,236 0,712 1,749
4 1,854 0,713 0,163 0,697 1,516
5 1,485 0,526 0,187 0,557 1,185
1 1,487 0,512 0,256 0,574 2,347
2 1,297 0,471 0,327 0,637 2,079
3 1,782 0,529 0,387 0,728 2,857
4 1,328 0,479 0,356 0,763 2,727
5 1,678 0,679 0,297 0,568 2,087
1 1,567 0,645 0,431 0,425 2,767
2 1,478 0,497 0,378 0,574 2,314
3 1,217 0,437 0,425 0,316 2,456
4 1,774 0,527 0,396 0,374 2,218
5 1,047 0,718 0,513 0,395 1,927
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Vzorek
16

Vzorek
17

Vzorek
18

Vzorek
19

Vzorek
20

Vzorek
21

Vzorek
22

Volné

mastné Estery

Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesterolu
1 0,818 0,459 0,217 1,678 2,647
2 0,769 0,513 0,267 1,234 3,397
3 0,793 0,628 0,218 1,726 2,787
4 0,645 0,417 0,179 1,214 3,498
5 0,929 0,423 0,232 1,437 2,434
1 1,178 0,168 0,134 0,205 1,947
2 1,459 0,145 0,156 0,234 1,647
3 1,616 0,197 0,144 0,215 1,485
4 1,578 0,159 0,126 0,197 1,717
5 1,874 0,117 0,112 0,134 1,397
1 1,292 0,842 0,743 0,295 1,229
2 0,887 1,071 0,475 0,231 1,458
3 0,879 1,221 0,52 0,287 1,679
4 1,098 0,963 0,623 0,175 1,765
5 1,356 0,912 0,515 0,162 1,389
1 1,378 1,314 0,862 0,344 0,771
2 1,386 0,977 0,523 0,449 0,38
3 1,631 1,518 0,713 0,246 0,642
4 1,728 2,352 0,759 0,472 0,594
5 1,112 1,892 0,635 0,652 0,352
1 1,638 2,062 0,721 0,651 1,314
2 1,585 1,978 0,612 0,542 0,872
3 2,132 2,119 0,846 0,712 1,115
4 1,736 1,759 0,797 0,445 0,775
5 2,418 1,215 0,894 0,695 1,05
1 1,462 0,841 0,912 0,932 1,317
2 2,157 1,031 0,981 0,591 1,451
3 1,985 0,918 0,695 0,891 1,682
4 1,745 0,832 0,818 0,912 2,113
5 1,618 0,682 0,693 0,841 1,241
1 1,482 1,674 0,612 0,618 0,931
2 1,612 1,512 0,518 1,218 0,793
3 1,378 0,752 0,387 0,789 0,956
4 1,983 1,681 0,417 0,751 0,541
5 1,719 1,749 0,524 0,512 0,981

81



Vzorek
23

Volné

mastné Estery
Fosfolipidy Diacylglyceroly kyseliny Triacylglyceroly cholesterolu
1 2,198 0,583 0,741 0,537 1,461
2 1,636 1,057 1,023 0,691 2,361
3 1,487 0,716 0,614 0,447 1,821
4 2,131 0,863 0,581 0,693 1,932
5 1,716 0,831 0,512 0,492 1,971
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