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ANOTACE

Tato prace je #novana optimalizaci metodyipravy a zpracovani vzorku suché kapky krve
pro stanoveni vybranych mastnych kyselin. Jsou stdauty informace jak o suché kapce
krve, tak i mastnych kyselinAch a moZnostechheginalyzy. Mastné kyseliny byly néjde
derivatizovany na methylestery a poté analyzovangtodou plynové chromatografie

s plamenov ionizatnim detektorem.

KLi COVA SLOVA

sucha kapka krve, mastné kyseliny, plynovy chrogaip optimalizace

TITLE

Optimization of dried blood spot sample preparatiod handling in analysis of fatty acids

ANNOTATION

This work is focused on optimization dfied blood spot sample preparation and handling
in analysis of fatty acids. There is summarizedrmfation about both dried blood spot
and the possibilities of fatty acids analysis. yattids were derivatized to methyl esters fatty
acids and then analyzed by gas chromatographyflaitie ionization detector.
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dried blood spot, fatty acids, gas chromatograppgimization
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UvOD

Myslenka odBru plné krve na filtréni papir, znama jako technika suché kapky krve (DBS
z angl. dried blood spot) vznikla nagatku 60. let 20. stoleti. V soéasnosti se stale pouziva
jako standardni vzorkovaci metoda v programu naemweckého screeningu po celénitsv
Ve srovnani s konveénim zpisobem odéru vzorku krve nabizi mnoho vyhod, jako
napiklad jednoduchy a méninvazivni odir, pro ktery postd velmi malé mnozZstvi krve.
Diky unikatnim vlastnostem tohoto typu vzorku detanizuje riziko penosu infekce. Tyto
a mnohé dalsi vyhody jsou zodgdné za stale rostouci zajem o DBS techniku i vgmy
oborech. Zejména studie zahrnujici velkygiovzorki tuto metodu popularizuji. Technika
DBS si s vyvojem novych citlivych analytickych mdtaasla uplaténi také v oblasti
terapeutického monitorovanicie, diagnostice infeknich onemocEni ¢i v metabolomice.
Do budoucna by mohla byt vyuzita jako alternativae klasickému odbu krve,

¢i monitorovani metabolizmu paciéng tiznymi onemocénimi (nag. diabetes mellitus
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Sucha kapka krve

1.1.1 Historie

Prvni pouziti vzorku krve odebraného na papirovi@l@eové karty je fipisovano Ivaru
Christianu Bangovi (1869-1918), ktery je povaZzozanotce moderni klinické mikroanalyzy.
V roce 1913 zr&il hladinu glukosy v eluatu DBS a pagdKjeldahlovou metodou otestoval
stejny typ vzorku naiftomnost dusiku [1, 2]. Nasleéitento zfisob odBru vzorku pouzilo
ve svych studiich dgkolik védca, ale az vroce 1963 jej proslavil profesor Rol@gtthrie
z Univerzity v Buffalu ve st&New York, ktery vyvinul mikrobiologickou metoduastoveni
fenylalaninu v DBS. Takzvany Guthrieho test je Zalona kompetitivni inhibici. Téik DBS
je umistn na povrch agaru obsahujici baktéBicillus subtilisa inhibitorB-2-thienylalanin,
ktery zabréuje bakterialnimuistu. V gitomnosti velkého mnozstvi fenylalaninu dochazi
k ptekonani inhibice, coz umtije st bakterii. Po inkubaci se hodnotiipgry ristovych
zbn, které jsou imo umeérné koncentraci fenylalaninu ve vzorku. Diky jednokosti,
spolehlivosti a nizSim nakladc této metody, se v roce 1965¢aka pouZzivat pro screening
fenylketonurie u novorozen@ kthem rekolika let se rozgila do celého sita [3-5]. Restoze
se vySeteni novorozeneckého screeningu (NS) dnes provadiauiném principu, je DBS
stédle standardnim vzorkem préagné odhaleni vrozenych metabolickych poruch
u novorozenit. Od roku 1975 se NS fenylketonurigsabprovadat i v Ceské republice [6].
Poprvé byla hmotnostni spektrometrie (MS, z anghssnspectrometry) v ramci DBS
techniky pouZzita v roce 1976 pro kvantifikaci vothymastnych kyselin. O deset let pg&zd
naSla MS ve spojeni s plynovou chromatografii (@@ngl. gas chromatography) upkatn
v analyze malychékavych molekul [2, 7, 8]. V genomice nalezla DBSheika klinicky
potencial vroce 1987, kdy mikroextrakci DNA byldhalena geneticka mutace cystické
fibrozy [9]. V druhé polovi 90. let 20. stoleti se ve velkémmirozvijely ioniz&ni techniky,
nap@. ionizace elektrosprejem (ESI, zangl. electrogprimnization), a kapalinova
chromatografie (LC, z angl. liquid chromatographspojena s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS), coz s sebotingeslo vyznamny technologicky pokrok ve zpracovani
vzorku DBS a stanoveni cefl@dy latek [7]. V roce 1993 byly poprvé ve vzorcizBS

stanoveny radioimunoanalytickou metodou narkoti§a [
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1.1.2 Vyhody a nevyhody techniky suché kapky krve

Hlavni vyhodou DBS v porovnani s klasickym vzorkeiné krve, plazmyi séra je méa
invazivni a bezbolestny odb vzorku, coZz je vhodné zejména pro novorozencdi d
nebo starSi osoby. Zatimcé glasickém odbru krve ze Zily je vyZzadovano kolem 5 ml piné
krve, pro odbr vzorku DBS postd velmi malé mnoZstvi (10-2Qul). Vzhledem

k jednoduchosti provedeni mohou byt ®db realizovany prakticky kdekoli, nap

v praci, domacnosti pacienta, a to i osobou, ke |€ékésky Skolena. Diky tomu, Z@ada
analyti obsazenych v krvi, naphormony, enzymy, téva, jsou v DBS §i pokojové teplat
stabilni i po dobu &kolika tydni, neni nutné &em skladovani a transportu pouzit chladici
zarizeni, coz vyrazh snizuje finakni naklady. Na rozdil od pIné krve nebo plazmy jsou
vzorky DBS biologicky métinebezpéné, nebd pii suSeni dochazi k poskozeni kapsidyivir
nag. cytomegaloviru (CMV), viru lidské imunitni nedagnosti
(HIV, z angl. human immunodeficiency virus), viruegatitidy C (HCV, z lat.hepatitis

C virug, lidského T-lymfotropniho viru (HTLV, z angl. haan T-lymphotropic virus),
coz snizuje riziko fenosu infekce ip manipulaci se vzorkem. Z tohotoivbdu mohou
byt vzorky zaslany do labord® i kEZnou poStou [2, 9-15]. Ze vzorku DBSube byt
analyzovano vice nez 50 analyi1].

Nicmérg, tato technika ma také&kolik nevyhod, které musi byt zvazeny. Jednou h jec
vliv hematokritu, jehoZ hodnota oviivje viskozitu krve a tize zpisobit jeji nehomogenni
Sireni ve filtraénim papiru. Problémem takéide byt nestabilita dkterych analyi ¢i jejich
piiliS nizk4 koncentrace. Proto jsou pro stanovefktamych analyi ve vzorcich DBS
vyZzadovany dostate¢ citlivé analytické metody. V této oblasti ma takzmamnou ulohu MS
kombinovana s LC nebo GC. Na druhou stranu malé&stabvzorku minimalizuje mnoZstvi

chemikalii a Sét Zivotni prostedi [9-15].
1.1.3 Vyuziti v klinické chemii

Vzhledem k Sirokému spektru andlys miznymi vlastnostmi a koncentracemi tznych
biologickych vzorcich je pro komplexni diagnostikyuzivdnafada analytickych metod,
nag. GC, MS a vysokafinna kapalinova chromatografie (HPLC, z angl. higitformance
liquid chromatography). Nejpouzivgai je HPLC s fluorimetrickou, MS nebo MS/MS
detekci, ktera vyuziva n#iglad uspdadani trojitého kvadrupoélu. Tyto technikiinesly nové
moznosti viadé obor [7-10, 16]. V poslednich letech popularita DBS stéle roste a fite
byt pouZita pro detekcituenych analyi, nag. nukleovych kyselin, protein lipidd,
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aminokyselin, terapeutickych latek nebo stopovyechkip [9]. Své hlavni uplatini nasla

u NS pro diagnostiku aicnych poruch metabolismu a endokrinniho systému, . nap
fenylketonurie, cystické fibroézy, hypotyreézy a gemitalni adrenalni hyperplazie.
V souwasné dob se pouziti této techniky stalo alternativoti qguibéru vzorku a rozsilo se

i do dalSich obdir, jako je nap. terapeutické monitorovanidi&, genomika, metabolomika,
epidemiologie a toxikologie. V oblasti mikrobiolega virologie se DBS technika vyuZiva
nag. u kvantitativni polymerazovéetzové reakci (QPCR, z angl. quantitative polymerase
chain reaction) a reverg#ranskrigni polymerazovéiettzové reakci (RT-PCR, z angl.
reverse transcription polymerase chain reactiomgrékpozaduji ménnez 20ul vzorku.

Z DBS je mozné také detegovat genetické mutaceg Ksou zodpoddné za onemocni,
jako jsou cysticka fibroza, syndrom fragilniho Xraimosomu, spinalni muskularni atrofie,
rakovina a talasemie. V oblasti terapeutického mooovani I€iv a toxikologii je DBS
vyuzivdna k monitorovani Sirokého spektr&ive nag. antipyretik, antitusik, antimalarik
nebo narkotik [2, 9, 10, 16-18].

1.1.4 Odbér vzorku

Pred vlastnim odérem je poieba, aby #Ze na prstu, uSnim lalku nebo na paice
novorozence byla déb omytd a prokrvena. Misto ofth se disti alkoholem a necha
se uschnout. Provede se drobnd incize automatiekmetou nebo sterilni jehlou do hloubky
piiblizné 2 mm. Prvni kapka krve se fet sterilnim tampdénem. Jakmile se vyfvo
dalSi dostatne velka kapka krve, lehce seilpzi filtracni papir screeningové Kkatkiy

a podrzi se tak dlouho, dokud neni viditeimasakly z obou stran krvi. Prst, usniitak
nebo patika se nesmi nd&at, aby nedoslo kipmési tkdiového moku. Dlezité je, aby kazdy
vyznaeny kruh byl nasadknut pouze z jedné kapky krvetiklea nesmi byt nasaknuta plnou
krvi opakovad. Poté se DBS karta necha zaschnout v horizon{@ioze @i pokojové
teplo& minimalre 3-4 hodiny. Nesmi se suSit néirpém slunci neboipjiném zdroji tepla. Je
nutné, aby se filtkmiho papirku nedotykalo, aby nedoSlo ke kontaminBci zaschnuti

se DBS kartika prekryje krycim papirkem [19-21].
1.1.5 Vnit¥ni standard

Vnitini standard (IS, z angl. internal standard) je dbk#n slowenina, ktera neni
stanovovany analyt, ale v daném mnoZstvi $elapd ke vSem vzotkn, standardm

a slepému vzorku (blanku). Nesmi interagovat secstovanym analytem. Pouziva se
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u metod, kde serpdpoklada, Ze vgEnost analyt bude nizsi, nez je 100 %fiRybéru IS
vhodného pro analyzu musi byt spio rékolik kritérii. Zaprvé, nesmi do analyzy vnasSet
zbyteény Sum. Zadruhé, nesmiéhem analyzy interferovat s ostatnimi analyty, inap
pii chromatografii musi byt pik IS zcela adieh od vSech ostatnich gikZateti, chovani 1S
musi napodobovat chovani analytu po cé&hg zpracovani vzorku. #arté, mnozstvi IS
pfidaného ke vzorku musi byt takové, aby signal IS pigblizné stejny jako signal
analyzovane latky. Zapaté, pokud je v analy#ieopno vice analyit s fiznymi vliastnostmi,
musi se pouzit vice nez jeden IS. ZaSeste, IS byashasledd pouzit @i vyhodnocovani,
jelikoz koriguje ztraty, které mohou vzniknout gpracovani vzorku, nappii extrakci [22,
23].

V souwasné dob jsou k dispozici it druhy IS, strukturni analog stanovované latky,
izotopem zn&eny analyt 0, N, **C, ?H) nebo jind vhodna chemicka latka. Izotopem
znaeny IS je vhodnou volbou, protoze spje pozadavky kladené na spolehlivost analyzy.
Jeho velkou nevyhodou je ale vysok&ipovaci cena a moznost pouziti jefi metodach
s MS detekci. Z tohotoudodu se nejastji pouzivaji latky, které maji podobnou strukturu
a fyzikalre-chemické vlastnosti, jako sledovany analyt. iippcE MS detekce je iezité
také dbat naiftomnost funknich skupin, kdy dochazi ke Zn€ rozlozeni naboje a rozdilné
acinnosti ionizace [24].

Zpusob gidani IS k vzorkm DBS je komplikovany, proto se aplikace IS statedpetem
fady studii. V sotasné dob je cilem nalézt techniku, ktera by nejlépe uma@aileneni IS
do DBS, ale zarowe by zachovala jednoduchost provedeni. K dneSnimuesistuje &t
moznych zfsohi aplikace IS. NejpouZiv&si je pidani IS do extradniho roztoku
pii prvnim kroku extrakce (Obr. 1A). Velkou nevyhodtio techniky je, Ze IS neni zcela
integrovan do matrice filttmiho papiru a neni tak extrahovan spolu s analyteay
poskytuje jen omezené mnozstvi informaci o sledévé#ice (nepoukazuje na ztraty
pii skladovanici pii extrakci analytu z DBS). Dal$asto pouzivanou moznosti jidani IS
na filtraéni papir pedtim, nez bude nanesena krev (Obr. 1B). Na ramtibrvni moznosti
je IS uplre integrovan do matrice a extrahovan spolu s analytEiltraéni papir niize
ale pohlcovat vzdusnou vilhkost, coz by mohid gplikaci vzorku zf@sobit vygsreni IS
ze stedu DBS. Teti moznosti je aplikace IS na ufigpaveny vzorek DBS, kdy dochazi
k lepSimu z&8leréni IS do matrice vzorku (Obr. 1C). V praxi je aknto proces natoy
na provedeni, protoze IS by musel aplikovat samiepacnebo by dochazelo dasove
prodlew, nez se vzorek dostane do labofatdw vySe uvedené techniky lze provésdbu

pipetovanim, nebo sprejemiidani IS do pIné krveipd aplikaci na filtréni papir jectvrtou
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moznosti, kdy IS je ajp pIln¢ zallenén do matrice a nasledrextrahovan spolu s analytem
(Obr. 1D). Tato metoda tie byt provedena sklénou kapilarou, jejiz vnihi s€éna je
piedem potazena IS, kdy po adb vzorku se krev s IS promicha a nasteghou spolén¢
naneseny na filtéai papir [25]. Posledni ze zngmych moznosti je IS a krev nanést kazdy
zvla® na samostatny papir a po vysuseni je extrahowdésg (Obr. 1E). Nevyhodou jsou
dva odlisné tetiky, ¢imz se zdvojnasobi pet vyseknuti a takérpdpoklad, Ze IS interaguje
s matrici filtra&niho papiru, ale ne s krvi. Variabilita vyslédkoukazuje na skutaost, ze
dva samostatné w@ky (zvla¥ pro analyt a pro IS) nemohou byt ob&guouzity v praxi.
Rozdily jak v pozici tefiku na filtratnim papiru, tak v podminkach extrakce, ale i dktera

sloweniny, mohou mit népdvidatelné vlivy [2, 8, 16, 25-27]

IS v extraknim roztoku
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Obrazek 1 Schéma gi moznych zfisohi aplikace IS (upraveno podle [8])

1.1.6 Stabilita a skladovani

Zajistit stabilitu analyt béhem vzorkovani, fgpravy, skladovani a analyzy je velniieFité
pro spravné vysledky. Jak uz bylo z#nn, vyhodou DBS techniky je, Zéipuchovavani
biologickych vzork neni nutnad gtomnost chladiciho #&eni. Nekolik studii ukazalo,
Ze po zaschnuti vzorku na filrim papiru je mnoho anaiytstabilnich a nepodléhaji
degradaci. Nestabilita vzorku §asto zfisobena enzymatickou aktivitou, rffamydrolyzou
estefi, deaminaci, dealkylaci, hydroxylaci, fosforylakferé jsou az desetkrat pomalejsi,

pokud teplota klesne z 22 °C na 0 °C [2, 8, 13, B§]o zjiS€no, Ze &které biomarkery jsou
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pii pokojové teplat stabilni rkolik dni, meésial i let, nag. urcité drogy, I€iva, nukleové
kyseliny nebo vitamin D. ie@sto DBS nelze povazovat za univerzéieseni skladovani,
protoZe ne vSechny analyty jsou stabilni,inapzymy pi vysSich teplotach degraduji [28].

Existuje rekolik pristupi, které maji za cil zlepSit stabilitu andlymezi £z pati regulace
teploty a vlhkosti, zlepSeni viastnosti fitrdho papiru, pouZziti antikoagulancii nebo snizeni
pH. Teplota a vlhkost hraji fp skladovani dlezitou Ulohu. Vzorky by proto netty
byt uchovany v hermeticky uzgnych nadobach, kde by dochazelo k akumulaci tepla
a vlhkosti, coZz by zsobovalo degradaci¢kterych analyi. Problém by mohl nastat
pii zaslani DBS vzornk do laboratéi poStou, protoze v postovnich schrankach se &pibte
vySplhat i na 60 °C. Vlhkost @ite zase indukovat bakterialnist a pozminit G¢innost
extrakce. Ztohoto iwvodu by DBS karta a byt skladovana v plastovem cka
s vysouSedlem. Stabilitu je mozné zvysit i skladoravzorki pii 4 °C, - 20 °C nebo - 80 °C.
Chemicky oSé¢ené DBS karty, jejichz cilem je lyzovat itky, denaturovat proteiny
a inhibovat bakterialnitst, mohou takéipspet k stabilizaci jinak nestabilnich sléenin [2,
8, 11, 13, 16].

Znalost stability latky naSeho zajmu je pro pouBiBS techniky kléova. Nap. stabilita
protilatek IgG, IgM a IgA se liSiipraznych podminkéch.iPpokojoveé teplat a @i 2 az 8 °C
jsou v DBS vzorku stabilni po dobu l4igrale @i teplo& 37 °C jenom 3 dny [29]. DalSim
piikladem jsou protilatky proti viru Epstein-Barrovderé jsou fi pokojové teplat stabilni
az 8 tydri, ale po jednom tydnu skladovanii 87 °C se jejich stabilita zhorSuje [13].
Koncentrace C-reaktivniho proteinu vyznamklesd po 3 dnech skladovanifi 87 °C,
ale i 22 °C je tento protein akutni faze stabilni pdad@ tydrii [13]. Hlavni intracelularni
antioxidant, glutathion (GSH, redukovana forma),dlgbda v zasaditém pragstdi
neenzymatické autooxidaci, a protehbm rékolika minut po odbru krve dochazi k poklesu
jeho hladiny. B odbkéru DBS je mozné filtréni papir pedem oSeit redukcnim cinidlem,
nag. dithiothreitolem (DTT), a tak wSit problém se stabilitou GSH. Po zaschnuti keve |
GSH stabilni g —20 °C po dobu &kolika mesiai [30, 31]. Aktivita lysosoméalnich enzym
jako  jsou glukosidasa, galaktosidasa, glukocerataos, sfingomyelinasa,
galaktocerebrosidasa, je silovlivnéna podminkami fipravy a skladovanim DBS vzorku.
Aktivita uvedenych enzyin prudce klesaip 37 °C a vysokeé vlhkosti, zatimcaip-20 °C
¢i 4 °C jsou stabilni az po dobu &siai [32]. Co se tykd aminokyselin, tak ty jsou prakyic
stabilni. Nicmén hladiny sarkosinu, ornithinu a serinu klesaji uz p dnu skladovani
pii pokojové teplat, zatimco hladina argininu se naopak zvySuje [8ylRarnitiny jsou

pii pokojové teplot v disledku hydrolyzy stabilni jenom 2 tydny, al& 18 °C je mozné
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vzorky uchovavat aZz po dobu 330 dni [16]. Thyremtiohormon a tyroxin jsou stabilni
po dobu 30 dniip4 °C ¢i —20 °C, ale jsou nestabilnfiB7 °C [33]. Z nukleovych kyselin je
Obk¢ zmirené nukleoveé kyseliny jsou dlouhodobtabilni gi —20 °C az —80 °C, ale pokud
jsou skladovany ipteplot 30 °C, tak uz &hem 2 tydhi dochazi k progresivnim ztratam,
predevsim méhstabilni RNA. Genomova DNA uchovéivand za tropatkpodminek (28 °C

a 73% vlhkost) je stabilni¢kolik let, ale po 10 letech skladovani jeji kvalpieo amplifikaci
DNA fragmenti vyrazre klesa [34,35]. Polynenasycené mastné kyseliny @& Ufangl.
polyunsaturated fatty acids) jso#hem skladovani nachylné Kk lipoperoxidaci. Aby se
zabranilo jejich degradaci, tak se na fittiapapir aplikuje butylhydroxytoluen (BHT). Pokud
jsou PUFA skladovanyippokojové teplat bez gitomnosti BHT, tak uz po 1 az 3 dnech
dochéazi k vyraznému poklesu jejich hladin, zatiregdidavkem BHT #astavaji za volného
piistupu vzduchu stabilni i 21 dni. Wipad zamezeni fistupu kysliku (uchovani
ve vakuovanych polypropylenovych¢séch) nize byt jejich stabilita prodlouZzena az na 8
tydna [36].

1.1.7 Vliv matrice

Vliv matrice je definovany jako kombinovanyigek vSech slozek, s vyjimkou cilového
analytu [37]. V pipadt MS Ize matricove efekty vysitlit jako zmény &innosti ionizace
zpisobené fitomnosti latky vychazejici z kolony spolu s analyemou latkou, které vznikaji
pii soupéeni mezi natkavymi slozkami matrice a analytem [24, 38, 39j. dhromatografii
se vliv matrice mZe projevit koeluci jejich slozek v ret@rim ¢ase sledovaného analytu [40].
V piipac, Ze analytickd metoda je citlivA na sloZky matritek ziskana data nemusi
byt spolehlivd. Zdrojem matricovych efékisou endogenni a exogenni slozky obsazené
v biologickych vzorcich. Mohou to byt aditiva matiil faze, plastovy material,
antikoagulanty, fosfolipidy, soli, sacharidy, aminyictovina a dalSi komponenty. Z tohoto
divodu je odstragni nezadoucich sloZzek matricaileité, protoZze tyto latky mohou
negativié ovliviiovat rékteré analytické parametry, jako magchopnost detekcefgsnost
a spravnost [40, 41].

Filtracni papir pro aplikaci vzorku DBS je vyrobeny z bvych vlaken,
jejichz chemickou podstatou je celulosa. Jedna sepolysacharid sloZzeny =zkolika
monometi D-glukosy. Glukosové podjednotky dlouhych polymehnitettzci celulosy
interaguji pes vodikove vazby s dalSimi polymernimetzci celulosy. Tato vazba

se takeé vyskytuje v ramci jednoho polymerniho viakelulosy, mezi podjednotkami glukosy
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(Obr. 2). V suchém stavu je polymer pgwazan k dalSim slozkam celulosy, aiédpvek
vody nebo jinych hydrofilnich rozpoustel zpisobuje bobtnani. Z tohotoidodu dochazi
k naruSeni vodikové vazby mezi celulosovymi vazhatmsperzi rozpoustlla do mezer
a z\wtseni objemu pdr Nicmérg, po vysuSeni se celulosasbpvrati do givodniho stavu,
ale uz se zachycenymi molekulami. Pokud jsou vengochatrici gitomné malé molekuly,
mohou pes vodikové vazbyipmo interagovat s celulosou nehistat rozpu&iné ve vodném
rozpoustdle a vyplnit mezery ve filtkmim papiru. ZvySeny et akceptar vodikovych

vazeb umotituje WtSi afinitu analy k celulose, coz vede k m&efektivni extrakci [2, 16].

OH

OH

Obrazek 2 Struktura celulosy (@vzato z [42])

Filtra¢ni papir musi spbvat gisné kritéria kontroly kvality. PoZzadovanymi viagstmi
jsou celistvost, Zzadné chemické vylouhovani a mahiinchromatograficky efekt. dkteré
studie naznauji, Ze rozdily mezi filtranimi papiry od#znych vyrob@ mohou existovat,
zejména fi extrémr nizkychéi vysokych koncentracich sledovaného anatytaxtrémnich
hladinach hematokritu (HCT, z angl. hematocritji i§sokych koncentracich analyjsou
acinky HCT vyrazrjSi nez pi nizkych koncentracich [43, 44]. Jiné studie wy@ad
Ze vysledky jsou porovnatelné bez ohledu na poufitiracni papir [45]. Rozdil
v koncentracich stanovovaného analytdi pouziti fiznych filtr&nich papi@ by
pro zachovani porovnatelnosti n&rbyt vétSi nez 5 % [46].

Pfi analyze vzork DBS miZze byt vyEZznost extrakce dkterych latek nizka, protoze
mohou tvdit s endogennimi slozkami matrice komplexy. Nkllpad hemové Zelezo vytiia
s antibiotikem rifampicinem komplex. Pokud se dta@&kniho roztoku pda chelatani
¢inidlo schopné vyvazat Zelezo, tak se&yost rifampicinu zvySi téé na 100 %. Timto
¢inidlem mize byt nap kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA, =z angl.

ethylenediaminetetraacetic acid) nebo deferoxarhis. [Kazda matrice ma unikatni slozeni,
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proto i snaha minimalizovat nebo kompenzovat jejiyy bude vyZadovat jediray péistup.
Navic kazdy typ analytické metody je sloZzkami nwariovlivren jinak. Vzhledem

k jedingnym fyzikalrne-chemickym vlastnostem karty pro aglyzorku DBS mohou ¢které
analyty i nizkych koncentracichustat na povrchu atrpvysSich koncentracich proniknout
hlouksji do filtracniho papiru, coz ma zanasledek, 2z2#& pizkych koncentracich
bude vy¥znost extrakce vySSi neki pysSich koncentracich, pokud nebude extrakce
optimalizovana. Os&ni filtracniho papiru ped aplikaci vzorku krve umozni lepSi deaktivaci
adsorgnich mist, ¢imz se zjednoduSi desorpce analyNicmérg, piitomnost matrice
muze @i analyzach findSet mnoho neéekavanych problému [16, 41].

Matricové efekty neni mozné vidy zcela odstranie gjich vliv moZzno alespo
eliminovat. Jednim z n&gsgjSich zpisohi je analyza slepého vzorku, to znamena materialu
podobného charakteru jako ma samotny vzorek, ale &d pedpoklada ftomnost
stanovovaného analytu pod mezi detekce (LOD, z dingt of detection). Hodnota signélu
slepého pokusu je nasledadeitdna od hodnoty signaluipméreni vzorku s analytem [47].

K potlateni vlivu matrice je nutné pouzivat kalibréch roztoki v dané matrici. Pokud

ta neni dostupnd, pouziva se metoda standardritdvii k vzorku s obsahem analytu [48].
1.1.8 Vliv hematokritu

HCT pati mezi zakladni parametry krevniho obrazu a uddeaep objemu erytrocyt
k celkovému objemu krve. Hodnota je vyjéda v procentech. OdraZigmosovou kapacitu
pro kyslik. Cim vy3si je hodnota HCT, tim vice kysliku se do&t&buikam i gi snizeném
pratoku krve. V gipact, Zze HCT je sniZzeny, musi protéct tkani vice kakey dodala stejné
mnozstvi kysliku, a to znamenét$i zatZ pro srdce. U zdravého muémi hodnota HCT
44+ 5 %, u Zzeny 3% 4 %. Hodnota HCT u novorozence je o 10 % vySSip@kles nastane
v pribéhu 28 dni po narozeni. VysSi HCT se objevujedehydrataci, pobytu ve vysSich
nadmdskych vyskach, kaeni nebo primarni polycytemiipflycytemia vera Naopak
snizen& hodnota HCT se vyskytuje u anémii, infakbio po podani infuzi [8, 10, 16].
Nejvétsim problémem DBS technikyjgrevsSim z hlediska kvantitativni analyzy vzorku,
je pra¥ HCT. Ten ovliviuje viskozitu krve, a tedy i jeji &ni na filtr&nim papiru
pii vzorkovani. Z tohoto wvodu budou tetiky stejného prméru vyseknuté z DBS vzoik
s tiznymi  hodnotami HCT obsahovat rozdilny objem krv@roto v zavislosti
na fyzikalre-chemickém charakteru analytu a vlastnostech ditiiteo papiru DBS Karty, fize

dochéazet ke zkresleni vysladktestu. Napiklad ve vzorcich snizkym HCT maji
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aminokyseliny a acylkarnitiny vySsi koncentracipsaiferii teciku nez ve sedu [49]. Krond
HCT miZze mit tedy vyznamny vliv na kvantifikaci analytv DBS vzorku i poloha
vyseknutého teiku. U pacieni s vysokou hladinou HCT jeighi krve na filtrénim papiru
snizené, coz ma zanasledek vznik mensSich krevsiclrn s vysokou koncentraci
sledovaného analytu v porovnani se vzorkem krvéziggm HCT, kdy dojde k&Simu
rozprosteni krve na filtranim papiru, a tedy i k&Simu rozptylu analytu na ploSe DBS [11,
16, 19, 41].

V poslednich letech bylo navrzeno ¢kolik zpasohi, které se zastuji
bud’ na minimalizaci, nebo zabré&m viivu HCT. Vyhnout se &inku HCT je mozné, pokud
v distribuci. Nicméng, tato moznost vyZadujegsny objem krve aplikované na filtrd papir,
coz vyzaduje pipetovani odebrané krve Skolenymagw@ikem. To pinasi velky problém
pii odkéru vzorku krve samotnym pacientem [12, 50]. Jinymisbbem je pouZiti
modifikované DBS techniky, kdy se néjge z filtratniho papiru vyrazi téik o priméru
n¢kolika milimetmi (cca 6 mm) a pak se aplikuje krev. Na rozdil oasiklké metody jsou
pozorované pouze nepatrné systematické chyby (biemmezit 3 %, které jsou nezavislé
na hladig HCT a typu pouzitého filtkmiho papiru. Metoda vykazuje dobrodegnost
a spravnost [12, 51]. N&gsgjSim zpisobem je ale zahrnutiiznych hladin HCT fimo
do validace metody. PouZivaji se kalimastandardy krve s hodnotou HCT nachazejici se
v blizkosti @ekdvaného medianu cilové populagels %) [50]. Hladinu HCT je moZno
u vzorki DBS ukit stanovenim hladiny draselného iontu. Intracehil&oncentrace je asi
35krat vysSi nez extracelularni. Tento koncemiraozdil dolle koresponduje s ptem
erytrocyti, tedy i s hladinou HCT a je prakticky n&mmy. Tento zfisob vyuZiva nap
post-kolonova infuzni IS metoda (PCI-IS, z anglstpmlumn infused-internal standard)
s LC-ESI-MS, jejimz cilem je odhadnout a upravitcltodky objemu odebrané krve
aplikované na DBS filtkni papir. Vyhodou PCI-IS techniky je jednoduchast;hlost,
automatizace, ale také poskytnuti spravnych vysledka druhé strah je destruktivni
acasow narana [12, 52, 53]. DalSi moznosti jak odhadnout HCDRS vzorku, je rdeni
hladiny hemoglobinu difazAreflexni infr&ervenou spektrometrii. Tato metoda je
kvantitativni, nedestruktivni, nevyzaduje zadnowecsfini gipravu vzorku ani fedem
oSeteny filtracni papir, umoiuje predikovat HCT jak ve starych, takéerstw pripravenych
DBS vzorcich a poskytujeriatelné vysledky [5].
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1.1.9 Extrakce a derivatizace

Diky unikatnim vlastnostem matrice DBSepstavuje extrakce z pevné faze do kapaliny
jeden z kritickych krol zpracovani vzorku. Vzorky DBS jsouipravovany standardnim
postupem, kdy je zeistdu krevni skvrny vyrazen jeden nebo vicéikéro ptiméru 3—6 mm.
Béhem zpracovani vzorku jeuakzité si u¢domit, zda je pdeba analyty derivatizovat
pro zvyseni citlivosti a selektivity metody [2, B3]. Pokud je tato Uprava vzorku nutnd, Ize ji
realizovat d¢ma zpisoby. Bul' je derivatizéni ¢inidlo pridano gimo k DBS vzorku

a az po prokhlé reakci se provadi extrakce vzniklych detiydtebo v prvnim kroku jsou
analyty ze vzorku DBS extrahovany a az v dalSinkkrderivatizovany [55-58]. Nicmén
derivatizace vzorku fze byt dalSim zdrojem chyb nebdibe vést k celkovému prodlouzeni
analyzy. V pipac, Ze derivatizace neni eba, jsou analyty ze vzorku DBS pouze
extrahovany (Obr. 3) [59, 60]. Volba extialho ¢inidla zavisi na fyzikal&chemickych
vlastnostech sledovaného analytu. V praxi je romfiotin faktorem polarita rozpoustla,
kterd musi odpovidat polatiextrahované latky. Zvolené exteak rozpoustdio musi byt
dostatén¢ silné, aby peruSilo vazby analytu s matrici DBS vzorku. [41foPzvySeni
efektivity extrakce mize byt cilova latka extrahovana za mirnékepdni, vortexovani
nebo pouzitim ultrazvuku [16]. Pro malé molekuly rsgastji pouZivaji vodou misitelna
organicka rozpouétlla, jako napp methanol, acetonitril, s¢si vody a &chto rozpousidel

VvV rizném pondru nebo pufry. Tat@inidla jsou vhodna i pro extrakci mastnych kyséMK)
[61]. Voda snizuje interakci mezi hydroxylovymi gknami celulosy a cilovym analytem.
Jeji mnoZstvi je voleno na zaktaohaximalni extraéni vytsznosti.Cim vy3si je obsah vody,
tim vice krevnich butk a jinych endogennich sloZzek se vyibm DBS vzorku, coZz umdiiije
vetSi moznosti projevu matrice. Naopak pougititych organickych rozpou&tel mize mit
za nasledek nizsicinnost extrakce. Pro zlepSerinnosti se do extrakiho roztoku mohou
piidat latky upravujici hodnotu pH, soli a dalSi latk zavislosti na fyzikalé-chemickych
vlastnostech analytu [2, 8, 9, 16]. Do vodného oo&tidla se mohou takésipat i povrcho
aktivni latky, nap. Triton-X-100, Tween nebo cheldtd cinidlo, jakoje EDTA,

a to gredevsim za delem apIné disociace matrice z fikrdho papiru [62, 63]. Nicmén
piitomnost povrchay aktivnich latek mze ve vysledné matrici vést k nezadouci iontové
supresi u LC-MS/MS metod. Pro extrakci analytDBS se mohou pouZivat také vodou
nemisitelna organicka rozpoe&dla, nap. methylterc-butylether (MTBE), ethylacetat,
chloroform, hexan a dichlormethan [2, 8, 64]. Nautjsou takeé k dispozici komari kity

pro extrakci nukleovych kyselin [65, 66].
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Extrakce analyt ze vzorku DBS riize probihat v on-line nebo off-line zapojeni. Oxfiel
systém pedstavuje manualni postup zpracovani vzorku. Jephtchy, vhodny pro &sSi
pocet vzorki, finanitné méré nakladny, protoZze na rozdil od on-line systémuybhaduje
Zadné dodatmé pistrojové vybaveni. Nicmén je ¢aso¥ narany, pracny, s velkou
spotebou organickych rozpoustel. Tradéni off-line metody vyuZivajici srazeni prot&in
nebo extrakci kapalina-kapalina a jsou ohtizautomatizovany, proto se v s@sné dob
pro pipravu vzorku k analyze vyviji mnoho on-line tedhnkteré eliminuji vySe uvedené
nedostatky. Tentoifstup je pl& automatizovany a poskytufadu vyhod, jako naprychlost,
eliminaci manualniho vyrazeni t&u, sniZzeni mnozstvi nebezpého odpadu, coz je
piinosné pro Zivotni prosdi, lepSi tinnost gipravy vzorki, vySSi citlivost, specifitu,
selektivitu analyzy a minimalni ztraty analytu, dxashou stranu je omezeny nacpbvzorki
[2, 8, 16, 67, 68].

<[
[= ] —> - —>  extrakce —p  analyza

derivatizace

rd D
[T —» E] —» extrakce —> l — —» analjza
/

derivatizace

E — —>» extrakce —» analyza

Vysvétlivky: o DBS
derivatiz&ni ¢inidlo
® derivat

Obrazek 3 Schéma moznych #pohi extrakce

1.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) tvé hlavni slozku lipid. Maji strukturalni, zasobni, mechanickou
a tepelnou funkci. Dale jsou prekurzoryleFitych latek, nap prostaglandifi, tromboxaird,
leukotrieri, piicemz jejich pijem je nutny pro spravny vyvoj centralniho nernfooéystému,
srazlivost krve a také ovliwji bolestc¢i zarst. Jsou to karboxylové kyseliny s alifatickym
rettzcem, nejastji se sudym p&tem uhlikovych atorin (4 az 26). Jejich obecny zapis je
RCOOH, kde R fedstavuje uhlovodikovy zbytek. Maji amfipatickotukturu, coz znamena,

Ze maji hydrofobni i hydrofilnéast. Cim je mastna kyselina delsi, tim vice se projejajji
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hydrofobni vlastnosti a tim mérje rozpustna ve vad[69, 70]. Ritomnost dvojné vazby
v konfiguraci cis vyznamri meni tvar molekuly, zatimco vazba v polozeans nema
navzhled molekuly vyrazisi vliv. Prirozert se poloha dvojné vazby vyskytuje
v cis konfiguraci. Na délcéetézce, pdtu a izomerii dvojnych vazeb zavisi mnohé fyzikaln
chemické vlastnosti MK [69-72]. MK se wipodk obvykle vyskytuji v esterifikované form
Nekteré ziv@isné druhy nejsou schopnyisyntéze MK zavést dvojnou vazbu za devaty
uhlik. Z tohoto dvodu ¢lovék neni schopen syntetizovat kyselinu linolovowa-Enolenovou,
které jsou proto ozrany jako esencialni MK a musi byfijpmany potravou. Zndmé jsou
také podminn¢ esenciédlni MK, kam sgadi kyselina palmitolejova, laurovaydinolenova.
Neesencialni MK, jako ndpkyselina laurova, myristova, palmitova, stear@vaolejova,
mohou byt syntetizovany v organismu a nejsou newhytsodasti potravy [69, 70, 73].
Vstupni latkou pro syntézu MK je acetyl-CoA, ktejg tvaien nap. oxidaci pyruvéatu
v mitochondrialni matrix. Vnini mitochondrialni membrana je ale pro acetyl-CoA
nepropustna, a proto se musi do cytoplazmy tratsygairve forng citratu. Ten je v cytosolu
Stpen za katalyzy ATP-citratlyasou na oxalacetat edy@@CoA, ktery je karboxylovan
za katalyzy acetyl-CoA-karboxylasou na malonyl-Co#astni syntéza MK probiha cyklicky
za katalyzy synthasy MK, coZz je multienzymovy koexl sklddajici se ze dvou
polypeptidovych monomér pricemz kazdy z nich obsahuje sedm enéym protein
pienasejici acyl (ACP, z angl. acyl carrier protei@yklus z&ina genesenim acetyl-CoA
na -SH skupinu cysteinu, ktery je katalyzovan dtetysacylasou. Déale je malonyl-CoA
pienesen na -SH skupinu fosfopantetheinu za katalymfonyltransacylasou, vznika
acetyl(acyl)-malonyl enzymovy komplex.iiByntéze dochazi k postupné kondenzaci
a redukci dvouhlikatych aitihlikatych prekurzdr. Retézec MK se vzdy prodiuZuje o dva
uhliky. V zawrecném kroku vznikd palmitat. MK s vysSSim ggem uhliki se vytvdeji
pii procesu prodluzovani (elongaci) v endoplazmatitkéetikulu nebo mitochondriich.
Za katalyzy enzyrin desaturas jsou syntetizovany MUFA, kdy vznikajiojeé vazby
za devatym uhlikem od karboxylového konce. ildpd desaturaci kyseliny stearoveé (18:0)
vznika kyselina olejova (18:1 n-9). JelikoZz saveinmaji enzymy katalyzujici tvorbu dvojné
vazby za devatym uhlikem mastné kyseliny, musi s&éndvojné vazby zavéd
uZ mezi existujici dvojnou vazbou a karboxylovowmkou. Mohou syntetizovat pouze
omega-9-PUFA kombinaci elongace a desatufettece MK [74-76].

Neesterifikované MK jsou v plaziivazany na albumin a v hoe se vazi hii na vazebny
protein pro MK (FABP, z angl. fatty acid bindingopein), nebo na protein s oztmim
FAT/CD36. xive nez jsou MK katabolizovany, musi byt nejprvedialvany za katalyzy
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acyl-CoA-synthetasou. Aktivovany acyl-CoA s dlouhye&zcem se uvdluje do cytosolu,
ale neni schopen proniknouteg vnitni mitochondrialni membranu do mitochondrialni
matrix, neb@ je pro ] nepropustna. Proto je transportovan jako acyhitar. K oxidaci MK
dochéazi na@ (C3) atomu uhliku, proto se cely katabolick§j dazyvap-oxidace. Jedna se
o metabolicky sledtyi reakci, coz jsou dehydrogenace, hydratace, deggdexe a thiolysa.
Jednotlivé  kroky reakce jsou Kkatalyzovan&tyii enzymy, kterymi  jsou
acyl-CoA-dehydrogenasa (kofaktor FAD enoyl-CoA-hydratasa,
L-3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa (kofaktor NADa B-thiolasa. Z molekuly acyl-CoA
jsou odstpeny pokazdé dva uhliky ve foémacetyl-CoA, ktery nasle@n vstupuje
do citratového cyklu. Tentoégdprobiha pouze za aerobnich podminek a vzniklékedané

koenzymy jsou vyuzity v dychaciietzci [74-76].
1.2.1 Nazvoslovi mastnych kyselin

Systematické nazvoslovi MK je odvozeno od uhlovadée shodnym gtem uhliku,
kde koncovka -ov&polu se slovem kyselina dava jménidsjusné MK. Pro nazvy &sSiny
MK se pouzivaji triviadlni nazvy, které jsou odvoyenag. od matriah, ze kterych byly
poprvé izolovanyCislovani zaina vzdy od karboxylového uhliku, kterému j@azenogislo
1, dalSi atom uhliku ¥etézci je¢islo 2 (rekdy ozn&ovany jakoa-uhlik), nasleduje uhlikislo
3 (nebo takd-uhlik), atd. Uhlik koncového methylu se ozuj@ jako n- neba-uhlik. Pozice
dvojné vazby je po formalni strance o&m@aa jako -3, je-li natetim uhliku, ©-6,
je-lina Sestém, a-9, je-li na devatéem uhliku od uhliku. Takto jsou klasifikovany 3
zakladni skupiny MK, které zname pod oZem@im o-3, -6 aw-9. Z hlediska dalSich
vlastnosti je dobré uvést, vjaké prostorové kamfgi se dvojné vazby nachazeji,
zda vcis nebotrans Obecny zapis MK je CN:M n-X, kde CN udavé&épbuhliki, M pacet
dvojnych vazeb a X polohu dvojné vazby od koncovétethylu (n), nap zapis kyseliny
olejové tak je C18:1 n-9 [69, 75].

1.2.2 Rozdéleni mastnych kyselin

Podle délkyretézce Ize MK dlit na MK s kratkymietzcem (SCFA, z angl. short chain fatty
acids), stedre dlouhym fettzcem (MCFA, z angl. medium chain fatty acids), digm
fettzcem (LCFA, z angl. long chain fatty acids) a vebitouhymiettzcem (VLCFA, z angl.
very long chain fatty acids). Na zaktagiitomnosti dvojnych vazeb v molekule MK, s&id
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na nasycené MK (SFA, z angl. saturated fatty aci®nonenasycené MK (MUFA, z angl.
monounsaturated fatty acids) a PUFA [69, 70].

SFA v fetzci neobsahuji dvojnou vazbu. Jejich n&dma konzumace ma neblahy vliv
na hladinu cholesterolu, zvySuji insulinovou reamst, riziko kardiovaskularnich chorob
a obezity. Do této kategorie piatada znamych MK, jako n&pkyselina maselna, laurova,
myristova a palmitova [69, 70, 77].

MUFA ve svémietézci obsahuji pouze jednu dvojnou vazbugas§ji v konfiguracicis.
Tyto MK zrychluji odbouravani lipoproteinu o nizkaustot (LDL, z angl. low-density
lipoprotein) a sniZuji hladinu cholesterolu v krfdaopak MK s konfiguracfrans hladinu
cholesterolu zvysuji, a timiriziko aterosklerozjejznangjSimi zastupci jsou kyselina
olejova, palmitolejova, elaidova a erukova [69, 71).

PUFA maji ve svéntiettzci vice nez jednu dvojnou vazbu. Do této skupiaizejména
esencialni mastné kyseliny, rfagyselina linolovay-linolenova,a-linolenova, arachidonova,
klupadonova, eikosapentaenova a dokosahexaendeaMi hraji vyznamnou Glohu n&p
v t¢hotenstvi, kdy maji vliv jak na porodni vahu, tek vwvoj mozku plodu. DA&le zlepSuji
kognitivni funkce centralniho nervového systémugereeruji cévni endotel, zarave
maji protizastlivy, protromboticky, aterogenni, antiarytmickyhgpolipidemicky &inek,

potlatuji proliferaci, angiogenezi a invazivnist nadoru, a rozvoj metastaz [69, 70, 77].
1.2.3 Lipoperoxidace

Lipoperoxidace se povazuje za Skodlivou, nefmim pisobenim dochazi k strukturalnim
zménam v biologickych membranach a lipoproteinechentd &) je mozné vysttlit jako
radikalovou fetzovou reakci, i které dochazi k oxidmimu poSkozeni PUFA vlivem
volnych radikdh a kysliku za vzniku hydroperoXid PUFA ve své strukie obsahuji
methylenovou (-Cht) skupinu, ktera obklopena dvojnou vazbou je wjifo mistem pro atak
volnymi kyslikovymi radikaly. Zakladem bg&né membrany je lipidova dvojvrstva, ktera se
sklada z amfipatickych molekul,figiemz hydrofobnicast sméfuje do stedu dvojvrstvy
a hydrofilni skupina je orientovdna na povrch. Hiagowésti membranovych lipid jsou
PUFA, které jsou nejvice nachylné k lipoperoxiddanchazi ke snizeni fluidity membrany,
zvySeni jeji propustnosti pro ionty, 2n¢ membranového potencidlu az k apoptozékigu
Béhem tohoto destruktivniho procesu vznikaji peroxidydroperoxidy, ketony, aldehydy
a ethery, z nichZz nejvyznarjgimi kon&nymi produkty jsou mutagenni malondialdehyd

a toxicky 4-hydroxy-2-nonenal [78-82]. Tyto zmiimé latky reaguji s aminoskupinou lysinu,
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thiolovou skupinou cysteinu a imidazolem histidiranz miZze vést k poSkozeni prot&in
inaktivaci enzyni a inhibici syntézy protein Peroxidace lipitl se mize uskutéinovat dv¥ma
moznymi mechanismy, kilenzymatickymi, nebo neenzymatickymi [78].

Enzymova peroxidace lipid je fyziologicky dj, kdy se msobenim enzyin
(lipoxygenasy, cyklooxygenasy) produkuji biologickktivni latky (nap. prostaglandiny,
leukotrieny a tromboxany).iPtéto reakci vznikaji jako meziprodukty volné redlly, které
jsou vSak vazany v aktivnim centru enzy[#i8-82].

Neenzymaticky zfisob peroxidace lipidd je nekontrolovatelny, degenerativni
a patologicky proces, ktery probiha hlavm biologickych membranach a lipoproteinech,
a to ve tech fazich, iniciaci, propagaci a terminaci (Oby. dpoperoxidaci nize zpisobit
kazda latka s dostateou afinitou k elektrotim a schopnosti vytrhnout vodikovy atom
(proton a elektron) z methylenové skupiny uhlovodiéhoiettzce MK. MK nebo lipid se
tak stavaji uhlikovym radikalem, protoZzgtpmnost dvojné vazby v sousedstvi methylenové
skupiny oslabuje vazbu C-H, z tohotévddu PUFA snadji podléhaji peroxidaci nez jiné
biomolekuly. [78-82].
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HsC + OH
"OH

iniciace
H,0 <—l
0
c'\/lk
He™ SN OH

o} o}
w PropRRREE
/
H3;C OH
3 +

Obrazek 4 Mechanismus lipidové peroxidace (upraveno podig)[83

Lipidovou peroxidaci inhibuji antioxidanty, kter@igobi na #iznych Grovnich ochrany,
nag. potlaenim tvorby volnych radika] zabragnim radikalové propagace, ochranou
pied oxid&nim stresem a dalSinftadi se sem népkatalasa, superoxiddismutasa transferin,
ferritin, ceruloplasmin, vitamin E a GSH [84]. \fipact stanoveni MK se ke vzoilkn krve
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piidavA  nejastji  synteticky fenolovy antioxidant s chemickym némv
2,6-diterc-butyl-4-methylfenol  (BHT), ktery brani tvotb volnych radikak

a tim také lipoperoxidaci PUFA. Jedna se o biloystalickou latku dofe rozpustnou
v organickych rozpou&tlech. BHT reaguje s radikaly za vzniku radikaluHB ktery je
stabilizovan rezonanci aromatického jadra a stgrickrdren dwma objemnymi
terc-butylovymi skupinami. Vznikly radikal tak neirhe reagovat s dalSimi molekulami
a brani rozvoji radikalovéettzoveé reakce, tedy propagaci (Obr. 5) [36, 85, 86].

RCOO RCOOH
+ +
HsC CHs HeC | ° CHy
HsC CHs HaC CH,
E—
CHs CH,

Obrazek 5Reakni mechanismus BHT (upraveno podle [87])

1.3 Metody stanoveni mastnych kyselin

MK se girozert nevyznguji vlastnostmi, na zakladkterych by byly dote detegovatelné.
V UV oblasti vyznami absorbuji pouze konjugované dienové a trienové Mikfracervené
oblasti je mozné stanovit jen MKtans konfiguraci. Proto je ve&sSin¢ pripadi nutné MK
pievést na vhodny derivat, ktery je deldetegovatelny. Existuji dvaiptupy pro stanoveni
MK. ProtoZe jsou z&kladni stavebni jednotkou lipife mozné je stanovit porgdchozim
rozckleni do jednotlivych frakci tenkovrstvou chromatafir (TLC, z angl. thin layer
chromatography) nebo hydrofilni intetail kapalinovou chromatografii (HILIC, z angl.
hydrophilic interaction liquid chromatography). Poje mozné MK v konkrétni frakci
analyzovat elektromigtaimi metodami, GC nebo HPLC, které Ize také pop#it p-imou
analyzu celkového lipidového extraktu, béegrhozi separacetima analyza bezipdchozi
derivatizaceti separace je mozna, pokud bude vzorek ihned zpéacmetodou ,shotgun”

MS. Nejvice se ale pouziva MS ve spojeni se sépamekrokem jako detektor [88-90].

1.3.1 Derivatizace

Derivatizace je procestipnémz se mini fyzikalné-chemické vlastnosti sledovanych analyt
za &elem zlepSeni separsch ¢i detekenich vlastnosti. Vysledkem by & byt zvySeni
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citlivosti a selektivity metody, nelfonederivatizované sléaniny mohou byt obtizn

separovany, detegovany nebo mohou byt tépakstabilni. Kazda z analytickych technik
klade na pipravené derivaty jiné pozadavky. U GC jela docilit toho, aby vznikajici
derivaty byly &kawjSi nez latky jgvodni, zatimco v kapalinové chromatografii v plasné
uspdadani je tomu naopak. U kapalinové kolonové chrografie nehraje tenze par
separovanych sloZzek vyznamnou Ulohu, ale jdedgvSim o z®rnu v rozpustnosti

jednotlivych komponent obsazenych veésmNegastji se MK derivatizuji na methylestery,

meére pak na ethylestery. Existujékolik zptsohi derivatizace MK na methylestery [88, 89].

Kysele katalyzovana esterifikace

Kysele katalyzovanou reakci jsou karboxylové skypMK esterifikovany nadbytaym
mnozstvim alkoholu za vzniku esieMK. ProtoZze alkoholy jako neutralni molekuly jsou
pouze slab nukleofilni a karbonylova skupina nedostateelektrofilni, musi se esterifikace
katalyzovat mineralnimi nebo Lewisovymi kyselinardednd se o vratnou reakci, ktera je
vyrazré posunuta na stranu vzniklého produktu. Nesmi bifomna voda, nehiozabrauje
tvorbé meziproduktu a reakce néwe dal pokréovat. Nefastji se pouziva bdi 5% bezvody
roztok kyseliny chlorovodikové v methanolujgsaveny probublavanim suchého plynného
chlorovodiku v suchém methanolu, nebo 1-2% roztanckntrované kyseliny sirové
v methanolu. Mezi dal&iinidla pati 12—-14% roztok fluoridu boritého v methanolu, kt¢e
schopen rychlé esterifikace volnych MK. Nicmig¢mevyhodou tohot@inidla je omezena
trvanlivost, a pokud budou pouzity staré nelsigopkoncentrované roztoky, e dochazet

k tvorbe artefakti a ztra&¢ PUFA [88, 89].

Bazicky katalyzovana esterifikace

Bazicky katalyzovana esterifikace je zaloZzena na ydaiméni triacylglyceroi,
piicemz transesterifikace préttme Ehem reékolika minut. Katalyzatorem je ve &sine
piipadi 0,5mol/l roztok methoxidu sodného v bezvodém wmuetiu. Cinidlo je pi pokojové
teplog stabilni rkolik mésial. Méne pouzivané jsou ndp methoxid draselny, hydroxid
draselny ¢i tetramethylguanidin, vSechny v bezvodém methandReakce je vhodna
pro stanoveni MK vazanych v triacylglycerolech, ale provolné MK. Oproti kyselé

katalyze je rychlejSi a jednodussi [88, 89].

Diazomethan
Diazomethan reaguje s neesterifikovanymi MKikgmnosti malého mnozZstvi methanolu,

ktery katalyzuje vznik methylesterToto ¢inidlo matadu vyhod, nap vysokou vy&znost,
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kratkou dobu inkubace, mirné reéak podminky, na druhou stranu je vysoce toxické,
karcinogenni a potenciarvybusné. Z tohototd/odu se v laboratich nepouziva. Komeng
dostupnym zdrojem je trimethyldiazomethan, c¢asgji ve form¢ 2mol/l roztoku

v diethyletheru nebo hexanu, ktery je beaggsi, stabiljSi, s minimalnimi vedlejSimi
reakcemi. Esterifikace probiha okamizi#a mirnych podminek, ale aby poskytovala dobré
vytéZzky, musi probihat viftomnosti methanolu [88, 89].

1.3.2 Elektromigra éni metody

Kapilarni elektroforéza (CE) nepatmezi metody prvni volbyipanalyze MK, ale rize byt
vhodnou alternativou¢i doplikem k chromatografickému stanoveni. Tato sefrara
elektromigr&ni technika je zaloZzena na migraci elektricky nadhit latek, rozpughych
v roztoku elektrolytu, kapilarou vlivem stejno&mého elektrického pole. Existujeskolik
variant CE, nap kapilarni zonova elektroforéza, micelarni elekimetickd chromatografie,
mikroemulzni elektrokineticka chromatografie a dals detekci je mozné pouzit UV-Vis
detektor s diodovym polem, MS nebo laserem indukgvituorescenni detektor. Separace
negasgji probiha v kemenné kapii&. Hlavni slozkou zakladniho elektrolytu (BGE, plan
background electrolyte), je pufr o pH > 7, déhoz se pdavaji dalSi latky, jako nap
dodecylbenzensulfonat sodny, polyoxyethylen(23)letiner, cyklodextrin a organicka
rozpoustdla jako methanol, acetonitril, ethanol, 1-propanebo 2-propanol. Hodnota pH
vySSi nez pKa MK (pKa ~ 5) podporuje disociaci keedovych skupin a vznik aniotit
S rostouci délkodetzce MK, jejich rozpustnost ve védklesa, coz mize vest ke kolisani
napsti a zmisobovat ucpani kapilarygbem separace. Z tohotdwbdu je dilezité CE metodu
optimalizovat. CE m&adu vyhod, mezi ¢ pati vysoka @innost separace, nizka sfmiia
vzorkli a reagencii, jednoduch&iprava, ale nevyhodou je nizka citlivost a v poivin
s HPLC a GC metodami omezeny rozsah. CEmqu UV detekci je vhodna pouze pro MK
s jednou nebo vice dvojnymi vazbami. Pro lepSi sepeSFA, cis/trans izomefi MUFA

a PUFA se pouziva ndma UV detekce s fidanim chromoforu (adenosinmonofosfat,
cyklodextrin, dodecylbenzensulfonat sodny), kterd pi urcéité vinové délce vyssi molarni
absorgni koeficient. [91-94].
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1.3.3 Kapalinova chromatografie

Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) a jeji moderni 2eervysokodinna chromatografie
na tenké vrst (HPTLC, z angl. high-performance thin layer chréogaaphy) je zaloZzena
na separaci sloZjSich latek pi praichodu rozpoustla vrstvou sorbentu. Pro kvalitni
separaci je volba stacionarni a mobilni faze vealihezita, nebé vzdy se vychazi z povahy
separovanych latek. Metoda TLC se pouziva¢lerd lipidi do jednotlivych frakci
(fosfolipidy, monoacylglyceroly, diacylglyceroly,holesterol, volné MK, triacylglyceroly
a estery cholesterolu), pro separaci MUFA a PUHA, reni vhodna pro&kni cis/trans
izomeii MK. Jako stacionarni faze se pouzivaji silikag&lid hlinity nebo celulosa nanesené
na sklegnou nebo hlinikovou desku. Ty mohou byt impregngvAgNOs;, kdy Ag™ vytvai
komplex sr-elektrony dvojnych vazeb nenasycenych MK, caZenvést k zpomaleni jejich
migrace. DalSimi latkami pro modifikaci stacionafaze mohou byt EDTA, siran amonny
nebo 5-10% roztok kyseliny borité. Mobilni fazigets rozpousdidel v tizném pondru, nag.
cyklohexanu, toluenu, chloroformu, dichlormethaacetonu, ethanolu, methanolu, amoniaku
a kyseliny octové. Detekce v TLC je zaloZena naalizaci lipidovych frakci aznymi
¢inidly. Pouziva se nap2,7-dichlorofluorescein, kyselina fosfomolybdedpvhodamin 6G,
pary jédu, kyselina sirova, dichroman draselny %4KRyseliré sirové nebo 3-6% roztok
octanu néd’natého v kyseliéi fosfore&né. Vzniklé barevné skvrny jsou poté detegovany
denzitometricky nebo UV detektorem. V dnesni&eb TLC pouziva samostétjen Zidka.
Castji se setkavame s dvourozmou TLC (2D, z angl. two dimensional) nebo se epij
TLC a HPLC¢i GC-MS. Vyhodou této sepata metody je snadné provedeni, nizké fitrdn
naklady, nevyhodou nizSirgsnost stanoveni, nizsi citlivost, horSi mez deteké.C metoda
funguje jako oteteny systém, takze faktory jako vihkost, teplotaitomnost kysliku, mohou
mit na vysledky nezadouci vliv [88, 90, 94, 95].

VysokoWinna kapalinova chromatografie

HPLC je pokrgila instrumentalni technika, kde hlavnim mechanisnseparaniho procesu
je opakovana adsorpce analytu na rozhrani dvou f&z6 lepSi sepatai innost se
pouzivaji kolony se stacionarni fazi chemicky vazana volné silanolové skupiny pevného
nosce, nap. C18, C8, nebo CN, které davaji povrchu tediydrofobni charakter. Jedna se
0 HPLC s obracenymi fazemi (RP, z angl. reverse®h kterd je v posledni deéb

vyuZivana nejvice. Jako mobilni faze je volenasmody/pufru a polarniho organického
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rozpoustdla, nap. methanolu, acetonitrilu, tetrahydrofuranu, ktgedza vysokych tlak
cerpana skrz kolonu. HPLC analyzaiZe probihat za isokratickych nebo gradientovych
podminek. Ngjastji se HPLC pouziva v kombinaci s UV, MS nebo fluoeitrickou detekci.
UV  detektor vyZaduje derivatizaci analyt vhodnymi  chromofory, nap
fenacylbromid-2-bromo-2"-acetonaftonem, 2-nitroflaggdrazinem, dibromoacetofenonem
nebo 1-aftylaminem, i fluorimetrické detekci se pro derivatizaci anélypouzivaji
fluorofory, nag. 9-anthryldiazomethan, 9-(2-hydroxyethyl)-karbaz@bromomethylakridin

a 3-bromoacetyl-7-methoxykumarine. Metodou HPLC s#anovuji triacylglyceroly,
diacylglyceroly, monoacylglyceroly, SFA, MUFA a PAH88, 95, 96].

Hydrofilni interak ¢ni kapalinové chromatografie

Na klasickych RP je obtizné separovat polarni dapaljeba se prakticky nezadrzuji
stacionarni fazi. V roce 1990 byla publikovana rdet&lILIC, ktera je utena pro separaci
silné polarnich a hydrofobnich molekul s nizkou retensiystémech s RP a vysokou retenci
v systémech s normalni fazi. Hlavni hnaci siloene¢ jsou hydrofilni donor-akceptorové
a dipdlové interakce, jak s povrchem stacionarméféak i kapalinou okludovanou na jejim
povrchu v difazni vrst. K HILIC separacim lze pouzitiznych tym polarnich kolon

s neiontovymi i iontovymi skupinami na povrchu lsigelu nebo organickych polymernich
matric. Oblibenym materidlem je nemodifikovany ksitiel se snizenou koncentraci
povrchovych silanolovych skupin, fipadreé hybridni kolony s alkylovymi skupinami
inkorporovanymi do silikagelové matrice. Vyuzivage i stacionarni faze s chemicky
vazanymi aminopropylovymi, amidovymi, nitrilovymi,karbamatovymi, diolovymi,
polyethylenglykolovymi ¢ polyhydroxylovymi  skupinami. Speci&n pro HILIC
chromatografii byla v nedavné dbbvytvorena zwitteriontova stacionarni faze nesouci
pozitivni a negativni naboj, které se vyZmjh vysokou polaritou a vysokou afinitou k wod
Jako mobilni faze se pouziva voda s vysokym podiganického rozpouidla (vice
jak 60 %). HILIC Ize kombinovat s MS detektorem aklearni magnetickou rezonanci

(NMR, z angl. nuclear magnetic resonance) [96-98].
1.3.4 Plynova chromatografie

GC se pouziva k separa¢kavych latek. V sotasné dob je nejvice pouzivanou metodou
pro stanoveni MK, které samy o sotitkavé nejsou. Z tohotodstodu musi byt fevedeny
na vhodné derivaty (n&gstji methylestery). ¥tSinou se poziva kysele/bazicky katalyzovana

esterifikace za vzniku derivatnag. methyl-, ethyl- nebo isopropylderivaty. Délka,itvni
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pramér kolony a polarita stacionarni faze hrajie¥itou Ulohu pro Usfnou separaci derivat
MK. Nejcastji se pouzivaji kemenné kapilarni kolony potazené polyimideiimz ziskaji
pruznost. Na polarnich stacionarnich fazich (pao&g¥ se methylestery MK separuji
na zaklad potu uhlika a stupg nasyceni, polysiloxanoveé kolony untodi separaccis/trans
isomef.. Obvykle se jako nosny plyn voli helium, dusik aelmdik. VykEr nosného plynu
zavisi na typu pouzitého detektoru a kolony, noglyyn musi byt dostate¢ cisty a inertni.
Nejcastji se pouziva vodik, protoZze ma ze vSech plyejnizsi viskozitugimz je zajis¢n
rychly pritok mobilni faze a tudiz doba analyzy je kratka.ddahou stranu je vysoce itt@avy

a se vzduchem tw¥b explozivni smis. NejpouzivagSimi detektory v GC jsou plamenbv
ionizatni detektor (FID, z angl. flame ionization deteytatusik-fosforovy detektor (NPD,
z angl. nitrogen-phosphorus detector), detektdttelaového zachytu (ECD, z angl. electron
capture detector) nebo MS detektor. Preenr struktury MK se vyuZivaji infé@rveny
detektor s Fourierovou transformaci (FTIR, z andtourier-transformation infrared
spectroscopy) nebo NMR detektor [88, 94, 95].
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2 CIL PRACE

Cilem této prace je optimalizovat metodtippavy a zpracovani vzorku suché kapky krve
pro stanoveni mastnych kyselin plynovou chromafiigra plameno¥ ionizainim

detektorem.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

e 2-propanol, HPLC grade (B30, M. 60,1), 99,5% (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

» Acetylchlorid, (CHCOCI, M, 78,50), 98 %, p.a. (Sigma-Aldrich, SteinheingnMecko)

* Butylovany hydroxytoluen (GH.4O, M. 220,35), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

* Deionizovana voda (30, M, 18, G = 0,05quS)

» Diethylether (GH100, M; 74,12), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim¢riNecko)

» Ethanol HPLC gradient grade AdsO, Mr 46,07) (Merck, Darmstadt,dshecko)

» Hydrogenuhkitan draselny (KHCQ M, 100,12), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

e Supelco 37 Component FAME Mix v dichlormethanu tii&ovany referegni material,
1 ml (Sigma-Aldrich, Steinheim, &ecko)

* Kyselina 12-methyltetradekanova 1(83,0,, M, 242,40), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

* Kyselina 13-methyltetradekanova 68300, M; 242,40), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

* Kyselina 14-methylhexadekanova 168360,, M, 284,48), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

» Kyselina dokosanova ¢gH440,, M, 340,59), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheimsrivecko)

» Kyselina all-cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova »(z:0,, M, 328,49), p.a.
(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

* Kyselina all-cis-4,7,10,13,16-dokosapentaenova »4&40,, M, 330,50), p.a.
(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

 Kyselina all-cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenova d¢@0:0,, M, 302.45), p.a.
(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

» Kyselinaall-cis-5,8,11,14-eikosatetraenova,(@s,0,, M; 304,47), p.a. (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Nmecko)

36



Kyselina all-cis-5,8,11-eikosatrienova ¢gHsO,, M; 306,48), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

Kyselina all-cis-6,9,12,15,18,21-tetrakosahexaenova »4fzs0,, M; 355,53), p.a.

(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

Kyselina all-cis-6,9,12,15,18-tetrakosapentaenova »4Ls0,, M, 358,56), p.a.

(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

Kyselina all-cis-6,9,12,15-oktadekatetraenova 1§8,s0,, Mr 276,41), p.a.

(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

Kyselina all-cis-6,9,12-oktadekatrienova (gH300,, Mr 278,44 ), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

Kyselina all-cis-7,10,13,15,19-dokosapentaenova ,,(z:0,, M, 330,50), p.a.

(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

Kyselina all-cis-7,10,13,16-dokosatetraenova ,4d30,, M, 332,52), p.a.

(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

Kyselina all-cis-8,11,14-eikosatrienova ¢(gH:40,, M, 306,48), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

Kyselina all-cis-9,12,15,18-tetrakosatetraenova 4€,00,, M, 360,58), p.a.

(Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

Kyselina all-cis-9,12,15-oktadekatrienova {§1300,, M, 278,44), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

Kyselina all-cis-9,12-oktadekadienova (gH3,0,, M, 280,45), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

Kyselina all-trans-9,12-oktadekadienova (§4:,0,, M, 280.45), p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nmecko)

Kyselina cis-6-hexadecenova (gHsz00,, M, 254,41), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kyselina cis-9-hexadecenova (gHsz00,, M, 254,41), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kyselina cis-9-oktadecenova (fgHz402, M, 282.47 ), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kyselina cis-9-tetradecenova (@H»60,, M, 226,36 ), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)
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» Kyselinacis-10-pentadecenova (H2s0,, M, 240,38), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)
Kyselina cis-15-tetrakosenova ¢H602, M, 366,62), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

» Kyselina dekanova (fgH2002, M, 172,26), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim¢riNecko)

» Kyselina eikosanova (@H400,, Mr 312,54), p.a. (Sigma-Aldrich, SteinheimériNecko)

» Kyselina heptadekanovad {30, M, 270,45), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

» Kyselina hexadekanova {30, M, 256,42), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

» Kyselina hexakosanova £s,0,, M, 396,69), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

» Kyselina hexanova (1.0, M, 16,16), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheimé¢mecko)

* Kyselina nonadekanova {g3s0,, M, 298,50), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

» Kyselina oktanova (§H:60,, M;144,21), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheiméiiecko)

* Kyselina tetrakosanova §{H4s0,, M, 368,63), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

» Kyselinatrans-9-hexadecenova (@Hz00,, M, 254,41), p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

* Methanol HPLC gradient grade (@BH, M; 32,04) (Merck, Darmstadt,dhecko)

* n-Hexan HPLC grade @14, M, 86,18) (Merck, Darmstadt,dhecko)

3.1.2 Pracovni roztoky

Zasobni roztok vnihiho standardu (asi 9¢@/ml)

Navazka 0,0097 g kyseliny heneikosanové (C21:(3 bytpudtna v 10 ml ethanolu. Roztok
byl uchovan g —-20 °C.

Roztok hydrogenuhlitanu draselného (asi 6%)
Navazka 0,6 g KHC®byla rozpudina v 9,4 ml deionizované vody. Roztok byl uchovan
pfi 4 °C.
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Derivatizg&ni snes

K 25 dilaim vychlazeného methanolu byly opatmpridany 2 dily acetylchloridu. Sés byla

piipravovana denncerstva.

Smeés hexanu a diethyletheru (95:5, v/v)

Smes byal gipravena smichanim 95 dilhexanu a 5 dil diethyletheru. Sis byla

piipravovana denncerstva.

3.1.3 Pomicky a pristroje

Analytické vahy Adventurél Pro AV114C (Ohaus, Nanikon, Svycarsko)
Automatické mikropipety Eppendorf Resedtghus (Eppendorf, Hamburg,decko)
Dérovaika, pinzeta, jehla

Filtra¢ni papir na odly krve Whatmann 903 (Whatmann, GmbH, Dasseémakcko)
Inserty pro vialky Sroubovaci ND&00 ul (Fisher Scientific Pardubic€R)

Jednorazové Bond Elut Si kolonky na SPE extrakana(jtichem Instrumentional,
Harbor City, CA, USA)

Kédinky, odnérné baky, odmérné valce

Kombinovana chladiika s mrazrikou (Philips, Amsterdam, Nizozemi)

Krimpovaci klest (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

Manifold Visipreg™ pro vakuovou SPE extrakci (Supelco, Bellefonte, BSA)
Membranova vywva (KNF Neuberger, IncTrenton, NJUSA)

Michadlo hladké & 3 mm (Fisher Scientific, PardubideR)

Odstedivka Beckman GPR Centrifuge (Beckman CoulteraB@A, USA)

Odstedivka Eppendorf MiniSpin Centrifuge (Eppendorfnitaurk, Nemecko)

Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A (&gt Technologies, Santa Clara,
CA, USA)

Kolona HP-88: 100 nx 0,25 mm, 0,20um (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA)

Polypropylenové zkumavky 1,5 ml (Fisher ScientiRardubiceCR)

Predvazky Ohaus Adventurét Pro AV212C (Ohaus, Nanikon, Svycarsko)

PyreX’ zkumavky s teflonovymesnsnim (Barloworld Scientific Group Limited, Stone,
Staffs, Velka Britanie)

Sklergné vialky s krimpovacimi ¥ky (Fisher Scientific, Pardubic€R)
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e SuSarna Memmert UFB 400 (Memmert GmbH & Co. KG vaitach, Nmecko)
« Termoblok Thermo scientific, model 18821, Reacteffh™ Heating/Stirring Module
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
* Tlakové lahve:
» Dusik: N> 4,0 UN 1066 (Linde Gas, PratzR)
« Helium: He 5,0 UN 1046 (Linde Gas, Prafif)
» Vzduch: Q 20% (zbytek dusik) UN 1956 (Linde Gas, Pratim)
« Vodik: H, 5,0> 99,999 (Linde Gas, Prah@r)
* Vortex Relax top (Heidolph, Frankfurt,éshecko)
e Zatizeni pro upravu vody Smart2Pure (TKA, Niederelbdémecko)

3.1.4 Vzorky

Vzorky plazmy

Vzorky vendzni krve byly rano poé¢kolikahodinovém lanéni odebrany kvalifikovanym
lékarem z loketni jamky do vakuovanych zkumavek s EDTRlazma byla ziskana
centrifugaci plné krve (1764 g, 10 minut, 4 °C) a aZz do doby zpracovani byla wékéana

pii —20 °C.

Vzorky DBS
Na filtra¢ni papir pro odér DBS vzorki bylo pipetovano 30ul plné krve s hodnotou

hematokritu v referamim rozmezi testované populacéilfpzne 0,42). Vzorky byly suSeny
pii laboratorni teplat v horizontalni poloze po dobu minimélr8 hodin. AZ do dalSiho
zpracovani byly DBS vzorky uchovavany v nepropusinypolypropylenovych sé&ich
pii -20 °C.

3.2 Stanoveni vybranych mastnych kyselin metodou plynay
chromatografie s plameno¥ ionizaénim detektorem

3.2.1 Priprava vzorki

Vzorky DBS
Z DBS vzorku byl vyrazen teéik o praméru priblizné 6 mm, vioZzen do skl€émé zkumavky

s uza¥rem a pidano 200ul roztoku IS v methanolu o koncentraci 6,75 nelfoudg/ml.
Po tihodinové eluci za laboratorni teploty byl ddér opatre  vyjmut jehlou

(mezi jednotlivymi vzorky byla jehla vzdy oplachauv methanolu a osuSena htinou,
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aby se pedeSlo kontaminaci). Naslefibylo pridano 200ul snesi derivatiz&niho ¢inidla

a obsah zkumavky byl po dobu 2 hodin inkubovam P00 °C. Po ochlazeni s
na laboratorni teplotu bylofidano 300ul asi 6% roztoku KHC@ a obsah zkumavky byl
promichan. Nasledovala dvojnasobna extrakce medteyieMK do hexanu. K sisi bylo
piidano 500ul hexanu a po 10minutovénepani byla s@s odstedna (1225x g, 5 minut,

4 °C). Horni organicka vrstva (po 1. extrakci 400 po 2. extrakci 550 ul) byla opatrn
odtaZzena dgistych sklegnych vialek a v atmosfé dusiku odp@na do sucha. Odparek byl

rozpusén v 100ul hexanu a sis byla fevedena do insertu krimpovaci vialky.

Vzorky plazmy

Do 1,5ml polypropylenové zkumavky bylo pipetovan@2u plazmy a 300ul roztoku IS
v methanolu o koncentraci 3(dg/ml. Smeés byla promichana na vortexu. Nasledovala
dvojnasobnd extrakce, kdy k &snbylo gidano 500ul hexanu a po 5minutovénepani byla
smes odstecéna (1073x g, 1 minuta, 4 °C). Horni organicka vrstva (po ltraxci 400ul,
po 2. extrakci 55Qul) byla odtazena ddistych sklegnych zkumavek Pyrex a v atmosdé
dusiku odpgena do sucha. Odparek byl rozgastv 300 yul methanolu. Poté bylo
do zkumavky vioZzeno michadlo a pipetovano g08nx¥si derivatizénihocinidla. Snés byla
inkubovdna po dobu 1 hodinyiip75 °C s rychlosti michani 7. Po ochlazenié¢sim
na laboratorni teplotu bylofidano 400ul asi 6% roztoku KHC® a obsah zkumavky
promichan. Dale byla ste zpracovana stejnym postupem jakoripad zpracovani vzorku
DBS.

3.2.2 Podminky analyzy plynovou chromatografii

Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A
e HP-88 kolona (100 m 0,25 mm, tlougka filmu 0,20 um)

Davkovani

Oplach rozpousgtlem 2x 10l pred nastkem
2x 10 pl po nastiku

Oplach vzorkem k2ul

Objem davkovaného vzorku ul

Split méd 10:1

Pritok cklicem 15,4 ml/min

Teplota nagtku 250 °C
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Pratok oplachu septa 3 ml/min

Teplotni gradient

Zména [°C/min] Teplota [°C] Cas [min]
80 3
10 180 3
1 220 1
5 240 40
Doba analyzy 101 min
Pratok mobilni faze (helium) 1,54 ml/min

Detektor FID

Teplota 250 °C
Pratok H, 30 ml/min
Pritok vzduchu 400 ml/min
Pratok make-up (helium) 25 ml/min

3.2.3 Analytické parametry metody

Odezvovy faktor

Odezvovy faktor (Rf, zangl. response factor) jealgiicky parametr pouzivany
pro kvantitativni analyzu v GC. Hodnota Rf se mdrjotlivé latky ziskavd metodou wmitho
standardu, kdy seékolikrat po sob analyzuji kalibrani roztoky obsahujici IS o znamé
koncentraci a objemu. Z chromatogramu sectmie plochy pik 1S a slozek, na jejichz
zaklad se vypgita pongr Rf pro kazdou slozku. Sestroji se graf kaldmiazavislosti hodnot
Rf na g/cis.Z hodnoty Rf je mozné vyg@tat koncentraci nezndmého analytu podle vztahu

Axcis

Rf =

Aiscx
kde A je plocha piku neznamé latky;sAe plocha piku IS,,cje koncentrace neznamé latky

a Gsje koncentrace IS.

Presnost

Presnost je analyticky parametr definovany jako mi&anosti shody mezi vzajerén
nezavislymi vysledky ziskanymi opakovanymgienimi homogenniho vzorku zaegalem
stanovenych podminek. Zavisi pouze na &®d ndhodnych chyb a nema vztah k pravé
nebo specifikované hodriotMira gresnosti se zpravidla vyjage ¢iselre mirou nepesnosti,

nagiklad snérodatnou odchylkou, rozptylem nebo véram koeficientem
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op o |Blale - AVG)
n—1

SD
cv (%) = m 100

kde SD je smrodatnd odchylka, xje hodnota i-tého #teni, AVG je aritmeticky pimér
vSech ngieni, n je pdet meieni a CV je variéni koeficient.

Opakovatelnost

Opakovatelnost je definovana jaksnost shody mezi vysledky po samasledujicich gieni
téZe nérené velkiny, provedenych za stejnych podminekiemi, coz je za pouZiti stejné
metody, tymZ pracovnikem, tymziigtrojem, na stejném méstza stejnych pracovnich

podminek a opakované po kratkéasovém useku.

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost je i@snost mreni za podminek reprodukovatelnosti éiemi,
kdy vysledky se ziskaji stejnou metodou, tznych laborattich, tiznym personalem

pouzivajici izné vybaveni, po delasovy interval.
3.2.4 Zpracovani vysledki

Pro zpracovani ziskanych dat byl pouZzit programBugel.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Klasicky odkr krve do vakuovanych polypropylenovych zkumavei&nskoagulantem je
dlouhodols zlatym standardem pro stanoveni celgdy latek jak v klinické praxi,
tak vyzkumu. V sotasnosti je stale&sSi diraz kladen jak na snizovani nakiadpojenych
s odiErem vzorki, tak i na zmenSovani speby chemikalii paebnych k jejich zpracovani.
To sphuje DBS technika, znamarguevsSim z programu NS. Mé&nnvazivni a relativa
bezbolestny odiy je zvlas¥ vhodny pro novorozence a straSi osoby. Vzorky raohgt
skladovany a fgpravovany bez nutnosti chladicihd@izani, coz je z ekonomickychidodi
piinosné pedevsSim v rozvojovych zemich. Pozitiva, ktera tatthnika nabizi [2, 9-15], jsou
uz dnes vyuzivana nappii terapeutickém monitorovani dé& [12, 17], v mikrobiologii
a virologii [13, 35, 44]. Na druhou stranu objenvéxive vzorcich DBS (jednotky mikrolity
je obvykle daleko nizsi v porovnani s plazmou, éreebo plnou krvi (jednotky mililitt).
Objem pipetované krve, pozice vyrazenéhdiker, HCT, nedodrzeni podminekisuseni,
skladovani, aleiZjsob zpracovani, mohou byt zdrojem chyb, coZ se padjevi
ve vysledcich. Proto cilem této prace bylo optigwlat jak pipravu, tak i cely postup
zpracovani vzorku v ramci stanoveni vybranych MEIne krvi.

Vychézeli jsme z diplomové prace autorky Zuz&shakové, ktera byla obhajena v roce
2016 [100], ktera derivatizovala MK s8i BF; v ethanolu. GC analyza trvala 92 minut.
V nasi praci jsme pouzili sf8 methanolu a acetylchloridu, protojsme cely pwostu
optimalizovali. Z praktickych vodi jsme se také snazili zkratias analyzy.

MK jsme identifikovali na zaklatlanalyzy standardni sisi FAME 37 metodou GC-MS.
Ziskana MS spektra jsme porovnali s knihovnou d@iwetencni ¢asy jednotlivych derivét
MK. Doba analyzy byla 53 minut. Za stejnych podriijsme tuto srés analyzovali metodou
GC-FID. Na chromatogramu i{foha A) jsou wase 38,0-38,5 minut wtl 3 nerozdlené
piky. Zmenou teplotniho gradientu se nam pildalatky od sebe oddit (Priloha B),
ale doSlo ke koeluci pikv ¢ase 39,78 min. Z metabolomické databaze ,Human ibédane
Database” jsme zjistili, Zze #dh ti koelujicich MK se u¢lovéka vyskytuje v nejvyssSi
koncentraci (C20:4 n6), zatimco zbylééden ve velmi nizkych koncentracich (C20:3 n3,
C22:1 n9). Je irjmé, Ze ve vzorcich DBS je nebude mozné kvantiikoproto jsme se
vratili k pavodnimu gradientu. &teré MK (C6:0, C8:0, C10:0, C14:0, C15:0, C16:06Q
nl10, C16:1 n€igtrans C17:0, C18:0, C18:2 n6, C18:3 n6, C18:3 n3, C2Y3C24:1, C22:5
n6, C22:5 n3, C18:4 n3, C19:0, C20:0, C20:4 n6,:£2(B, C20:3 n6, C22:0, C22:4 n6,
C24.0, C24:1 n9, C24:4 n6, C24:5 n6, C24:6 n3, QR6Yly identifikovany na zaklad
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porovnani retetniho¢asu odpovidajici standardu dané MK. Celkem jsmardyz zahrnuli
26 MK, které byly identifikovany jak v plazéntak i ve vzorcich DBS (#oha C).

Pri extrakci MK z biologickych vzork se sotasré extrahuje i cholesterol, ktery se
zadrzuje na kolan K jeho odstraéni z kolony bylo nutné prodlouzit dobu analyzy aZ191
minut. Z literatury [60] jsme zjistili, ze cholesté Ize od methylestérMK (FAME, z angl.
fatty acid methyl esters) odseparovat metodou §B,stacionarni faze se pouziva silikagel.
Jsou-li takto oSeéeny vzorky s nizkou koncentraci cholesterolu, avtorky DBS jsou,
lze SPE kolonku pouzit opakowan coz je ekonomicky vyhodné. S$Ssi hexanu
a diethyletheru (95:5, v/v) se eluovaly FAME, zatintholesterol byl na kolonkach zadrzen.
Vysledky nazné&uji, Ze ke ztrathm FAME nedochézi a pik odpovidajfmolesterolu se jiz
na chromatogramu neobjevuje, Ize tedy zkratit daraiyzy.

Jako IS byla zvolena kyselina heneikosanova, fiskouclovéka prakticky nevyskytuje
a za danych podminek je debseparovana od ostatnich FAME. IS byl jiz Gt
extrakénihocinidla, do kterého se extrahovaly MK z DBS. Tentstoip byl vybran, jelikoz je
nejvice pouzivany v literate [56, 60, 63].

Kontaminace ai@nos mezi vzorky by mohly ovlivnit vysledky analyBro zpracovani
vzorki DBS jsme pouZivali sklémé zkumavky a vialky, které jsme umyvali detergemt
a susili gi 90 °C. Vysledky nazraji, Ze proces myti skla je dostég a ke kontaminaci
nedochazi. ® testovani penosu mezijednotlivymi vyrazenimi &u DBS jsme zjistili
pieneseni &kolika MK (jedna se fedevSim o MK s nejiSi koncentraci) (floha D).
To miZe byt odstratno vyrazenim tefiku cistého filtra&niho papiru mezi dima vzorky.
P analyze samotného filtaiho papiru se na chromatogramu objevilo 7upijejichZz
retertni cas odpovida reténim ¢asim derivatt MK (C16:0, C16:1cis, C18:0, C18:1 n@is,
C18:1 n7cis, C18:2, C20:4 n6).

Byl optimalizovan cely proces zpracovani idppavy vzorku DBS. Pro validaci procesu
byly hodnoceny MK s vysokymi koncentracemi, a t8FA (kyselina hexadekanova, kyselina
oktadekanovd, kyselina tetrakosanovdy MUFA (kyselina cis-hexadecenova,
kyselinacis-9-oktadecenova, kyselimds-11-eikosaenoyd a z PUFA  (kyselina
cis-9,12-oktadekadienova, kyselina all-cis-5,8,11,14-eikosatetraenova, kyselina
all-cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova).

Prvnim krokem optimalizacetipravy vzorku DBS fed GC-FID analyzou je naneseni
krve na filtra&ni papir. V literatie [102-104] se uvadi, Ze vrstveni vice kapek kraesebe
muze vést ke zkresleni vysleillkanalyzy. NaSe vysledky to ale nepotvrzuji, hladiviK

ve vzorcich takto fpravenych se vyznaminneliSily. Vlastnosti filtr&niho papiru jsou
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obvykle pro NS velmi fisné kontrolované v ramci jedné Sarze i mezi Sarzemzég@gm [105,
106]. Stejné slozeni filttmiho papiru by #lo zabezpéit stejné nasaknuti papiru plnou krvi
i pfi rozdilném davkovaném objemu. NaSe testy potvrzigi davkovany objem nema
na analyzu vliv.

Nekteri autdi nazn&uji, Ze analyty se mohou diky chromatografickémekef nachazet
ve vySSi koncentraci na periferii DBS nez v jejitiedu [49, 102, 103, 107, 108JiRnalyze

MK jsme pozorovali vysSi koncentraci na okrajitleu (Obr. 6), coZ potvrzuje tuto teorii.
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Prvnim krokem zpracovani vzorku DBS je eluce vykcan analyti zadrzovanych
ve struktue filtraéniho papiru. Voda by #&a rozvolnit strukturu celulosy a umoznit
tak uvolreéni analyti. JelikoZz MK nejsou ve vadrozpustné a v naSentipact byl s prvnim
krokem extrakce ffidany i IS, byl jako rozpoudtllo, a sodasre i elwni ¢inidlo, zvoleny
methanol. Testovali jsme, jak dlouha doba je nkteéuci MK z filtratniho papiru (10 minut
az 24 hodin). Vysledky naz&éai, Zze optimalni jefthodinova eluce. ZvySeni teplotyi gluci
nema na vyZnost MK Zadny vliv (testovand teplota 60 °C, 37 &CQaboratorni teplota).
Zvolili jsme proto eluci g laboratorni teplat, ktera je Bzn¢ pouzivana [49, 60, 109, 110].
Vv porovnéni stedchézejl'ci diplomovou praci [100], kde byIa volqm'amé derivatizace
DBS sn#si methanolu a acetylchloridu jsme pozorovali vysokariabilitu vysledi, ktera
muze byt disledkem #zného pitbéhu derivatizani reakce. Existuje moznost, ze MK se
derivatizuji az po eluci do methanolu, coiza byt pro kazdou MKuzné. Existuje riziko,

Ze @i derivatiz&ni reakci se z filtréeniho papiru uvolni do s¢si dalSi nezadouci latky,
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piipadré muze dojit k mechanickému poskozeni papiru, coz blglonovlivnit analyzu, proto
jsme tetik DBS po eluci vyjmuli.

Testovali jsme optimalni dobu derivatizace, stegko v gedeslé diplomové praci [100],
ato 10 az 180 minut. Zatimcdi mlerivatizaci smsi BF; v methanolu byla optimalni doba
derivatizace 3 hodiny, v naSeniigac, kdy jsme pouZili si#s methanolu a acetylchloridu,
posta&uji 2 hodiny. Gupta a kol. [109] uv§dl Ze 1 hodina je dostajici. Z naSich vysledk
je ale Zzejme, Ze pro MK s nizkymi koncentracemi je hodinond@ibace nedostajici. U MK
s vysokymi koncentracemi naopak hodinova derivadzpost&ovala. Testovali jsme také
optimalni teplotu i derivatiza&nim kroku. Z teplot 50, 75 a 100 °C byla optiméieplota
100 °C, kdy byly intenzity pik derivAti MK nejvysSi, zejména deriv@at kyseliny
tetrakosanové a kyselingll-cis-7,10,13,16-dokosatetraenové, intenzity defivastatnich
MK byly prakticky stejné jak 75 °C, tak také 100 °C (Obr. 7). Teplotul00 °dilvojini
autadi [109, 110].

350 -+

300 -

N

Ul

o
1

N

o

o
1

m50°C
75°C

% zastoupeni
(SN
U
o
1

m 100 °C

[

o

o
1

wn
o
]

o
]

Cl6 Clé:lcis C18 (C18:1n9 C18:2 C20:1 C20:4n6 C24 (C22:6n3

S p .
mastné kyseliny
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Po derivatizaci je nutné FAME extrahovat vhodnyrgamickymrozpougtllem. Pro tento
ucel byl pouzit hexan, rowt jako v diplomové praci Zuzaehakové [100]. Testovali jsme
opakované extrakce ézanymi objemy hexanu.iPdvojnasobné extrakci 50@ hexanu jsme
ziskali gijatelné vysledky.

Poslednim krokemipd samotnou GC-FID analyzou je rozgas$todparku ve vhodném
organickém rozpou&tle. Testovali jsme methanol, hexan a 2-propanatinZco v minulé
praci [100] byl vybran 2-propranol, naSe vysledkgzna&uji, Ze lepSi volbou je hexan
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nebo methanol (Obr. 8). Utdiny studii se pouziva hexan [56, 60, 109, 110klikické
praxi, z divodu mensi d&kavosti, je lepSi pouZziti methanolu. | v deb uzavenych
krimpovacich vialkach hexarfigaboratorni teplat zcela vytka.
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Obrazek 8Volba organického rozpoustlia

Presnost stanoveni MK ve vzorcich DBS je uvedenabulte 1. NaSi metodou jsme byli
schopni stanovit 25 MK. Ué&sSiny MK byla hodnota CV pod 5 %. V porovnani s olou
diplomovou praci [100] nastalo zlepSeniéchto MK: C14:0, C16:1cis, C20:5, C24:1,
C22:4 n6, C22:5 n3 a C22:6 n3. Jeniipact C18:3 n6 byla hodnota CV nad 20 %, coZ u
MK s nizkou koncentraci tize byt zgisobeno oddgem plochy piku na chromatografickém

zZa&znamu.
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Tabulka 1 Presnost metody pro stanoveni mastnych kyselin metgagnové chromatografie s plamerov
ionizagnim detektorem

MK AVG SD CcVv
ng/mi ng/mi %

Cl4 0,40 0,03 7,86
C15 0,15 0,02 9,80
C16 17,00 0,50 2,95
C16:1 n10 0,21 0,04 16,56
Cl6:1cis 0,82 0,03 3,73
C17 0,23 0,03 11,52
C18 9,24 0,27 2,93
C18:1 nScis 10,90 0,29 2,69
C18:1 n7cis 3,92 0,39 10,04
Cc18:2 17,38 0,52 2,97
C20 0,26 0,03 10,71
C18:3 n6 0,21 0,06 26,66
C18:3 n3 0,13 0,02 16,38
C20:1 0,27 0,03 11,76
Cc22 0,87 0,05 5,30
C20:3 n6 1,02 0,04 4,24
C20:4 n6 7,10 0,12 1,69
C20:5 0,28 0,03 9,22
C24 1,84 0,09 4,68
C24:1 2,47 0,11 4,49
C22:4 n6 1,08 0,12 11,44
C22:5n6 0,31 0,04 13,80
C22:5n3 0,95 0,08 8,43
C22:6 n3 1,84 0,10 5,19

Pti GC-FID analyze se pro kvantifikaci MK vegtéiné pripadi pouZiva procentualni
zastoupeni, které vSak neni idealni. fippck zmeny patu stanovovanych MK dochazi
k zmené procentualniho zastoupeni MK a obtizné interpretggledki. NejlepSi moznosti by
bylo pouziti metody kalibkani kiivky, kterd je vSak § pouZiti techniky DBS obtiZzn4, protoze
MK jsou Spati aZ prakticky nerozpustné v krvi.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo optimalizovat metodtippavy a zpracovani vzorku suché kapky krve
pro stanoveni mastnych kyselin. Po derivatizaci tnyah kyselin na methylestery s$gsi
methanolu a acetylchloridu, byla k jejich analyzeufita metoda plynové chromatografie
s plamenow ionizatnim detektorem. Byl @en postup, na jehoz zékkade bude poktmvat

v dalSich studiich. Odstramim cholesterolu SPE extrakci bylo um&ia zkraceni doby
analyzy, jelikoZz cholesterol eluuje daleko za pdsiestanovovanou mastnou kyselinou
(C24:5n6).
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Priloha AChromatograficky zaznam 10x/e@né snési standard FAME 37
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10 15 20 25 30 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0 min

retereni ¢as
1 -C4:0,2 -C6:0,3 -C8:0,4 —C10:0,5 - C11:0,6 — C12:0,7 — C13:0,8 — C14:0,9 — C14:1n5,10 - C15:0,11 - C15:1 n512 —C16:0,13 —C16:1 n7,14 —C17:0,
15- C17:1 n716 —C18:0,17 - C18:1n%trans 18 —C18:1n%is, 19 —C18:2n6trans 20 —C18:2 nécis, 21 —C20:0,22 —C18:3n6,23 —C18:3n3,24 —C20:1 n925 —C21.:0,
26 —C20:2 n627 -C22:0,28 -C20:3n6,29 - C20:3n3,30 —C22:1 n931 —C20:4 n632 —C23:0,33—- C22:2 n634 —C20:5 n335 —C24:0,36 —C24:1 n937 —C22:6n3
GC podminkyDavkovany byl 1 pl vzorku v split médu (10:1) & feplot nastiku 250 °C. Piittok mobilni faze (helium) byl 1,54 ml/min. Separawebihala na kolahHP-
88 (100 mx 0,25 mm vnitni primér, 0,20 um tlougka filmu). Teplotni gradient: 80 °C po dobu 3 minoésleds narst na 180 °C rychlosti 10 °C/min po dobu 3 minut,
déle néaiist na 220 °C rychlosti 1 °C/min po dobu 1 minutilednafist na 240 °C rychlosti 5 °C/min. Na Zawdrzovani teploty 240 °C po dobu 40 minut. TeplBtD
detektoru byla 250 °C.
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Priloha BChromatograficky zaznam 10x/ieaéné snési standard i FAME 37 (2)

odezva detektoru
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retertni cas

1 -C4:0,2 -C6:0,3 —-C8:0,4 —C10:0,5 - C11:0,6 — C12:0,7 — C13:0,8 — C14:0,9 — C14:1n5,10 - C15:0,11 - C15:1 n512 - C16:0,13 —C16:1 n7,14 —C17:0,
15- C17:1 n716 —C18:0,17 -C18:1n%trans 18 —C18:1n%cis, 19 —C18:2n6trans 20 —C18:2 nécis, 21 —C20:0,22 —C18:3n6,23 —C18:3n324 —C20:1 n925 —C21:0,
26 —C20:2 n627 -C22:0,28 -C20:3n6,29 -C20:3n3,30 —C22:1 n931 —C20:4 n632 —C23:0,33—- C22:2 n634 —C20:5 n335 —C24:0,36 —C24:1 n937 —C22:6n3
GC podminkyJako piloha A, jen teplotni gradient: 80 °C po dobu 3 mtjmasled# narist na 180 °C rychlosti 10 °C/min po dobu 3 ming&tamarist na 220 °C rychlosti

10 °C/min po dobu 1 minut, daléigmeéné rychlosti 5 °C/min zvySeni na 230 °C. Na &éudrzovani teploty 230°C po dobu 10 minut. Tepleiia detektoru byla 250 °C.
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Priloha CChromatograficky zaznam vybranych 26 mastnych ikygelvzorku DBS
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14— C20:1 n9, 15 — 186 - C22:0,17 - C20:3n6,18 — C20:4n6,19 — C20:5 n320 — C24:0,21 — C24:1 n922 - C22:4n6,23 — C22:5n6,24 — C22:5n325 — C22:6n3,
26 - C24:5n6

GC podminkyviz piiloha A.
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Priloha DChromatograficky zdznamgnosu mezi jednotlivymi vyrazenimictku DBS
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Zaznam mott — vzorek DBS¢erverg - vzorek blanku po prvnim vyraZzeni, zelenvzorek blanku po druhém vyrazeni

GC podminyviz priloha A.




