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Anotace

Bakalafska prace popisuje vyznam mastnych kyselin v lidském organismu. Jsou zde
popsany 1 dulezité¢ vlastnosti téchto kyselin a jejich uplatnéni. Mezi stézejni kapitoly této
prace patii popis metabolismu mastnych kyselin, prib¢h jejich oxidace a nasledné vyuziti

organismem. Zavér prace se vénuje analytickému stanoveni mastnych kyselin.
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Fatty acid oxidation and its regulation
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Bachelor thesis describes the importance of fatty acids in the human organism. The
important properties of these acids and their use are described here. The main chapters of this
work include the description of fatty acid metabolism, the course of their oxidation and the
subsequent use of the organism. The conclusion of the thesis deals with analytical

determination of fatty acids.
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0 Uvod

Pro zivocichy jsou tuky jednozna¢né nepostradatelné, proto neni dobré je z jidelnicku
vyfazovat, ale dbat na vhodny vybér. Pfi nevyvazené konzumaci zvysuji riziko vzniku fady
onemocnéni. Tuky jsou soucasti kazdé bunky, maji zdsadni vyznam pro mnoho funkci naseho
téla, od kardiovaskularniho systému az po systém nervovy. Jsou slozeny z glycerolu a
riznych mastnych kyselin, které maji v zavislosti na druhu rozdilné G¢inky na nase zdravi.
Kazdy tuk obsahuje mastné kyseliny v rizném poméru.

Tuk je nerozpustny ve vodé, naopak se dobie rozpousti v organickych rozpoustédlech
jako je naptiklad chloroform.

Z lipidu je ziskévana energie, predevsim pii dlouhodobé zatézi, kdy uz neni mozno Stépit
glykogen. Pro tento ucel jsou lipidy uvoliiovany z tukovych zasob. Jsou dileZitou soucéasti
membran vSech bunék. Jsou dobrymi tepelnymi izolanty a jako tukovy polstat poskytuji
mechanickou ochranu organtim.

Zakladni slozkou lipidli jsou mastné kyseliny. V lipidech se vyskytuji ve form¢ esterq.
Mastné kyseliny jsou zdrojem nejenom energie, ale i latek, které jsou pro organismus zivotné
dulezité. Témito latkami jsou naptiiklad eikosanoidy.

Hlavnim cilem bakalaiské prace je popsat vlastnosti, metabolismus a regulaci mastnych

kyselin u ¢lovéka.
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1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou z biochemického hlediska vyssi monokarboxylové kyseliny, které
se vpiirod¢é vyskytuji se sudym poétem uhlikovych atomut, protoze jejich
biosyntéza probiha adici acetatu. Existuji volné (volné mastné kyseliny, VMK, free fatty
acids, FFA) nebo je nalezneme vazané jako soucast biologicky dualezitych latek (ve formé
esterd s alkoholy — glycerolem, sfingosinem nebo cholesterolem) napt.:

e Bunééné membrang (fosfolipidy membran)

e Glykolipidy - nervové tkani

e Lipidy maji také zasobni funkci: Ze vSech zivin jsou to nejvydatnéjsi zdroje energie

e FEikosanoidy, derivaty eikosa-polyenovych mastnych kyselin, tedy latky

jako prostaglandiny, leukotrieny nebo thromboxany, jsou vnitrobunécné signalizacni
molekuly (tzv. autokrinni), které ovliviiuji svalovy stah, srazeni krve, bolest ¢i
napfiklad zanét

Jelikoz maji amfipatickou povahu jsou navdzany na bilkoviny, které umoziuji jejich
ptenos. Zejména dochazi k vazbé na albumin a k vazbé na vazebny protein. [1]

Existuji s uhlikovymi fetézci dlouhymi od dvou do ticeti Sesti uhliki. Mastné kyseliny
Spoctem 4 az 14 a 20 az 36 atomi uhliku nejsou bézné. U ¢loveéka se obvykle vyskytuji
mastné kyseliny s poétem 16-20 atomu uhliku. [2], [3]

Mastné kyseliny mizeme délit dle nasledujicich kritérii:

e dle stupn¢ nasycenosti

Nasycené mastné kyseliny obsahuji pouze jednoduché vazby, jsou nepostradatelné
pro syntézu steroidnich hormoni a zajist'uji télu ptisun cholesterolu.

Nenasycené obsahuji jednu i vice dvojnych vazeb a pomahaji udrzovat spravnou hladinu
cholesterolu. [4] D¢li se na MUFA (mononenasycené mastné kyseliny, monounsaturated fatty
acids) a PUFA (polynenasycené mastné kyseliny, polyunsaturated fatty acids).

MUFA maji ve svém fetézci pouze jednu dvojnou vazbu. Do skupiny PUFA se tadi
vSechny ostatni MK a nezaleZi na poc¢tu dvojnych nebo trojnych vazeb. Nutno zdiraznit,
ze MK s trojnymi vazbami se v ptirodnich lipidech vyskytuji vzacné.

PUFA se dale rozdéluji na omega 3 (hlavni kyselinou je a-linolenova), omega 6 MK
(pfedevsim kyselina linolova) a omega 9 (napf. kyselina olejova). [3], [5]

o dle délky tetézce
o SCT — kratky fetézec — do C6 (kyselina méselnd)
o MCT - stfedni fetézec — C6-C12 (kys. laurova, kapronova, ...)
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o LCT —dlouhy fetézec — nad C12 (kys. palmitova, stearova...)
e dle umisténi dvojné vazby
Dalsi typ déleni je cis- a trans-. To jsou dva stabilni stereoizomery, které se lisi pouze
V poloze substituenti na dvojné vazb¢, jak je na obrazku Cislo jedna. Pokud se nachdzeji
na stejné strané¢ dvojné vazby, jedna se 0 izomer cis-, pokud na opac¢nych stranach jedna se
0 izomer trans-. [6] V lidském téle se pfirozené vyskytuji pouze cis-izomery. [2], [7] Trans-
izomery vznikaji hydrogenaci rostlinnych oleji. ZvysSena konzumace pak mulze ptispivat

k srde¢né cévnim onemocnénim a ziejme i K rozvoji nadorovych onemocnéni. [8]

cis-olejova kyselina HO o

H;C o
\/\A/\/\/W\/\4

trans-olejova kyselina HO

Obrazek 1: Cis- a trans- izomery.

e esencialni, neesencialni
Mastné kyseliny se déli na esencialni a neesencialni neboli na postradatelné
a nepostradatelné. Pro kazdy Zivoc¢isny druh jsou esencialni mastné kyseliny jiné. Pro ¢lovéka
to jsou kyseliny linolova, a-linolenova. Lidsky organismus si je nedokaze vyrobit a musi je
prijimat v potravé. Kyselinu linolovou nejvice obsahuji plnotu¢né mlééné vyrobky a hovézi a
skopové maso. Kyselinu a-linolenovou obsahuje merlik ¢ilsky (vice je zndmy jako quinoa),

Inéna seminka a vlasské ofechy. [9], [10]
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1.1 Nézvoslovi mastnych kyselin

Nazvy nasycenych karboxylovych kyselin (tzv. systematické nazvoslovi) se tvofi tak, ze
k oznaCeni alifatického uhlovodiku s karboxylovou skupinou se piidava zakonceni ,,-ova
kyselina®, napf. kyselina s 18 uhliky se bude nazyvat oktadekanova kyselina. Pokud bude
obsahovat jednu dvojnou vazbu, za nazev slouceniny se piida koncovka ,,-en“. Kyselina opét
s 18 uhliky se bude nazyvat oktadecenova kyselina. Abychom védéli, na kterém uhliku se
dvojna vazba nachazi, je nutné takovy fetézec ocislovat. Zacina se od karboxylového uhliku,
kterému je pfifazeno Cislo jedna nebo od koncového, ktery se oznacuje jako w. Kyselina s 18
uhliky a jednou dvojnou vazbou na devatém uhliku (pocitano tedy od karboxylového uhliku)
se tedy bude nazyvat oktadec-9-enova kyselina. [6], [7] Pokud bychom postupovali od
koncového uhliku, oznacila by se jednoduse w-9 nebo n-9. Takto se mastné kyseliny oznacuji
formalné.

Dalsi moznosti pro pojmenovani mastnych kyselin je pouziti zkracenych zapisi, jejichz
obecny tvar je Cn:m;0. Jednotliva pismena znamenaji: C — uhlik, n — pocet uhlikii v fetézci,
m — pocet dvojnych vazeb a 0 — ¢islo uhliku, na kterém se dvojna vazba vyskytuje. Zapis
kyseliny, ktera ma 18 uhlikti a jednu dvojnou vazbu na devatém uhliku, bude tedy vypadat
takto: C18:1,9.

K oznaceni mastnych kyselin se velmi ¢asto pouzivaji trivialni nazvy. Kyselinou, kterou

jsem zde uvadéla riznymi zapisy, je kyselina olejova.
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1.2 Ptehled mastnych kyselin

Mastné kyseliny maji celou fadu biologickych 1 fyziologickych uc¢inki. A to jak
pozitivnich, tak i negativnich.

Mezi ty pozitivni patii pfedev§im tvorba eikosanoidi. Organismus si je tvoii z Kyselin
eikosapentaenové a arachidonové. Aby se poznalo, od které kyseliny jsou odvozeny, piidavaji
se knim indexy. K prostaglandinim a tromboxanim odvozenych od kyseliny
eikosapentaenové (EPA) se pridava dolni index 3, od kyseliny arachidonové (AA) index 2.
Pokud jde o leukotrieny od EPA, zna¢i se dolnim indexem 5. Leukotrieny od AA jsou
s indexem 4. Eikosanoidy jsou velmi dulezité latky, které ovliviiuji krevni tlak, agregaci
trombocytli nebo napf. nervovy pienos v CNS (viz vyznam mastnych kyselin). [11]

V pfipadé, ze kyselinou olejovou nahradime nasycené mastné kyseliny ve své stravé,
muzeme zlepSit pomér HDL vi¢i LDL spolu s upravou inzulinové rezistence. Za téchto
podminek ma kyselina olejova i anitrombotické a antiaterogenni G¢inky. [3], [4]

Z mastnych kyselin, které maji na na$ organismus negativni vliv, bych zdiraznila hlavné
kyselinu erukovou. Je povazovana za kardiotoxickou. Vyzkumnou formou na zvitatech se
projevily 1éze na myokradu. U pacientt s adrenoleukodystrofii méla sice zvySena konzumace
této kyseliny pozitivni vliv na fluiditu membran trombocytl, ale bohuzel téz negativni Gcinky
na myokard. [3]

Jak uz bylo zminéno, PUFA se d¢li na n-3 a n-6. ZvySena konzumace n-3 MK muze mit
protizanétlivé ucinky nebo snizit riziko trombozy. [12] Obecné indukuji procesy apoptozy,
potlacuji proliferaci, angiogenezi, invazivni rust nadoru a rozvoj metastaz. [7] Zajistuji
spravnou funkci nervové tkané a sitnice. [3]

Eikosanoidy tvotfené z AA, ktera patii k n-6 MK, vznikaji ve vét$i mife nez z EPA, ktera
je n-3 MK. Je tomu tak diky skladbé potravy v zapadnich zemich. ZvySena koncentrace téchto
eikosanoidi mtize pfispivat k vétSimu riziku vzniku trombt, zanétlivych onemocnéni.
Proagregacni ucinky spolu se zvySenou viskozitou krve miZe vést k snizeni kapilarni
krvacivosti. [13]

V prubéhu staleti se se zménou zivotniho stylu i vyrazné zménil vzéjemny pomér n-3
an-6 MK v neprospéch n-3 MK. V zemich, kde je rozdil v pomérech nejvétsi, to mize mit
zanasledek zvySeny pocet piedev§im kardiovaskuldrnich onemocnéni. Do této skupiny
bohuzel patii i Ceska republika. [7] Vraceni poméru zpét na piivodni hodnoty by vyznamné
snizilo mortalitu nejen na kardiovaskularni onemocnéni, ale ovlivnilo by to i alergické

a autoimunitni choroby (astma bronchiale a revmatoidni arthitis, né€kterd psychiatricka
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onemocnéni (Alzheimerova choroba) a nadory (kolorektdlni karcinom, nadory prsu

a prostaty). [12]

vyznam V lidském téle. [2], [9], [14]
Tabulka 1: Piehled mastnych kyselin

vvvvvv

Nazev

Zkraceny nazev /

n-Xx

Struktura mastné kyseliny

Vyznam

Octova k.

2:0

CH3sCOOH

Vyuzivana

k syntéze MK

Propionova k.

3.0

CH3CH2,COOH

Metabolizovana na

glukozu [3]

Maselna k.

4:0

CH3(CH2).COOH

Soucast
triacylglycerolt

V matefském mléce

Valerova k.

5:0

CH3s(CH2)sCOOH

Zefektiviiuje
produkci
monoklondlnich
protilatek u
rekombinantnich
bunécnych kultur
[15]

Kapronova k.

6:0

CH3(CH2)4COOH

Pro ¢lovéka

nevyznamna

Kaprylova k.

8:0

CH3(CH2)sCOOH

Pro ¢lovéka

nevyznamna

Kaprinova k.

10:0

CH3(CH2)sCOOH

Antimikrobidlni

G&inky [16]

Laurova k.

12:0

CH3(CH3)10COOH

Pfeménéna télem
na monolaurin —
antibakterialni

G&inky [16]
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ZKkraceny nazev /

Nazev Struktura mastné kyseliny Vyznam
n-X
Kovalentn¢ vazana
Myristova k. 14:0 CH3(CH2)12COOH _
na nékteré proteiny
Myristoolejova
< 14:1/n-5 CH3(CH2)3CH=CH(CH2);COOH |  -----------m-mm--
Pentadekanova
« 15:0 CH3(CH2)13COOH | -
Produkt syntézy
Palmitova k. 16:0 CH3(CH)14COOH ‘
mastnych kyselin
Palmitolejova Soucasti
16:1;9/n-7 CH3(CH2)sCH=CH(CH);COCH
k. komplexnich lipid
Heptadekanova
" 17:0 CH3(CH2)1isCOOH | =
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ZKkraceny
Nazev nazev / n- Struktura mastné kyseliny Vyznam
X
Soucasti
Stearova k. 18:0 CH3(CH2)16COOH komplexnich
lipida
Vakcentova k. 18:1 CH3(CH2)sCH=CH(CH2)sCOOH | -----m-mmmmmmmo
Soucasti
18:1;9/
Olejova k. 9 CH3(CH);CH=CH(CH);COCH komplexnich
n_
lipida
Esencialni
Linolova k. 18:2; 9,12 | CH3(CH2)4(CH=CHCH>)2(CH2)sCOOH _
mastna kyselina
18:3; Esencialni
Linolenova k. CH3CH2(CH=CHCH)3(CH2)sCOOH
9,12,15 mastna kyselina
Prekurzorem
I'-linolenova 18:3/n-6 | CH3(CH2)s(CH=CHCH>)3(CH2)sCOOH AA
Meéfitelna
Vv krevnim séru
Arachidova k. 20:0 CH3(CH2)1sCOOH u osob
S metabolickymi
poruchami
Gondoova k. 20:1/n-9 CH3(CH2)s CH=CH(CH2)eCOOH | -------mm-mmmmmm-
20:1/n-
Gadolova k. 1 CH3(CH2)9 CH=CH(CH2);COOH | ------mmmmemm-
Eikosapentaenova Spravna funkce
K. (Timnodonova | 20:5/n-3 | CH3CH2(CH=CHCH2)5(CH2)2,COOH | nervové tkané a
k.) sitnice
20:4,
Prekurzor
Arachidonova k. | 5,8,11,14 = CHs(CH)4(CH=CHCH)4(CH2).COOH _ _
eikosanoidl
/ n-6
Mefitelnd v séru
u osob
Behenova k. 22:0 CH3(CH2)20COOH
s metabolickymi
poruchami
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ZKraceny

Nazev nazev / n- Struktura mastné kyseliny Vyznam
X
Erukova k. 22:1/n-9 CH3(CH,),CH=CH(CH,)12COOH Kardi;;XiCké
22:1/n-
Cetolova k. 1 CH5(CH,)sCH=CH(CH,)sCOOH | --mmmmmmmmmmemeen
Adrenova k. 22:4/n-6 = CH3(CH2)a(CH=CHCH2)4(CH2)4COOH | --------nmmmmmm-
Spravna funkce
Klupadonova k. | 22:5/n-3 | CH3CH2(CH=CHCH)s(CH2)4COOH nervové tkan¢ a
sitnice
Lignocerova k. 24:0 CH3(CH2)22COOH | —mmeemmeeeeee
Nervonovik. | 24:1/n-9  CHs(CHz):CH=CH(CH;)1=COOH Soucast
sfingolipidt
Meéfitelna
V krevnim séru
Cerotova k. 26:0 CH3(CH2)24COOH u osob
S metabolickymi
poruchami
Meéfitelné
Vv krevnim séru
Montanova k. 28:0 CH3(CH>)26COOH u osob
S metabolickymi
poruchami
Mg¢ftitelna
v krevnim séru
Melissova k. 30:0 CH3(CH>)26COOH u osob
S metabolickymi

poruchami [17]
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2 Vyznam mastnych kyselin ve tkanich

2.1 Lidska plasma

2.1.1 Zdroj

Zdrojem MK je stfevo, ze kterého se vstiebavaji a jsou inkorporovany do
chylomikront. Dale se MK mohou uvolnit z tukové tkan¢ a navazat na albumin. Tim je
zajisténa jejich rozpustnost ve vodném prostredi, v tomto ptripad¢ v lidské plazmé. Tu chapu

jako transportni medium, které zajistuje, Ze molekuly budou dopraveny do potfebnych mist.

2.1.2 Funkce

Z n¢kterych hydrolyzou vznikaji druzi poslové, které syntetizuji bunky jako opovéd’ na
signal. Tim muze byt tfeba vazba hormonu na receptor. ZlepSeni ¢innosti mozku napomaha
fosfatidylserin, ktery podporuje uvoliiovani neurotransmiterti a aktivitu jejich receptort.

Mohou byt prekurzory hormont, jako jsou napf. eikosanoidy. Ty funguji jako regulacni
molekuly, které se vyskytuji u vétSiny forem zivota. Na rozdil od endokrinnich hormon, tyto
pusobi pouze autokrinné nanejvy$ parakrinné. DEli se na Ctyii hlavni skupiny, a to
prostaglandiny, leukotrieny, prostacykliny a tromboxany. [18]

Utinky prostaglandinti jsou podminény vazbou na specificky receptor, a tak mohou mit
Vv riznych bunkach 1 protichidné metabolické a fyziologické odezvy. Ovliviiuji napt. krevni
tlak, nervovy pienos v CNS, agregaci trombocytid. Ve vSech stadiich gravidity pisobi jako
latky vyvoléavajici potrat. Plisobeni prostaglandinti a prostacyklinti je podobné.

Tromboxany syntetizuji vyhradné krevni desticky. Zpusobuji vazokonstrikci cév a
agregaci trombocytd. Tim maji vyrazni vliv na sraZeni krve. Podileji se na zanétlivych
projevech a ptisobi na kontrakei hladké svaloviny.

Leukotrieny jsou syntetizované jako odpovéd’ na imunologické i neimunologické
histaminu, sniZeni krevniho tlaku a zvySeni permeability kapildr a maji také chemotaktické
ucinky. Daéle reguluji cinnost polymorfonuklearii a podileji se na indukci sekreci
lyzozymovych enzymut. Ukazuje se, ze jsou mediatory Soku a ischemie. Pfipisuje se jim
I vyznamna tUloha v patogenezi astma bronchiale, ale i u jinych chorob, kde hraje roli

imunotolerance a zanétliva slozka. [11]
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2.1.3 Vyznam pro zisk energie

Plazma je pro zisk energie dulezita, tim ze zajiStuje transport volnych mastnych kyselin

vvvvvv

2.2 Svaly

2.2.1 Zdroj
Mastné kyseliny se ke svalim dostavaji plazmou, kde jsou zabudované
v chylomikronech a LDL nebo navazané na albumin. Dé&je se tak v pfipadé, Ze se jim

nedostava energie v podob¢ glukdzy.

2.2.2 Funkce

Svalova tkan se rozd¢luje na Cervenou a bilou.

Cervena svalova vlakna (tzv. pomala vlakna I. typu) se zaméfuji na aerobni zatéz
(cyklistika, plavani, aj.). Jejich hlavnim zdrojem energie je f-oxidace MK. K tomuto druhu
metabolismu je zapotiebi bohaté cévni zasobeni a vysoky pocet mitochondrii. Protoze takovy
zpusob ziskavani energie vyzaduje kyslik, cytoplasma svalovych bunék obsahuje i1 protein,
ktery umoznuje kyslik skladovat. Tento protein se nazyva myoglobin.

Naproti tomu bila svalova tkan (tzv. rychla vldkna II. typu) je zaméfena na ziskavani
ATP z anaerobnich procesti (glykogenolyza a anaerobni glykolyza). Tomu odpovida 1 jejich
stavba — maji horsi cévni zasobeni i po¢et mitochondrii je niz$i oproti Cervenym svalovym
vlaknim. Pro jejich potieby jsou ale nutné enzymy glykolyzy a molekuly glykogenu. Jsou

idealni pro ¢innosti, které I1ze vykonat jednorazove — skok, sprint atd.

2.2.3 Metabolismus

Jakmile organismus za¢ne vykonavat aerobni zatéz, energie pro ¢innost svall se ziskava
z MK, které pochdzeji z intramuskularnich zasob nebo jsou nové dopraveny krvi.

Na zacatku cviceni pifi nizké intenzit€ prednostné spotiebovavaji MK z plazmy, protoZe
je jich dostatek. Poté, co cvieni trva a jeho intenzita roste, svaly za¢nou spotiebovavat své
intramuskularni zasoby. Ty poskytuji dostatek energie pro stfedni intenzitu cviceni po dobu
pfiblizn€¢ dvou hodin, nasledn¢ se svaly opét vraceji ke spalovani MK z plazmy.

V piipad¢ anaerobni ¢innosti svaly uplatiluji anaerobni glykolyzu, béhem niZ se zvySuje
koncentrace laktatu. Ten zplisobuje paleni ve svalech pii velmi intenzivnim cviceni. Po
pfiblizn¢ tfech minutach, kdy organismus kona anaerobni ¢innost se zacne tvorba laktatu

zpomalovat a télo dostane signdl, Ze se blizi ke svym télesnym hranicim. Je to ochranny
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mechanismus téla pifed vycerpanim nebo zranénim. Bylo zjisténo, Ze se laktat vyplavi
z organismu asi hodinu po cviceni, a tedy ani nemutze zptisobovat bolesti svalu jesté nékolik
dni po fyzické namaze. Tuto bolest zpisobuje poskozeni svalovych bungk, které se stalo
béhem cviceni.

Pti snaze snizit hladinu laktatu se organismus sice bolesti po cvi¢eni nezbavi, ale umozni

mu to pfisté cvicit intenzivnéji a déle.

2.2.4 Vyznam pro zisk energie

Svalova tkan se sklada, jak z cCervenych, tak i z bilych vlaken. Zapojuji se podle

dostupnosti kysliku ve tkani. [19], [20], [21]

2.3 Tukova tkan

2.3.1 Zdroj

Nadbytek volnych mastnych kyselin je ulozen ve formé lipidovych inkluzi
v adipocytech, tedy v tukové tkani.

Organismus se snazi nadbytek volnych mastnych kyselin co nejdfive ulozit do tukové
tkané¢ nebo zmetabolizovat, protoze mohou byt pro organismus i toxické. Pfi vysoké
koncentraci volnych mastnych kyselin se na bunéénych membranach za¢nou projevovat
strukturdlni zmény. To mé dopad na srdecni funkci (indukce arytmii) a na hemokoagulacni

kaskadu (ovlivnéni trombocytarni membrany, aj.). [22]

2.3.2 Funkce

Zasobni funkci plni MK v tukové tkéni, kde jsou ukladany nejenom jako zésoba energie,
ale slouZi zde 1 jako tepelna a mechanicka izolace.

Pro jejich skladovéni se spotfebuje méné vody nez pro uskladnéni stejného mnozstvi
sacharidi ve formé glykogenu. Lze je také ukladat prakticky v neomezeném mnozstvi, jak
muzeme vidét u nékterych druhil zvifat ukladajicich se k zimnimu spanku nebo 1épe u

obéznich lidi.

2.3.3 Metabolismus

V ptipad€ potieby se zvysi koncentrace glukagonu, adrenalinu a noradrenalinu, zpsobi
to zvySeni hladiny cAMP v tukové tkani.

Aktivuje se tim cAMP-dependentni protein kinaza, kterd podniti fosforylaci hormon-

senzitivni lipdzy (HSL). Fosforylace zéaroven stimuluje lipolyzu, kterd ma za nasledek

22



vyplaveni MK do krve. Tam se vazi MK na sérovy albumin, ktery je dopravi krvi naptiklad
do jater, kde se zahaji jejich f-oxidace. [2]

2.3.4 Vyznam pro zisk energie

Z evolucniho hlediska umoznovaly adipocyty pteziti jedince v dobach hladovéni, diky
své specializaci na ukladani energetickych zasob. Pozdé&ji ale piisla neolitickd doba, nasledné
prumyslova revoluce. Ta pozménila Zivotni styl ¢lovéka do takové miry, Ze dnesni Evropan
pravidelna obdobi hladu nezaziva.

I kdyz se zd4, ze uz tukova tkan neni potieba, opak je pravdou. I minimélni mnozstvi
lipidti uloZzeného mimo tukovou tkan znamena dysfunkci nebo apoptézu postizenych bunék.

Typickym piikladem muize byt jaterni steatoza. [23]

2.4 Jatra

2.4.1 Zdroj

Hlavnim zdrojem MK pro oxidaci nebo syntézu v jatrech je potrava. V piipadé

nedostatku energie se do jater transportuji MK z tukové tkané€ prosttednictvim plazmy.

2.4.2 Funkce

Jatra reguluji pomér zasob sacharidd, tukl a bilkovin podle aktudlni zasoby sacharidu.
Mohou se zde tuky ménit na cukry a zvySovat tak zasobu glykogenu, nebo pii nadbytku
glykogenu se mohou aminokyseliny i gluk6za transformovat na tuky a ukladat v tukové tkani.
Tim v podstaté dochazi k regulaci metabolismu 1 ostatnich Zivin.

Vznikd zde vétSina fosfolipidi. Ty tvofi nepostradatelnou ¢€ast vSech bunécnych
membran. SloZeni biomembran buné€k jednotlivych tkani je rozdilné. To plati i pro Zivocisné
druhy. Naptiklad membrana lidského erytrocytu obsahuje 1,5 % kyseliny fosfatidové a 0,5 %
myelinu. Membrana bakterie Escherichia coli tyto latky neobsahuje.

Jatra jsou také mistem syntézy cholesterolu a tvoii se tu i plazmatické lipoproteiny,

odbouravaji se zbytky chylomiker nebo VLDL, vychytavaji LDL a tvoii HDL a VLDL. [24]

2.4.3 Metabolismus
Tukovy metabolismus sice probihd v celém téle, ale v jatrech nejintenzivnéji.
V klidovém stavu jsou jatra jednim z hlavnich mist oxidace volnych mastnych kyselin. Pod

terminem ,,volné mastné kyseliny* jsou mysleny mastné kyseliny vazané na albumin
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a cirkulujici v plazmé. VéEtSina je v jatrech také reesterifikovana do triacylglycerolt a
fosfolipidi.

TAGY jsou triestery glycerolu a mastnych kyselin. Jsou to nepolarni a ve vod¢
nerozpustné slouceniny. Vzhledem k této skuteCnosti musi byt skladovany v nevodném
prostiedi.

Kromé¢ oxidace FFA se zde téz uskuteciuje jejich syntéza. Iniciace probiha, jestlize je
v bunikach k dispozici velké mnozstvi acetyl-CoA, ale jeho spotfeba je mala. K tomuto
procesu typicky dochazi po jidle.

I kdyz ma syntéza MK tadu podobnych rysii jako jejich oxidace, probiha v cytoplasmé
a jeji dil¢i kroky katalyzuji jiné enzymy.

Pokud maji vzniknout delsi MK nez kyselina palmitova, podstupuji proces elongace
v endoplazmatickém retikulu nebo v mitochondriich. Nenasycené MK vznikaji ptsobenim
desaturas také v endoplazmatickém retikulu. Vzhledem k jejich specifit¢ nemohou byt nékteré
¢lovékem syntetizovany a musi byt pfijimany potravou (esencialni MK). [2]

Pro organismy je vyhodngjsi si uchovavat jako zdroj energic TAGy nez sacharidy

z ditvodu nizsi spotieby vody.

2.4.4 Vyznam pro zisk energie

I kdyz glykogen i TAGy jsou v konecné fazi degradovany na oxid uhli¢ity a vodu,
nevyhodou je fakt, Ze dostat z tuku energii trva déle nez z glykogenu. TudiZz oba zdroje
energie jsou pro organismus stejné nezbytné.

Vyhodou ukladéani tukli misto sacharidl vidim pfedevs§im ve vytéZznosti. Diky tomu, Ze
1ze ulozit vice TAG1 nez sacharidi do stejného objemu a také Ze vétSina uhlikovych atomt je
Vv tucich v niz§im oxida¢nim stavu neZ v glykogenu, lze z tukt dostat vice energie.

Na obrazku €. 2 je zobrazeno zpracovani a vyuZziti MK jednotlivymi tkanémi.
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Obrazek 2: Vyuziti mastnych kyselin tkAnémi; upraveno dle http://www.britannica.com/media/full/605207/92256
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3 Metabolismus lipida

Jak uz bylo zminéno, lipidy jsou ve vodé nerozpustné. Aby byly pro organismus
vyuzitelné, musi byt nejprve straveny. To probiha v nékolika fazich.

Prvni misto, kde se z lipidii mastné kyseliny mohou zacit vstiebavat, je zaludek. Zde se
mohou vstiebavat pouze kyseliny o délce maximalné 12 atomu uhliku (tzv. mastné kyseliny
s kratkym fetézcem). [25] Delsi mastné kyseliny a triacylglycelory jsou traveny gastrinem
a pomoci motility zaludku také emulgovany. [14]

Dale putuji do tenkého stieva, kam vytéka ze spolecného vyvodu pro zlu¢nik a slinivku
btisni zlu¢ a pankreatickd Stava. Tato tekutina obsahuje pro dal$i traveni tukl dvé dulezité
latky. A to:

a) Zluéové kyseliny, které dale tyto tuky emulguji
b) Pankreatickou lipazu $tépici dale lipidy

Cilem tohoto procesu je ziskat z tukd volné mastné kyseliny a 2-monoacylglyceroly.
[14] Ty jsou vazany do micel, které umoznuji jejich transport do enterocytu.

Micely jsou ¢astice, které pomdahaji vstiebavat tuky. Problém nastava pfii plisobeni resp.
nepusobeni enzymu na lipidy ve vodni fazi. Ve ziedénych roztocich jsou mastné kyseliny
pritomny pfedev§im ve formé soli a pravé micel. Koncentrace, pii které se mastné kyseliny
zaCnou shlukovat do micel, se nazyva kriticka micelarni koncentrace. V micelach jsou
karboxylové skupiny orientovany smérem ven (na povrch) a dovnitf Castice hydrofobni
struktury. [22]

Chylomikrony vznikaji v enterocytech a obsahuji mastné kyseliny, triacylglyceroly,
cholesterol. Chylomikrony na rozdil od micel, obsahuji jesté apoproteiny (nékdy se jim také
tika apolipoproteiny). Jsou to specializované bilkoviny, které se vazi na lipidy a tvofi s nimi
vlastni lipoproteinovou ¢éstici. Tim zajiStuji jejich rozpustnost ve vode¢.

Po opusténi enterocyti jsou chylomikrony schopny latky vnich obsaZené
transportovat Kk cilenym tkanim.

Plasmatické lipoproteiny zajiStuji piedev§im transport MK ve vodném prostiedi,
kterym je v tomto piipadé¢ plazma. Na zéklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti je délime na:

e VLDL (very low density lipoprotein),
e LDL (low density lipoprotein),

e IDL (intermediate density lipoprotein),
e HDL (high density lipoprotein).

Na obrazku €. 3 je zobrazeno porovnani chylomikronu a ostatnich druhi lipoproteint.
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Lipoprotein

Obrdzek 3: Lipoproteiny; upraveno dle http://healthy-ojas.com/assets/chol/lipoprotein.jpg

3.1 Metabolismus mastnych kyselin

Organismu méa dv€ moznosti, jak nakladat s mastnymi kyselinami. Pfijimanim z potravy
je zpracovava pres exogenni metabolismus. Pokud si je nejprve musi syntetizovat, jedna se
0 endogenni metabolismus. Oba se od sebe oddéluji, nicméné nerovnovaha v jednom

metabolismu muZze vyvolat patologii v tom druhém.

3.1.1 Exogenni metabolismus

Ukolem exogenniho metabolismu je dostat tuky z potravy ke svaliim, tukové tkani
a jatram.
Cely proces zacinad vstfebanim micel ztenkého stfeva do enterocyti. Zde jsou 2-
monoacylglyceroly pfeménény zpét na triacylglyceroly a spolu s cholesterolem v¢lenény
do chylomikronti. Chylomikrony obsahuji pomocné apoproteiny, které umoziuji vstiebavani
tuktl a cholesterolu v tkanich. Apoproteiny hraji dilezitou roli ve vstiebavani, a proto zde
uvadim jejich vycet: A-1, A-ll, A-1V a B-48.

Chylomikrony jsou nasledn¢ vylucovany do lymfy, kde je tfeba apoprotein B-48
a lymfou se dale dostavaji do krevniho fecisté presné€ji do periferni cirkulace. Zde od HDL
ziskaji apoproteiny: E, C-1, C-I1 a C-11l. Poté se kone¢n¢ dostavaji k cilovym mistim. To jsou

predevsim kapilary svalt a tukova tkan. V téchto mistech pasobi lipoproteinova lipaza, ktera
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z chylomikronti vyvaze triacylglyceroly a mastné kyseliny. Ty potom ptestoupi do svalt
a tukové tkané.
V piipadé svali se spali na energii a v tukové tkani je ukladaji do zasob adipocyty.
Zbydou chylomikronové zbytky, které¢ obsahuji cholesterol a apoproteiny B-48 a E.
Apoprotein E je dilezity jako ligand pro receptor pravé chylomikronovych zbytkd, ktery se

nachazi v jatrech. Je dulezity pro pfedani cholesterolu jatrim k dalSimu zpracovani.

3.1.2 Endogenni metabolismus

Ma za tukol roznaSet triacylglyceroly a cholesterylestery syntetizované v jatrech
do perifernich tkani. Transport probiha v podobé ¢astice VLDL, ktera ma apoproteiny B-100,
E, C-1, C-ll aC-Ill.

V perifernich kapilarach jsou VLDL hydrolyzovany stejnou lipoprotein lipazou, jako
chylomikrony. C-II uvoliiuje volné mastné kyseliny. Zbytek VLDL je dale hydrolyzovan
na IDL.

Cast IDL je odbourdvéana v jatrech prostiednictvim apoproteinu E, ktery se navéaze
na LDL receptor. Zbytek IDL muze byt jesté dale hydrolyzovan jaterni lipazou a vznika LDL.
Vétsina je odstranéna z periferni cirkulace vazbou apoproteinu B-100 na jaterni LDL
receptory.

Cholesterylestery jsou hydrolyzovany na neesterifikovany cholesterol. LDL tento
cholesterol poskytuje fad€ parenchyndlnim tkdnim — syntéza membran, bunky v kife

nadledvin — syntéza steroidii. Tyto tkané maji stejné receptory jako jatra. [26]
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4 Oxidace mastnych kyselin u ¢lovéka

Oxidace mastnych kyselin je proces, diky kterému dokaze organismus vyuzit mastné
kyseliny k ziskani energie. Je to proces katabolicky to znamena, ze vstupy jsou rozkladany
na jednodussi slouceniny. Hlavnim produktem téchto pochodt je energie v podobé ATP.

U cloveka tento proces probiha predevsim v mitochondriich. [2]

4.1 Aktivace mastnych kyselin

Jesté nez se dojde k oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich, musi se nejprve
aktivovat. Aby k aktivaci doslo, je potieba aby do reakce vstoupily ATP (adenosintrifosfat)
a CoA (koenzym A). ATP dodava energii potiebnou pro reakci a CoA ji katalyzuje.
Vysledkem reakce je acyl-CoA. [2]

Aktivace probiha v cytosolu bunky. [14]

Pribeh reakcee:
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Obrazek 4: Aktivace mastné kyseliny
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4.2 Transport pfes mitochondridlni membranu

Pro acyl-CoA sdlouhym fetézcem je nemozné projit do mitochondrii p¥imo.
Vyhodnégjsi cesta je pro n¢j vazbou na karnitin. Jak je zobrazeno na obrazku ¢. 5. Samotné
vneseni mastné kyseliny do mitochondrie probiha ve ¢tyfech krocich:

1. Acyl-CoA se navaze acylovou ¢asti na karnitin za vzniku acylkarnitinu.
Soucasné se uvolni CoA zpét do cytosolu.

2. Transportni systém prenese acylkarnitin do mitochondrialni matrix.

3. Acylova cast je pfenesena na karnitin z mitochondrie. Uvolni se karnitin.

4. Uvolnény karnitin se vraci zpét do cytosolu.

Burika striktné oddé€luje cytosolové a mitochondridlni zasoby CoA, protoze kazda slouZzi
pro jiny ucel. Mitochondridlni zasoba je vyuzivdna pro oxidacni odbouravani pyruvatu,
aminokyselin 1 nékterych mastnych kyselin, zatimco cytosolova zasoba je uréena pouze pro

syntézu mastnych kyselin. [2]

ﬁ cytosol mitochondriani matrix ﬁ
R—C—SCoA karnitin <——— karnitin R—C—SCoA
I I
H—SCoA R— C—Xkarnitin | —> R—C—=Kkarnitin H—SCoA

vnéjsi mitochondrialni membréna\) unitfnl' mitochonrialni membrana

Obrdzek 5: Transport acyl-CoA do mitochondrie

30



4.3 Oxidace

4.3.1 B-oxidace
Mastné kyseliny, které jsou nyni v podobé acyl-COA Vv mitochondriich. Zde jsou
Stépeny procesem zvanym [-oxidace. Opét probiha ve ¢tyfech krocich:

1. Acyl-CoA-dehydrogendza za ucasti FAD (flavinadenindinukleotid) vytvori
dvojnou vazbu B-dehydrogenaci (viz obrazek 4).

2. Enoyl-CoA-hydrataza hydratuje tuto dvojnou vazbu za vzniku
3-L-hydroxyacyl-CoA.

3. Nasledné probéhne dehydrogenace za katalyzy
3-L-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenazou. Vznikne B-oxoacyl-CoA. Reakce
probihé za G¢asti NAD™ (nikotinamidadenindinukleotid).

4. 'V poslednim kroku se rozstépi vazba mezi Ca a Cp katalyzovany
B-oxoacyl-CoA-thiolazou. Vznikne acyl-CoA, ktery ma fetézec o dva uhliky
krat$i a acetyl-CoA. [2]

Prtabéh reakce je znazornén na obrazku ¢€.6.
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Obrdzek 6: Oxidace mastné kyseliny
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4.3.2 Peroxisomalni 3-oxidace

Nekteré mastné kyseliny jsou pfilis dlouhé pro piimou B-oxidaci v mitochondrialni
matrix. Builka tento problém feSi tak, ze tyto dlouhé mastné kyseliny volné difunduji
do peroxisomi. Tam jsou dlouhé fetézce zkraceny. To pak usnadni nasledny pfenos mastnych
kyselin do mitochondrii.

Tento proces ma pribéh podobny jako v mitochondriich pouze s jinymi enzymy:

1. Acyl-CoA-oxidaza katalyzuje reakci: acyl-CoA + O, — trans-A?-enoyl-CoA + H20,.
Vyzaduje ucast kofaktoru FAG, ale elektrony jsou prendSeny na O, ktery se reakce
Gi¢astni a vznika HpO,. Uinkem peroxisomalni katalazy podléha disproporcionaci
na Oz a H20.

2. Funkci enoyl-CoA-hydratazy a 3-L-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenazy zastava jeden
polypeptid.

3. Peroxisomalni thiolaza ma stejnou funkci jako B-oxoacyl-CoA-thiolaza. Rozdilem je
odlisna specifita. Nestépi acyl-CoA s fetézcem kratsim nez C8. [2]

Tento proces tedy konéi u oktanoyl-CoA. Oktanoylové a acetylové skupiny jsou
pak z peroxisom odstranény ve form¢ karnitinovych derivath a takhle pokracuji

do mitochondrii. [27]

4.3.3 Oxidace nenasycenych mastnych kyselin

Mastné kyseliny vyskytujici se v ptirodé maji pouze dvojné vazby s konformaci cis-.
Dvojné vazby nejsou konjugované, vétSinou se vyskytuji v intervalech téech uhliki.

U B-oxidace nenasycenych mastnych kyselin nastavaji dva problémy, které tesi dalsi
tf1 enzymy:

1. Dvojné vazba mezi uhliky dva a tfi pfedstavuje problém pfi tieti obratce B —
oxidace, kdy enoyl-CoA obsahuje dvojnou vazbu cis-. Tento produkt neni
vhodnym substratem pro enoyl-CoA-hydratazu. To fes$i enzym enoyl-CoA-
izomeraza, ktera méni cis- na stabilngjsi trans- izomer, ktery je uz normalnim
substratem pro enoyl-CoA-hydratazu.

2. Dalsi problém nastava pii paté obratce f-oxidace a to v podob¢ dvojné vazby
na sudém uhliku, coz vede ke vzniku 2,4-dienoyl-CoA, ktery neni vhodny
pro enoyl-CoA-hydratazu. Problém fteSi enzym 2.4-dienoyl-CoA-reduktaza,
ktera A*-dvojnou vazbu redukuje. Vznika trans-3-enoyl-CoA, ktery musi byt

izomerovan na trans-2-enoyl-CoA enzymem 3,2-enoyl-CoA-izomerazou. [2]
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4.3.4 Oxidace rozvétvenych mastnych kyselin
B-oxidace je inhibovana alkylovou skupinou na druhém uhliku mastné kyseliny.
Piikladem takové mastné kyseliny je fytanova kyselina. Béznou slozkou potravy, vyskytuje se
napiiklad v mléénych vyrobcich.
B-oxidace téchto kyselin je usnadnovana a-oxidaci, jak je vidét i na obrazku ¢. 7:
1. Na o uhliku mastné kyseliny prob&hne hydroxylace.
2. Vysledny produkt mize byt nasledn¢ oxidacné dekarboxylovadn za vzniku nové
mastné kyseliny S volnym beta uhlikem.
3. Po Sesti obratkach B-oxidace vznikaji tii propionyl-CoA, tfi acetyl-CoA a jeden

2-methyl-propionyl-CoA (ktery je pfeménén na sukcinyl-CoA). [2]
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4.3.5 Oxidace s lichym po¢tem uhlikt
Vétsina mastnych kyselin biologického ptvodu ma sudy pocet uhlikii to znamena,
ze V posledni obratce B-oxidace jsou pievadény beze zbytku na acetyl-CoA. Nékteré rostliny
a mofské organismy vSak umi syntetizovat mastné kyseliny s lichym poctem uhliki. I kdyz se
jich v téle vyskytuje malo, télo musi mit prostiedek na jejich odbourani:
1. V posledni obratce B-oxidace vznika propionyl-CoA.
2. Propionyl-CoA je karboxylovan =za Kkatalyzy propionyl-CoA-karboylazy
na methylmalonyl-CoA.
3. Prevedeni methylmalonyl-CoA na sukcinyl-CoA pak katalyzuje
methylmalonyl-CoA-mutaza.

4. Sukcinyl-CoA je odbouravan prostfednictvim citratového cyklu. [2]

4.4 Regulace oxidace mastnych kyselin

V klidovém stavu télo spotifebovava glykogen a triacylglyceroly. Tyto primarni zdroje
energie ale pfi hladovéni nebo zvySené télesné ndmaze rychle dochézeji. To ma za nasledek
snizeni hladiny glukézy v krvi. Nasledné dochazi ke zméné hormonalni rovnovahy.

To vede k dlouhodobému zvyseni hladin enzymu oxidace mastnych kyselin. Ta je z velké
¢asti regulovana hladinou mastnych kyselin v krvi. Hladina mastnych kyselin je zase
regulovana rychlosti hydrolyzy triacylglycerolii Vv tukové tkdni a to enzymem hormon

senzitivni lipazou.

4.4.1 Aktivace oxidace mastnych kyselin

Adrenalin, noradrenalin a glukagon zpusobi zvySeni hladiny cAMP (cyklicky
adenosinmonofosfat) v tukové tkani. Ten aktivuje CAMP-dependentni proteinkinazu, ktera
zvysi hladinu fosforylace citlivych enzymi. Fosforylace aktivuje hormon senzitivni lipazu
a zaroven stimuluje lipolyzu v tukové tkani zvySenim hladiny mastnych kyselin v Krvi.
To aktivuje B-oxidaci Vv jinych tkanich, jako jsou jatra nebo svaly. V jatrech tento proces
pokracuje produkci ketonovych latek. Ty jsou uvolnovany opét do krevniho obéchu, aby
mohly byt vyuzity, jako alternativni zdroj energie misto glukdzy perifernimi tkanémi.

Tim, ze cAMP-dependentni proteinkinaza aktivuje cely tento proces, zaroven inhibuje

acetyl-CoA-karboxylazu.
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5 Metabolomika

Metabolomika je termin pouzivany pro analyzu velkého souboru nizkomolekularnich
latek, které se v daném cCase nachdzeji v biologickém vzorku. Takovému vzorku se fika
metabolom.

Z hlediska pracovniho postupu metabolomika zahrnuje:

1. Odbér a ptipravu vzorku

2. Analyzu vzorku

3. Zpracovani dat a jejich interpretaci
4. Archivaci a revizi dat

V soucasnosti je metabolomika rychle se rozvijejicim odvétvi se Sirokym uplatnénim,
a to ptedevsim v biologii a 1ékaftstvi.

Vyznamnym faktorem je kvalita ptipravy vzorkl. Pfi nesprdvné ptipraveném vzorku
mize byt analyza nejmodernéjsi, ale vzdy se naméii data, ktera nejsou validni.

Zkoumané analyty se extrahuji z nejriznéjSich komplexnich matric (plnéd krev, mo¢
atd.). Smyslem extrakce téchto analytl je pievést biologicky material na takovou formu, ktera
bude kompatibilni s pouZzitou analytickou technikou. Zaroven se snaZime o separaci vSech
slozek vzorku, které by mohly pfi analyze interferovat (napt. proteiny, soli).

Dtlezitym biologickym materidlem jsou potom kultivované builkky. Metabolom
biotekutin (krev, mo¢, aj.) je totiz ovliviiovan faktory, jako jsou veék, nemoc nebo napf. strava
pacienta. Tento vliv je z velké miry eliminovan tim, ze jsou buiiky kultivovany v pfisné
definovaném prostiedi.

Dalsim dulezitym bodem je tzv. metabolické zhaseni. Metabolity jsou velmi nestabilni
a metabolické reakce jsou v porovnani se syntézou makromolekul nebo jejich degradaci velmi
rychlé. Aby nedoSlo k jejich rozpadu, je nutné tento proces vcas zastavit pravé timto
postupem. Musi byt proveden tak, aby butikka nezareagovala na zastaveni metabolismu
zménou koncentrace sledovanych metabolitil, nebo jejich ztracenim pii poruSeni membrany.

Nasleduje extrakce metaboliti z biologického materidlu. Cilem je extrahovat vSechny
typy latek v jednom extrakénim kroku. Protoze jsou ale tyto latky velmi rozdilné a kazda ma
jiné vlastnosti, se zatim nepodafilo takovy postup vymyslet. Musi se tedy volit kompromisni
feSeni.

Pro analyzu intracelularniho obsahu se voli naruseni bunétné stény a ndsledna extrakce

organickymi rozpoustédly (chloroform, ...).
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Tato analyza se neobejde bez ucinnych separacnich technik. V této oblasti nasli vyuziti
ptedev§im chromatografické a elektroforetické metody. Nejcastéj$im detektorem je
hmotnostni spektrometr, jehoz vyhodou je identifikace a citliva kvantifikace jednotlivych
metabolith. Dal$imi zplisoby méteni jsou techniky nukledrni magnetické rezonance a méné
pouzivané metody piimého nastfiku do hmotnostniho spektrometru nebo infracervena a

Ramanova spektroskopie. [28]

5.1 Stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie

Stanoveni profilu mastnych kyselin se provadi napt. za ucelem posouzeni ukladani
mastnych kyselin v metabolicky aktivnich tkanich v ramci biomedicinského vyzkumu.

Prvni volbou pro toto stanoveni je plynovd chromatografie. Jednd se o separacni
metodu, jejiz hlavni vyhodou je moznost stanoveni Sirokého spektra latek od téch toxickych
az po metabolomiku.

Postup stanoveni je nasledujici:

Vzorek tkané je v prvni fad¢ lyofilizovan za ti¢elem zbaveni vody v tkanich. Nasleduje
extrakce celkovych lipidd. Na konci tohoto procesu se stanovuje celkovy obsah lipidi
gravimetricky.

Po gravimetrickém stanoveni byl vzorek vyextrahovanych celkovych lipidi pfeveden
do varné bailky se zdbrusem. K nému byl pfidan roztok vnitiniho standardu. Nésledné byla
smés zahfivana ve vodni lazni pii 65 °C pod zpétnym chladi¢em. Po 15 min byl pfidan
methanolovy roztok fluoridu boritého a smés byla pod zpétnym chladi¢em zahtivana dalSich 5
min pii 65 °C. Po uplynuti této doby byla smés ochlazena na laboratorni teplotu. Nasledné byl
pridan isooktan a nasyceny roztok chloridu sodného a smés byla tfepana 10 min. Z horni
organické vrstvy byl odebran 1 ml roztoku do lahvicky na vzorky o objemu 2 ml pro

chromatografickou analyzu. [29], [30]

5.2 Stanoveni mastnych kyselin pomoci kapalinové chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je V souCasnosti nejvice pouZzivanou
separacni technikou. MiiZe byt vyuzita k separaci velkého mnoZstvi rozmanitych latek, a to
jak hydrofilnich, tak i hydrofobni.

MtuZe byt zaméfena na ruzné skupiny latek, coZ umoznuje pravé sloZeni separacni
kolony. Nevyhodou konvenéni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie je pomérné nizka
ucinnost. Proto byla vyvinuta ultrai¢inna kapalinova chromatografie, ktera separaci provadi

pod vysokym tlakem, fadové GPa.
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Ve spojeni s hmotnostnimi analyzatory umoznuje efektivni analyzu metabolomd. [28]

5.3 Kombinované techniky stanoveni mastnych kyselin

Pii stanoveni lipidi obcas dochazi k problémim diky jejich rozmanitému sloZeni.
Vzorky obsahuji mnoho odlisnych analytl s rozdilnymi fyzikalné¢ chemickymi vlastnostmi.
Proto pouziti reten¢niho Casu jako nezavislé proménné neni praktické z divodu zkresleni
vysledkli. Kombinované techniky proto pfedstavuji moznost zlepSeni analyzy téchto vzorkda.

Pouzivaji se dvé kombinace:

e Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

e Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem [31]

Hmotnostni spektrometr vyuzivd separacni techniku, kterd je zaloZena na interakci
nabitych ¢astic s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. I kdyZ existuje nékolik
technickych fesSeni tohoto pfistroje, vSechny maji spolecné tii ¢asti:

e Jontovy zdroj — nezbytna souéast kazdého hmotnostniho spektrometru, nebot’
zde dochazi k preméné analyti na ionty v plynné fazi.

e Analyzator — vV dnedni dobé€ je nejpouzivanéjSim analyzatorem kvadrupoél, diky
své niz§i porizovaci cené. Separace je zalozena na poméru mezi rychlosti
pohybu iontll a m/z (hmotnost k naboji iontit).

e Detektor ¢astic — ty rozdélujeme do dvou skupin:

o Detektory zaznamenavajici vSechny ionty bez ohledu na velikosti m/z.
Jsou zaloZzeny na piimém méfeni elektrického proudu, ktery vznika
piisrazce iontu sdynodou. Signal je nasledné zesilovan pomoci
nasobicli. Obvykle se pouzivaji elektronové nasobice, které amplifikuji
elektrony pomoci sady dynod.

o Detektory jsou schopny zaznamenat ionty i ve vztahu k velikosti m/z.
lonty jsou zde detekovany jako komplexni ,,proudovy obraz“ s riznymi
hodnotami m/z. To je umoznéno diky indukci proudu v disledku pohybu
ionti v hmotnostnim analyzatoru. Nésledné je signal zpracovan
tzv. Fourierovou transformaci. [32]

Kombinace plynového chromatografu shmotnostnim spektrometrem v nékterych
pfipadech vyzaduje pievedeni stanovovanych latek na jejich derivaty pied zplynénim vzorku.

Mastné kyseliny se pievadéji na methyl estery.
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Kombinace vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem je

zase vhodna pro stanovovani triacylglycerolt. [31]
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6 Zavér

V této bakalarské praci byly shrnuty nabyté poznatky o mastnych kyselindch i jejich
hlavni funkce v organismu. Dale se prace zabyvala jejich metabolismem a degradaci
v bunikach. Pro lepsi nazornost bylo zvoleno grafické znazornéni téchto biochemickych
pochodt.

V neposledni fadé byla vénovana stanoveni mastnych kyselin, protoze je dilezité pro
posuzovani poruch jejich B-oxidace. Nasledky téchto poruch jsou velice zavazné, a piitom
jesté neexistuje kauzalni 1écba. V dneSni dobé je ale snaha do screeningu novorozenct
zahrnout co mozna nejvice téchto chorob, protoze v€asnd diagndza nésledné zvysuje kvalitu

Zivota nemocného.
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AA — kyselina arachidonova

aj. —ajiné

atd. — a tak dale

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CNS — centralni nervova soustava

EPA — kyselina eikosapentaenova

FFA — volné mastné kyseliny

HDL — high density lipoprotein

HSL — hormon senzitivni lipaza

IDL — intermediate density lipoprotein

k. —kyselina

LCT — mastné kyseliny s dlouhym fetézcem
LDL — low density lipoprotein

LPL — lipoproteinova lipaza

MCT — mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem
MK — mastna kyselina

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
Napft. — naptiklad

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny

SCT — mastné kyseliny s kratkym fetézcem
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