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ANOTACE

Jelikoz v poslednich letech je snaha o minimalizaci nakladl na transport, manipulaci,
ale hlavn¢ analyzu vzorkd, byla vyvinuta technika spliujici tyto pozadavky, kterou je technika
suché kapky. Ta je znama ptredev§im z novorozeneckého screeningu, nicméné ji Ize aplikovat
i na vzorky matefského mléka. Tato prace se zabyva stanovenim hladin mastnych kyselin
a aminokyselin ve vzorcich matefského mléka a kolostra ziskanych technikou suché kapky.
Hladiny byly porovnany s hladinami publikovanymi v odborné literatute. Mastné kyseliny byly
pfevedeny na odpovidajici methylestery a analyzovany metodou plynové chromatografie
s plamenové-ionizaéni  detekci.  Aminokyseliny byly derivatizovany s naftalen-2,4-
dikarboxaldehydem za vzniku odpovidajicich 1-kyano-2-substituovanych-
benz[f]isoindolovych derivatl, které byly analyzovany metodou vysokoucinné kapalinové

chromatografie s fluorescen¢ni detekci.

KLIiCOVA SLOVA

Mateiské mléko, mastné kyseliny, aminokyseliny, plynovd a kapalinova

chromatografie, sucha kapka

TITLE

Determination of selected fatty acids and amino acids in dried milk spot

ANOTACE

Since in recent years there has been an effort to minimize the costs of transport,
handling, but mainly for the analysis of samples, a technique of dried spot has been developed.
It meets these requirement. This method is known mainly for neonatal screening, however, it
can also be applied to breast milk samples. This work deals with the determination of levels of
fatty acids and amino acids in samples of breast milk and colostrum obtained by the technique
of dried spot. The levels were compared with the levels published in the literature. The fatty
acids were converted to the corresponding methyl esters and analysed by gas chromatography
with ~ flame  ionization  detection. ~Amino acids were derivatized  with
naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde to give the corresponding 1-cyano-2-substituted-
benz[f]isoindole derivatives, which were analysed by high performance liquid chromatography

with fluorescence detection.
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UvVOD

Mateiské mléko je nejvyznamnéjSim zdrojem latek potiebnych pro vyvoj a zdravi
kojence. V piipad¢, ze matka nemuze kojit, je nutné matetské mléko nahradit co nejvhodné;si
umélou vyzivou. Znalost jeho slozeni miize pomoci k zlepSeni kvality umélé vyzivy, ale hlavné
pomahad pochopit funkci jednotlivych slozek ve vyvoji novorozence a piedejit riznym

onemocnénim jako je tfeba diabetes a alergie.

Tuk, jako nejvice zastoupena slozka mateiského mléka, je dilezitym zdrojem energie,
ma také strukturalni a dalsi biologické funkce. Poskytuje piiblizné 50-60 % energie. Obsahuje
celou fadu nepostradatelnych mastnych kyselin, naptiklad kyselinu arachidonovou
a eikosapentaenovou pro syntézu eikosanoidut, kyselinu dokosahexaenovou, ktera je soucasti
membran kortikalnich neuronti. Nejpouzivangjsi metodou pro stanoveni mastnych kyselin
Vv biologickych vzorcich je plynova chromatografie s plamenoveé-ioniza¢ni detekci. Mastné

kyseliny jsou pied vlastni analyzou pievedeny na tékavé derivaty, nejcastéji methylestery.

Mateiské mléko obsahuje také aminokyseliny, potifebné pro syntézu proteint a dalSich
dulezitych latek. Aminokyseliny jsou v matefském mléce nejvice zastoupené v proteinech, ale
vyskytuji se i volné. Majoritnimi aminokyselinami jsou kyselina glutamova, ktera je
vyznamnym neurotransmiterem, a spole¢né s glutaminem jsou vyznamnym energetickym
zdrojem pro stievni buiky. Jednou z moznosti stanoveni hladin aminokyselin v matetském
mléce je kapalinova chromatografie s fluorescencéni detekci po piredchozi derivatizaci

aminokyselin na fluoreskujici derivaty.

Z dtivodu snizeni ndkladt na prepravu a skladovani vzorkti matefského mléka byla
testovana technika suché kapky. Odbér je zcela neinvazivni a postacuje pouze malé mnoZzstvi

matefského mléka, desitky mikrolitrt.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Materské mléko

Mateiské mléko je povazovano za nejlepsi zdroj vyzivy kojencti v prvnich mésicich
zivota. Obsahuje latky, které maji priznivy vliv na gastrointestinalni trakt, imunitni systém
a vyvoj mozku. Proto je matefské mléko Siroce uznavano jako biologicka tekutina potfebna pro
optimalni riist a vyvoj ditéte. Nejnovéjsi studie ukazuji, Ze matetské mléko zmiriiuje rozvoj

metabolickych chorob, zejména chrani pied obezitou a diabetem 2. typu [1].

Jedna se o tekutinu, ve které jsou zastoupeny cukry, bilkoviny a tuky. Mimo jeho
nutriéni funkci, mléko obsahuje mnoho imunitnich bunék, jako jsou makrofagy, dale kmenové
buiiky pottebné k regeneraci a stovky az tisice druht bioaktivnich molekul. Tyto molekuly
mohou chrédnit pfed infekci a odvratit zanét. Napiiklad oligosacharidy formuji stfevni

mikrofloru kojencii. To znaci, ze kromé nutri¢ni funkce ma matefské mléko i funkci ochrannou

[2].
1.2 Tvorba mateiského mléka

Tvorba a nasledna sekrece matefského mléka je komplex fyziologickych procesti. Tento
proces je vysledkem piedchoziho vyvoje mlécné zlazy a ptisnych regulaci hormony. VSechny
tyto aspekty piispivaji ke koordinované sekreci buiikami mléénych zlaz a k tomu, aby bylo

novorozenci poskytnuto mléko p¥iméfeného slozeni a dostateéného mnozstvi [3].

Mateiské mléko se vytvaii ve zZlazovych bunikach prsni Zlazy, které jsou uspofadany do
vackovitych Utvari oznaCovanych jako alveoly. V okoli kazdého alveolu je sitka bun&k
podobna myoepitelialnim bunkam. Tim, Ze se tyto bunky stahuji, je vytvofené mléko
posunovano z alveolti do vyvodul. V oblasti dvorce prsu jsou umistény tzv. sinusy, kde se mléko

hromadi. Odtud je ¢innosti jazyka a ustnimi svaly novorozenéte vystiikovano [4].
1.2.1 Vyvoj mlé¢né Zlazy a jeji anatomické usporadani

Vyvoj mlééné Zlazy zacina zhruba v 6. tydnu nitrodélozniho Zivota, kdy se vybézky
bunck zanotuji do vaziva tam, kde se v budoucnu bude nachézet mlécna zlaza. Déle se tvori
nervova a cévni zasobeni zldzy a také pojivova tkan. Kdyz plod dosdhne 32. tydne
nitrodélozniho vyvoje, Zlaza za¢ne byt hmatatelna. Po porodu je mlécna zlaza schopna

produkce mléka, nicméné do puberty zlistdva v neménném stavu a dalsi rozvoj nastdva u divek
15



okolo 12. roku. Vyvoj zlazy se nasledné zdokonaluje vlivem cyklickych hormonalnich zmén.
Nejveétsi rozvoj poté nastdva az v té¢hotenstvi. Anatomicky mlécnd zlaza, jak je vidét na
obrazku 1, pfipomina ,strom s vétvemi a listy*. Zlazu rozdéluje 15-25 oddila, které jsou
oddé€leny vazivovymi prepazkami. Kazdy tento oddil je tvofen stovkou alveolt, kde se vytvari
matei'ské mléko. Z téchto alveolt vychazeji ductus lactiferus neboli vyvodné kanalky. Postupné

pak dochazi ke spojovani vyvodu [4].

~lalticky Zlazové tkané (alveoly)

mlécny kanalek

sinus

bradavka

dvorec

tukova a pojivova tkarn

Obrazek 1 Anatomické uspotadani mlécné zlazy [4]

1.2.2 Laktogeneze

Laktogeneze je pojem oznacujici pocatek sekrece mléka a vSechny zmény v epitelu
mlécnych Zlaz, kdy tyto zmény jsou nutné k pfechodu od nediferencované mlécné zlazy
v Casném téhotenstvi k plnému kojeni po porodu. Laktogeneze je rozd€lena na dvé faze:
laktogeneze 1 a laktogeneze II. Faze I nastavd ve 20. tydnu téhotenstvi, kdy je Zlaza
diferencovana a schopna sekrece malého mnozstvi specifickych slozek mléka jako je kasein
a laktosa. Tuto fazi Ize ur¢it zméfenim koncentrace laktosy a a-laktalbuminu v plasmé, kdy
v tomto obdobi jsou jejich hladiny zvySené. Po této fazi je Zldza dostatecné diferencovana

aschopna vyluéovat mléko. Produkt sekrece se nazyva kolostrum neboli mlezivo,
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viz Kapitola 1.3.1 [5]. Béhem této faze jsou spoje mezi laktocyty, oznacované jako ,,tésné (tigh
junction)®, rozvolnéné. To umoziuje slozkam v mléce piechazet do krevniho fecisté. Jakmile
laktosa vstoupi do krve, nemuiize byt metabolizovana a je vylu¢ovana moci. Diky tomu je mozné
Vv pribéhu 24 hodin sledovat syntézu laktosy v mlé¢nych Zlazach a odhadnout tak rychlost
syntézy mleziva béhem téhotenstvi, ktera je v této fazi nizka, asi 30 ml/24 hodin [6]. V prvni
fazi syntézy tedy dochézi k diferenciaci epitelidlnich bun¢k mlééné zlazy na laktocyty, které
jsou schopny syntetizovat jiz zminované specifické slozky. Druhou fazi, laktogeneze II, je
zahajeni sekrece mateiského mléka. Proto byly terminy laktogeneze I a laktogeneze II

nahrazeny terminy sekre¢ni diferenciace a sekre¢ni aktivace [7].

Laktogeneze II nastavda zhruba 30-40 hodin po porodu. Kdyz dojde k vylouceni
placenty, vyznamné se snizi hladina progesteronu. Pod fizenim Inzulinu akortisolu je
aktivovana sekrecni faze. V nékterych konkrétnich ptipadech mize dochazet ke zpozdéni
laktogeneze. Takovymi piipady jsou napiiklad porod cisaiskym fezem, diabetes mellitus ¢i
stres béhem porodu. Je prokazané, ze obézni zeny maji vétsi riziko zpozdéni laktogeneze 11 [3].
Béhem laktogeneze II dochazi nejen ke zvySeni objemu vyluCovaného mléka, ale
i k dramatickym zmé&nam v jeho slozeni. Zatimco kolostrum obsahuje vysoké hladiny proteinti
(hlavné imunoglobulint, lysozymu a laktoferinu), draselnych a chloridovych iontd, a nizké
hladiny citratu, tak béhem laktogeneze Il dochazi v matetském mléce k zvySeni obsahu lipida
a naopak poklesu hladiny proteini. Zmény v hladinach laktosy, citratu, bilkovin a sodnych

iontll vV matetském mléce, jsou pouzivany jako ukazatele laktogeneze 11 [8].

1.3 Druhy materského mléka

1.3.1 Mlezivo — kolostrum

Kolostrum je specialni druh mléka, které je produkovano v prvnich 2-3 dnech po
narozeni ditéte, Vv mnoZstvi zhruba 40-50 ml. Toto mnozstvi je ovSem adekvatni k potifebam
novorozence. Mlezivo je bohaté na leukocyty a protilatky, zejména sekreéni IgA. Dale také
obsahuje vetsi mnozstvi bilkovin, minerdli a vitaminii rozpustnych v tucich (A, E a K) nez
zralé mléko. Vitamin A hraje diilezitou tilohu v ochrané o¢i novorozence a je pri¢inou nazloutlé
barvy kolostra. Kolostrum poskytuje novorozenci imunitni ochranu pii prvnim kontaktu
s mikroorganismy pfitomnych v okolnim prostfedi. Déle také ptipravuje vystelku stfeva na

pfijem Zivin, které jsou obsazeny v mléce. Mléko jako takové se ve vétSim mnozZstvi zacina

17



produkovat mezi 2. - 4. dnem po porodu. Od sedmého do ¢trnactého dne se mléko nazyva

ptechodné a po dvou tydnech se oznacuje jako mléko zralé [9].

1.3.2 Pfechodné mléko

Tento druh mateiského mléka se nazyvd prechodnym, jelikoz tvoifi pfechod mezi
mlezivem a zralym mlékem. Piechodné mléko je svymi vlastnostmi podobné mlezivu
a podporuje veskery vyvoj rychle rostouciho ditéte. Béhem tohoto obdobi se produkce mléka
zvySuje. Vyskytuje se zhruba od 5. dne do dvou tydnt po porodu. Po této dobé je mateiské

mléko povazovano za ptrevazné zralé [10].
1.3.3 Zralé materské mléko

PIn¢ zralé matetské mléko se vyskytuje zhruba 6 tydnt po porodu. Slozeni matetského
mléka se béhem kojeni méni. Existuji dvé formy zralého mléka, tzv. pfedni a zadni. Pfedni
mléko (na zac¢atku kojeni) je vice vodnaté a slouzi k uhaseni zizné ditéte. Zadni mléko (na konci

kojeni) obsahuje vice tuku a ma za tkol dit¢ zasytit [10].

1.4 Slozeni materského mléka

V priubéhu obdobi kojeni Se slozeni matetského mléka prizpisobuje ménicim se
pozadavklim rostouciho kojence. V matefském mléce je idedlni pomér tukl, sacharid
a bilkovin. V tabulce 1 je uveden obsah (v g/100ml) téchto zivin v porovnani s mlékem
kravskym [4].

Tabulka 1 Porovnani zakladnich zivin v g/100ml [4]

Mlezivo Zralé mléko Kravské mléko
Bilkoviny 15-20 1,1-1,3 3,3
Tuky 2,0-272 40-45 3,8
Sacharidy 4,0-4,2 50-7,0 4,8

1.4.1 Bilkoviny

Ptiblizn€ 1 % matefského mléka je tvofeno bilkovinami, z nichZ zhruba 70 % tvofi tzv.
syrovatkové bilkoviny (a-laktalbumin, laktoferin, sekre¢ni IgA). Pfitomnost proteinli

vvvvv

18



sttevni mikroflory, poskytuji télu aminokyseliny (AMK), dale také usnadiuji traveni a piijem
dalSich zivin v mléce, napt. Zeleza, vapniku a vitaminu B12. Mimo to také posiluji imunitu tim,
ze poskytuji obranu proti patogennim bakteriim, virim a kvasinkdm. Vice nez 25 % obsahu
bilkovin tvoii a-laktalbumin. Ten je nezbytny pii biosyntéze laktosy. Piedpoklada se, ze
a-laktalbumin usnadnuje vstiebavani dvojmocnych kationtd [11]. Jedna se o dilezity zdroj
bioaktivnich peptidl a esencialnich AMK (viz Kapitola 1.6) jako jsou tryptofan, lysin, AMK
S rozvétvenym fetézcem a obsahujici siru. Tento protein je komercéné dostupny a vzhledem
k jeho fyzikalnim vlastnostem (rozpustnost ve vodé, tepelna stabilita) se pridava do
potravinaiskych produkti jako doplnék stravy. a-Laktalbumin se tvofi v epitelialnich bunkach
mlécné zlazy a reguluje produkci laktosy v matetském mléce. Je regulacni podjednotkou

laktosasynthetasy a katalytickou podjednotkou -1,4-galaktosyltransferasy [12].

Dals8i vyznamnou bilkovinou obsaZenou v matefském mléce je laktoferin. Jedna se
o glykoprotein s velikosti 80 kDa, ktery obsahuje ptiblizné¢ 700 AMK. Ma antioxidaéni,
protinadorové a protizanétlivé Géinky. Podporuje rust bakterii, jako jsou pro télo prospésné
Lactobacillus a Bifidobacteria [13]. Jedna molekula laktoferinu vaze dva ionty zeleza, tim Se
zelezo stava nedostupnym pro potencialné patogenni mikroorganismy [11]. Rai a kol.
stanovovali u 2724 Zen hladinu laktoferinu v kolostru a zralém mléce. Hladina laktoferinu byla
vyssi v kolostru a snizila se béhem prvnich 5 dnd 0 asi 50 %. Po 30 dnech laktace je jiz hladina
laktoferinu relativné konstantni [14]. Laktoferin je obtizné stravitelny, ve stolici ¢tyfmésic¢nich

kojenct nachazime urcité mnozstvi nestraveného laktoferinu. [15].

Nedilnou souc¢ésti matefského mléka jsou imunoglobuliny, které se v mléce vyskytuji
ve vysokych koncentracich, zejména na pocatku kojeni. Mezi dominantné¢ zastoupené
imunoglobuliny v mléce patti sekrecni IgA, nasledovany sekre¢nim IgG. Tyto imunoglobuliny
poskytuji ditéti imunologickou ochranu do té doby, nez je zcela vyvinut jeho vlastni imunitni
systém. Koncentrace sekrecniho IgA Vv kolostru je ptiblizné 12 mg/ml, zatimco zralé mléko
obsahuje zhruba 1 mg/ml. Tyto hodnoty potvrzuji ochrannou funkci kolostra [16]. Sekrecni IgA
tvofti asi 90 % vSech imunoglobulinu, které jsou v mléce obsazeny. Pokud je matka vystavena
bakterialni nebo virové infekci, tak protilatky, které si proti patogenim vyvinula, jsou
pfeneseny na dité. Na rozdil od ostatnich typti IgA, je sekre¢ni IgA stabilni vii¢i proteolytickym
enzymum ve stfevé kojencl. Tento imunoglobulin se vaZe na bakteridlni a virové antigeny

a zabranuje tak jejich adhezi k slizniéni vystelce. V matefském mléce se ovSem vyskytuji i dalsi
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imunoglobuliny, jako jsou IgG a IgM, ale v nizsich koncentracich a snadnéji podléhaji Sté€peni

Vv tenkém stieve [15].

Mezi mlécné proteiny se tadi také kasein. Ten se v matefském mléce vyskytuje ve
form¢ micel, existuji tii typy, a, B a k-kasein [16]. Kaseiny tvoii pfiblizné 20-40 % bilkovin
matefského mléka, coz je sice méné nez v mléce kravském, ale to kaseinu neubira na dileZitosti
pfi vyvoji novorozence. Hlavnim kaseinem je f-kasein, ktery obsahuje nékolik fosforylovanych
AMK a po jeho stépeni vznikaji kaseinové fosfopeptidy usnadiujici absorpci vapenatych ionti.
To muze byt jednim z divodd, proC je mateiské mléko lepsi, co se piijmu vapniku tyka, nez
kojenecka vyziva. Mimo to se vytvareji také kaseinomorfiny, coZ jsou opioidni peptidy, které
se podileji na kvalitngj§im spanku ditéte [15]. Dalsim kaseinem je k-kasein, ktery je vysoce
glykosylovanym proteinem a poskytuje novorozenci imunologickou obranu proti infekci.
Zabranuje adhezi bakterie Helicobacter pylori k Zalude¢ni sliznici a Streptococcus pneumoniae

a Haemophilus influenzae k buitkam dychacich cest [11].

Dal$imi bilkovinami, které je nutno zminit, jsou lysozym a haptokorin. Lysozym ve
spolupraci s laktoferinem se podileji na eliminaci patogent tak, ze laktoferin se navaze na
bunécnou membranu a vytvoii pory, kterymi lysozym vstoupi do buniky a uc¢inng¢ patogen znici.
JelikoZ novorozenec prozatim nesyntetizuje vnitini faktor, ktery je nezbytny pro vstfebavani
vitaminu B12, nahrazuje jeho funkci haptokorin neboli vitamin B12-vazajici protein, ktery jeho

vstiebavani usnadnuje [15].
1.4.2 Lipidy

Tuky jsou definovany jako estery mastnych kyselin (podrobnéji v Kapitole 1.5)
a glycerolu. V mateiském mléce je primérna koncentrace tuku asi 3,8-3,9 g/100 ml. Tuk se
vytvaii v alveolarnich burikach a v mléce se vyskytuje ve formé tukovych kapének (obrazek 2).
Povrch téchto kapének je slozen z amfipatickych sloucenin jako jsou fosfolipidy, proteiny
a cholesterol, které¢ vytvaii membranu mlécnych kapének. Ve vodném prostiedi je tento
amfipaticky povrch dualezity pro disperzi mlénych tukli a stabilitu olejové emulze. Primér
tukovych kapének je v rozmezi od 1 do 10 mm, ale vétSina méti 1 mm. Jejich velka plocha
(4,5 m?%dl) umoznuje véazat rGzné lipasy, coz pfispiva k G¢innému traveni triglyceridd.
V pribéhu kojeni se obsah tuku v mléce zvySuje, kdy tvorba mlé¢ného tuku alveoldrnimi
bunikami je podnécovana vyprazdiiovanim prsu a také prolaktinem [17]. Mezi dalsi faktory
ovlivilgjici slozeni lipida jsou vék matky, pocet porodi matky, délka t€hotenstvi a BMI (Body
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Mass Index). Vyznamnou ulohu hraje nejen strava matky a stadium laktace, ale i téhotensky
diabetes [18].

Obrazek 2 Mikrostruktury tukovych globulti matef'ského mléka zobrazeny kontrastnim mikroskopem [19]

1.4.3 Ostatni slozky v mateiském mléce

V matefském mléce je cela fada sacharidi, monosacharidy glukosa, a galaktosa,

disacharid laktosa a oligosacharidy.

Sacharid, jehoz hladina neni zavisla na stravé matky, je laktosa. Kojené dité
pfijme piiblizné 10-14 g laktosy denn¢ na kilogram télesné vahy a jeji obsah v mléce je
pomeérné stabilni (asi 7 %). Laktosa napomaha vstiebavani minerald, a to hlavné vapenatych
iontl. Laktosa je hydrolyzovana na monosacharidy glukosu a galaktosu, které se ve sttevnich
bunikach oxiduji v glykolyze na laktat, to vede k snizeni pH a zvyseni rozpustnosti vapenatych
soli [11].

Dalsi dulezitou soucasti lidského mléka jsou oligosacharidy, jejichz hladina
v matetském mléce je asi 13 g/l a jejichz obsah se po porodu jesté zvySuje. Monosacharidy,
znichz jsou oligosacharidy slozeny, jsou L-fukosa, D-glukosa, D-galaktosa,
N-acetylglukosamin a kyselina N-acetylneuraminova. Oligosacharidy maji probiotickou
funkci, ktera spociva v podpofte rustu bakterii jako je Bifidobacterium infantis. Tato bakterie se
nachazi v gastrointestindlnim traktu ditéte a chrani dit¢ pfed kolonizaci patogennimi
bakteriemi. To ukazuje na dulezitou ulohu oligosacharidi v prevenci pfed novorozeneckymi

prujmy a infekcemi dychacich cest [16].
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1.5 Mastné kyseliny

Fyzikalné-chemické vlastnosti mastnych kyselin (MK) jsou dany mimo jiné po¢tem
atomu uhliku v jejich molekule [20]. Na zaklad¢ délky fetézce 1ze MK délit na MK s kratkym
fetézcem (3 az 7 atomu uhliku), stfednim fetézcem (8 az 13 atomt uhliku), dlouhym fetézcem
(14 az 20 atomd uhliku) a velmi dlouhym fetézcem (vice nez 21 atomd uhliku) [21]. MK lze
klasifikovat na zaklad¢ poctu dvojnych vazeb na nasycené (SFA, z angl. Saturated Fatty Acids),
které dvojné vazby neobsahuji, mononenasycené (MUFA, z angl. MonoUnsaturated Fatty
Acids) obsahujici jednu dvojnou vazbu a polynenasycené (PUFA,z angl. PolyUnsaturated Fatty

Acids), v jejichz molekule 1ze nalézt dvé az Sest dvojnych vazeb [20].

MK 1ze oznacit jak systematickym, tak trivialnim nazvem (tabulka 2), ¢asto v§ak byvaji
ozna¢ovany schématickym vzorcem CN:p n-X, kde CN (z angl. Carbon Number) piedstavuje
celkovy pocet atomt uhlikti v molekule, p pocet dvojnych vazeb a X polohu prvni dvojné vazby
od methylového konce kyseliny (n). Naptiklad zkraceny zapis pro kyselinu arachidonovou
(obrazek 3) je C20:4n-6, protoze obsahuje 20 atomi uhliku, ¢tyfi dvojné vazby, z nichZ prvni
se nachazi na 6. uhliku (poc¢itano od methylového konce). Tento ,,n-systém® lze vyjadfit

i systémem ,,omega“, napt. > MK. Nicméné toto ozna¢eni neni doporu¢ovano [21, 22].
5] 3 1
- = Vs CHs
OOC/\/\/\/\/\/\/\V\/\/
6 4 2
kys. arachidonova

Obrazek 3 Strukturni vzorec kyseliny arachidonové s vyznagenim pocitani uhlik od n-konce [22]

Dalsim zptisobem, jak lze vyjadiit pozici prvni dvojné vazby v molekule, je oznaceni

symbolem A, kdy je vazba pocitana od karboxylového konce [22].
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Tabulka 2 Mastné kyseliny - jejich zna&eni, systematicky a trivialni nazev [20]
ZKraceny zapis Systematicky nazev Trivialni nazev
Nasycené
C4:0 Butanova Maselna
C6:0 Hexanova Kapronova
C8:0 Oktanova Kaprylova
C10:0 Dekanova Kaprinova
C12:0 Dodekanova Laurova
C14:0 Tetradekanova Myristova
C16:0 Hexadekanova Palmitova
C18:0 Oktadekanova Stearova
C20:0 Eikosanova Arachova
C22:0 Dokosanova Behenova
C24:0 Tetrakosanova Lignocerova
Nenasycené (dle IUPAC)
Cl16:1 (92)-hexadek-9-enova Palmitoolejova
C18:1 (92)-oktadek-9-enova Olejova
C18:1 (11E)-oktadek-11-enova Vakcenova
C18:2 (9Z,12Z)-oktadeka-9,12-dienova Linolova
C18:3 (92,127,15Z)-oktadeka-9,12,15-trienova o-Linolenova
C20:4 (52,82,1172,1472)-5,8,11,14-cikosatetracnova Arachidonova

IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry
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1.5.1 Biosyntéza mastnych kyselin v mlééné Zlaze

Biosyntéza MK v mlééné zlaze (obrazek 4) je katalyzovana multienzymovym
komplexem synthasou MK a acetyl-CoA-karboxylasou. Synthasa MK je slozena ze 7 domén,
[-ketoacylsynthasy (KS), acetyl/malonyl-S-CoA-transferasy (MAT),
B-hydroxyacyldehydratasy (DH), enoylreduktasy (ER), p-ketoacylreduktasy (KR), ,,acyl-
carrier proteinu (ACP) a thioesterasy | (TE 1). Biosyntéza probiha v téchto krocich: (1)
malonyl-S-CoA je elonga¢nim substratem; (2) docasné ptfevedeni acylové skupiny na KS
a zaroven transacylace malonyl-S-CoA (za katalyzy MAT) na ACP; (3) tvorba [-oxoacetylu
navazané¢ho na ACP dekarboxyla¢ni kondenzaci katalyzovanou enzymem KS; (4) redukce na
B-uhliku za katalyzy KR a ptitomnosti NADPH; (5) dehydratace vzniklého B-hydroxyacylu
(navazaného na ACP) na enoyl; (6) NADPH-dependentni redukce enoylu na ACP (za katalyzy
ER) za vzniku ¢tyfuhlikatého produktu butyryl-S-CoA; (7) uvolnéni MK o délce 16 atomu
uhliku (palmitoyl-S-CoA) z ACP za katalyzy TE 1 [23]. V piipadé syntézy mastnych kyselin se
sttedné dlouhym fetézcem v mlééné zlaze je rozdil v poslednim kroku, kdy je zapotiebi
thioesterasy I, ktera neni soucasti synthasy MK, ale je pfitomna v cytosolu a svym ptisobenim
vede k uvolnéni MK s délkou fetézce C8-C12 [24].
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Obrazek 4 Syntéza mastnych kyselin v mlééné Zlaze [23]

MK sdelSim uhlikatym fetézcem a nenasycené MK jsou syntetizovany

v endoplazmatickém retikulu za katalyzy enzymy elongasami a desaturasami [23,24].

MK mohou byt desaturovany az do polohy A%, coz je ¢islo uréujici polohu dvojné vazby
na 9. uhliku od karboxylového konce v molekule. Na zakladé toho Klasifikujeme desaturasy,
které katalyzuji vznik dvojné vazby na uhlicich 4, 5, 6 a 9 MK (A%, A®, A8, A®). Zivocichové,
tedy i ¢lovék, netvoii A2- a A®-desaturasu, proto nemohou syntetizovat kyselinu linolovou
(C18:2 n-6) a a-linolenovou (C18:3 n-3), tim se pro ¢lovéka stavaji esencialnimi (obrazek 5).
Dalsi elongaci a desaturaci téchto MK se ziskaji PUFA s dlouhym fetézcem. Vzhledem k tomu,
ze jejich tvorba zavisi na esencialnich MK, lze je oznacit jako podminéné esencialni [22].

Vychozi latkou pro syntézu PUFA tady n-6 je kyselina linolova, fady n-3 a-linolenova.
PUFA obsahujici 20 atom® uhliku jsou prekurzory eikosanoidi, jako jsou prostaglandiny
a leukotrieny, kdy AA jako prekurzor ma, na rozdil od kyseliny eikosapentaenové (EPA) a
dihomo-y-linolenové (DGLA), prozanétlivé ucinky [27].
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V piipadé MUFA se zavadi dvojna vazba do jejich molekuly na pozici A® od
karboxylového konce kyseliny za katalyzy enzymem A°-desaturasou. MUFA, obsahujici n-9
s 20-24 atomy uhliku, jsou ziskany elongaci kyseliny olejové [22, 25]. Nejvice zastoupena
MUFA v mateiském mléce, kyselina olejova, vznika desaturaci kyseliny stearové v mlécné

zlaze a jatrech [24].

-OOC/\/\/\/\/\/W\/

kys. linolova

- CH
OOC/\/\/\/\/\/W\/ 3

Kys. a-linolenova

Obrazek 5 Struktura molekul kyseliny linolové a a-linolenové

1.5.2 Mastné kyseliny v matefském mléce

V matetském mléce Ize nalézt pres 200 MK, nicméné spousta z nich je pfitomna ve
velmi nizkych koncentracich, ov§em nékteré dominuji [16]. Pievazuji ty s konfiguraci cis, které
maji piiznivé ucinky., MK s konfiguraci trans mohou mit negativni G€inky na rast a vyvoj
ditéte. Nejhojnéji zastoupené SFA a MUFA v matefském mléce jsou kyselina palmitova
(C16:0) a olejova (cis-C18:1 n-9). ZPUFA to jsou esencialni kyselina linolova (all-cis-
C18:2n-6) a a-linolenova (all-cis-C18:3 n-3). V matefském mléce jsou zastoupeny také
kyselina eikosatrienova (all-cis-C20:3 n-6), AA (all- cis-C20:4 n-6) a DHA, které jsou dulezité
pro vyvoj kognitivnich a motorickych funkci. Kromé toho maji dlilezitou funkci v ochrané proti

alergii, astmatu a obezité [18, 28].

Z niz8ich MK Ize v matefském mléce nalézt naptiklad kyselinu maselnou, ktera reguluje
genovou expresi a redukuje zanétlivé procesy ve sttevech. Antimikrobialni aktivitu vykazuji

kyselina kapronova, kaprylova a laurova [28].

Miliku a kol. zjistili, Ze na obsah MK ma vliv mnoho faktort, jako je strava, genetika,
sociodemografie a BMI. Ukazalo se, Ze matky, jejichZ strava obsahovala v pribéhu téhotenstvi
a/nebo kojeni vice ryb a rybiho tuku, mély vys$si hladiny n-3 PUFA. Byly pozorovany i rozdily
mezi hladinami MK napfi¢ riznymi etniky. U matek asijské narodnosti byla prokazana vyssi

hladina kyseliny linolové a n-3 PUFA. Mateiské mléko obéznich matek obsahovalo vyssi
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hladiny SFA a nizsi hladiny MUFA. Naopak nebyl pozorovan vztah mezi obsahem MK

a vékem matky, zptisobem ¢i poctem porodd, pohlavim ditéte [29].

1.6 Aminokyseliny

Existuje 20 aminokyselin (AMK), které se bézn¢ vyskytuji v proteinech, nazyvame je
proteinogenni. Vzajemné¢ se 1isi postrannim fetézcem. Na zaklad¢é tohoto postranniho fetézce

rozdélujeme AMK do ¢tyt skupin: nepolarni, kyselé, bazické a neutralni (tabulka 3) [30].

Tabulka 3 Piehled proteinogennich aminokyselin, klasifikace na zakladé jejich postranniho fetézce [30]

Nazev aminokyseliny ZKkraceny zapis

Alanin Ala

Glycin Gly

Valin Val

Leucin Leu

Isoleucin lle nepolarni
Fenylalanin Phe

Prolin Pro

Methionin Met

Tryptofan Trp

Aspartat Asp

Glutamat Glu foyselé
Histidin His

Lysin Lys bazické
Arginin Arg

Serin Ser

Threonin Thr

Asparagin Asn

Glutamin Gln neutralni
Tyrosin Tyr

Cystein Cys
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AMK, kter¢ si lidské télo nedokaze vytvofit samo, a tudiz je zavislé na jejich piijmu
Z potravy, jsou oznacovany jako esencialni a jsou to isoleucin, leucin, lysin, methionin,

fenylalanin, tryptofan a valin [25, 30].

1.6.1 Aminokyseliny v mateiském mléce

Volné AMK (FAA) piedstavuji pfiblizn¢ 8-22 % latek nebilkovinného dusiku. Taurin,
glutamat a glutamin jsou nejvice zastoupené AMK v matetském mléce. Taurin je konjuga¢nim
¢inidlem zlucovych kyselin ve stieveé kojencl a podili se na struktufe a funkci fotoreceptor
sitnice. Glutamat je zdrojem 2-oxoglutaratu, dalezitym meziproduktem citratového cyklu,
navic je vyznamnym neurotransmiterem a spole¢né s glutaminem jsou vyznamnymi

energetickymi substraty pro stéevni buiiky [31,32].

Zhang a kol. zjistili, ze slozeni AMK se v matetském mléce béhem laktace méni.
Nejvétsi pokles hladiny celkovych AMK byl zaznamenan béhem prvnich 4 mésicti laktace, poté
byla hladina relativné konstantni. Hladiny nékterych FAA (alanin, glycin, serin, glutamin) se
naopak s postupnym kojenim ditéte zvySuji. Dale byly pozorovany zna¢né rozdily v hladinach
celkovych AMK (tyrosin, prolin, histidin, methionin, tryptofan) a FAA (lysin, fenylalanin,
isoleucin) napfi¢ riznymi geografickymi oblastmi [31]. Sadelhoff a kol. prokazali rozdily
v obsahu AMK mezi zadnim a pifednim mlékem, v zadnim mléce byl celkovy obsah bilkovin

vys§i, na druhou stranu v pfednim mléce byla vyssi hladina FAA. [33].

1.7 Chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, pfi které dochazi k separaci slozek mezi dvé faze,
které¢ se vzajemné nemisi. Nepohybliva faze je oznacovana jako stacionarni (SF), pohybliva
jako mobilni faze (MF). Slozky vzorku unaseného MF se zachycuji na SF, tim dochazi k jejich

separaci [34].
1.7.1 Plynova chromatografie

U plynové chromatografie je vzorek nadavkovan do vyhtatého davkovace, kde dojde
k jeho zplynéni. Odtud je nosnym plynem veden skrz kolonu se SF, kde je separovan. Nakonec
jsou separované slozky vzorku nosnym plynem dopraveny k detektoru, ktery je na zakladé
fyzikéalné-chemickych vlastnosti deteguje. Volba nosného plynu zavisi na typu detektoru, ktery

je pouzivan. Jako nosny plyn lze pouzit helium, dusik nebo argon [35].
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Nejcastéji pouzivanym detektorem v plynové chromatografii je plamenové-ionizaéni
detektor (FID, zangl. Flame lonization Detector). Vstoupi-li do detektoru latka, je
Vv kyslikovodikovém plameni spalena za vzniku iontt a elektronil, které zvysi elektrickou
vodivost plamene a zvysi se tak ioniza¢ni proud. Odezva detektoru je pfimo imérna koncentraci

stanovované latky, zavisi vSak na jeji struktute. [35].

Popularnim detektorem pouzivanym ve spojeni s plynovou chromatografii je
v soucasné dobé hmotnostni spektrometr (MS, z angl. Mass Spectrometer). Po vstupu do
detektoru je latka ionizovana a fragmentovéana, fragmenty jsou nasledné separovany
V hmotnostnim analyzatoru na zdkladé poméru jejich hmotnosti a nadboje (m/z). Vystupem je

hmotnostni spektrum [35].

GC-MS ma mnoho vyuziti, jednim z nich je metabolomika, coz je obor zabyvajici se
kvantifikaci a identifikaci metabolitid v biologickém systému (AMK, MK, baze nukleovych
kyselin, steroidy, derivaty purind atd.). Analyza téchto metabolitl poméha mimo jiné objasnit

mechanismus riznych onemocnéni [36].

1.7.2 Kapalinova chromatografie

U této chromatografické metody je MF kapalina. To, jakym zplsobem a s jakou
ucinnosti dojde k separaci slozek, zavisi jak na interakci se SF, tak i na pouzit¢ MF [34].
Nejpouzivanéj§i metodou kapalinové chromatografie je vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie (HPLC, zangl. High Perfomance Liquid Chromatography). Jedna se
0 kolonovou chromatografii, kdy je rozpustény vzorek unasen MF skrz kolonu se stacionarni
fazi. Analyt, ktery nejsilngji interaguje se SF, opousti kolonu jako posledni a jeho retenéni Cas
je nejdelsi. Separace mutize byt provedena bud’ isokratickou eluci, kdy je slozeni MF konstantni,
nebo gradientovou eluci, kde se slozeni MF méni v ¢ase. Po opusténi kolony vstupuje mobilni
faze se separovanymi latkami do detektoru, ktery generuje signal odpovidajici mnozstvi analytu
[37]. Nejpouzivanéjsimi detektory v HPLC jsou UV/Vis, fluorescencni, elektrochemicky a MS
[38].

1.7.3 Metody stanoveni mastnych kyselin

Aby byla analyza MK z hlediska kvality a kvantity spolehlivd, musi byt biologicky
materidl po odbéru upraven tak, aby se zabrdnilo oxidaci mastnych kyselin, zejména PUFA,

vlivem vzdusného kysliku ¢i pisobenim UV zafeni. V piipadé séra ¢i plasmy je vzorek
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uchovavan pii -80 °C. Pokud se jedna o tkan, vlozi se po odbéru do tekutého dusiku a poté se
do doby analyzy uchovava pii - 80 °C. Pti pfipravé vzorku pied vlastni analyzou jsou lipidy
separovany od ostatnich slozek, které jsou rozpustné ve vod¢, extrakci organickymi
rozpoustédly. Tkan je prvné homogenizovana a poté jsou lipidy extrahovany organickymi
rozpoustédly [39].

Tenkovrstva chromatografie umoziuje separovat lipidy do pfislusnych tid,
cholesterolu, esteri cholesterolu, triacylglycerold, diacylglyceroli, monoacylglycerold,
volnych MK a fosfolipidi. K zabranéni oxidace nenasycenych MK se ke vzorku ptidava
butylovany hydroxytoluen (BHT), fenolicky antioxidant [39]. Pro vysvétleni principu
antioxidacni funkce BHT, je nutné nastinit prubéh oxidace MK (rovnice 1). Ve fazi iniciace
vznikd volny radikdl MK (1), ktery nasledné reaguje s kyslikem za vzniku peroxylového
radikalu (2), ten odebira atom vodiku ze sousedni MK a vznika lipoperoxid a radikal MK (3),
ktery fetézovou reakci reaguje dal. BHT bréani oxidaci MK tim, Ze poskytne peroxylovému
radikalu vodik a zabrani tak dal$i propagaci, pricemz se sdm stava radikalem, ktery ovSem uz

neni tak reaktivni (4) [40].
RH - R +H (1)
R + 0, - RO, (2)
RO, + RH - ROOH + R’ (3)
RO; + ArOH — ROOH + ArO’ (4)

Rovnice 1 Mechanismus tvorby radikali mastnych kyselin [40]

Ackoliv je zapottebi derivatizace MK (viz Kapitola 1.8.1), je plynova chromatografie
zlatym standardem pro stanoveni MK, a to nej¢astéji ve spojeni s FID. Jedna se o detektor,
ktery i ptes nizké potrizovaci naklady je vysoce citlivy [41].

1.7.4 Metody stanoveni aminokyselin

Hladiny AMK v riznych biologickych vzorcich 1ze stanovit riznymi analytickymi
metodami, predevsim plynovou a kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni detekci.

MS zaujima ¢elni misto v metabolomice [42].
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Stanoveni hladin AMK v plazm¢ je dulezité pro diagnostiku riznych onemocnéni.
Pouziva se HPLC spojena standemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS), Ize vsak

pouzit také finanén¢ méné narocnou UV/Vis a fluorescen¢ni detekci [43].

1.8 Priprava vzorku pred vlastni analyzou

1.8.1 Derivatizace mastnych kyselin

Jak jiz bylo feceno, hladiny ¢1 procentudlni zastoupeni MK se stanovuji pirevazné GC
s pouzitim FID. MK je nutné prevést na t€kavéjsi derivaty, nejcasteji methylestery MK (FAME,
z angl. Fatty Acids Methyl Esters) [44].

MK mohou byt pievedeny na odpovidajici estery v pfitomnosti kyselého nebo
zasaditého katalyzatoru. V piipad¢ kyselého katalyzatoru probiha reakce podle rovnice 2.
Pokud jsou MK soucasti tukd, dochazi k reakci, kterd se nazyva transesterifikace nebo

transmethylace (také znamé jako methanolyza) a probiha podle rovnice 3 [45].

0 . 0
r—/ " r—4
X+ HC—OH =—= + H,0
OH O—CH,

Rovnice 2 Esterifikace v kyselém prostedi [45]

1 /O H* nebo OCH,’ . /O
R—X , 1 HC—OH = R~< + R>OH

O—R O—CHg
Rovnice 3 Transesterifikace [45]

Nejcasteji pouzivanymi katalyzatory jsou kyselina chlorovodikova, sirova a fluorid
bority. [44]. Bezvodou metanolickou kyselinu chlorovodikovou lze pfipravit reakci methanolu
a acetylchloridu. Acetylchlorid je velmi tekavy (bod varu 52° C), vysoce drazdivy
a s methanolem reaguje agresivné, proto je nutné s nim zachazet opatrné¢. Metanolickou
kyselinu chlorovodikovou lze =ziskat komercné, je vSak nestabilni, protoze reaguje
s methanolem za vzniku chlormethanu a vody, coz zptsobuje snizeni koncentrace Kyseliny

chlorovodikové béhem skladovani [46].
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Dalsim ucinnym katalyzatorem je kyselina sirova, ktera je vSak silnou ziravinou a je
proto nutné s ni zachazet opatrné. Nevyhodou jejiho pouziti je také vznik artefakti MK, které
se vytvareji, pokud se pouziva vysoka koncentrace kyseliny sirové, to plati i pro fluorid bority
[46]. Bylo také zjisténo, ze pii pouziti kyseliny sirové jako katalyzatoru, dochazi k rozkladu
PUFA [44].

Fluorid bority byl navrzen spole¢nosti American Oil Chemists® Society jako vhodny
katalyzator pro metodu stanoveni MK v moiskych olejich. Nicméné v n€kolika piipadech byl
potvrzen vznik nezadoucich artefaktti. Kromé toho fluorid bority nenavratné poskozuje kolonu,

jelikoz stopy této slouceniny se objevuji po extrakci v organické fazi [44].

Pii bazicky katalyzované metanolyze (rovnice 4) se nejCastéji pouziva hydroxid
draselny nebo sodny. Na rozdil od kysele katalyzované derivatizace, probiha bazicka
derivatizace za mirnéjSich podminek a rychleji. U acylglyceroli je metanolyza dokoncena
béhem 2 minut pfi laboratorni teploté a pro estery sterolt je do 1 hodiny pii 37 °C. Nevyhodou
bazické katalyzy je, Ze baze nedokdzou katalyzovat esterifikaci volnych MK. Proto je ¢astéji

pouzivana derivatizace v kyselém prostiedi [47, 48].

o
o 2 - l 2 // 2 -

R4</ + R—0 =—= R—C—OR" =—= R + R=—o0
o—R" C|)R1 0—R’

Rovnice 4 Bazicky katalyzovana transesterifikace [45]
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K derivatizaci MK lze pouzit také diazomethan (rovnice 5). Jedna se o Cinidlo, které
s neesterifikovanymi MK reaguje rychle, nicméné neovlivituje transesterifikaci jinych lipida.
Roztok diazomethanu v etheru je stabilni jen kratce a je nutné ho skladovat ve tmé a pii nizké
teploté. V ptipad¢, ze je skladovan delsi dobu, vytvofi se vedlejsi polymerni produkty, které
nasledné¢ mohou ovlivnit analyzu. Jedna se o potencialné¢ vybusnou a toxickou latku, kdy
nitrosamidy, pouzivané pii jeho pfipraveé, jsou potenciadlni karcinogeny. Nicméné pfi

manipulaci s malym mnozstvim je riziko nizké [47].

R~/< +
OH O—CHj

Rovnice 5 Reakce diazomethanu s mastnou kyselinou [47]

1.8.2 Derivatizace aminokyselin

Pii stanoveni AMK GC je zapotiebi AMK derivatizovat, nejlépe ve dvou krocich
(esterifikace a acylace). Pozdéji byla vyvinuta jednokrokova metoda derivatizace, silylace
(rovnice 6). Jedna se o proces, kdy je aktivni vodik v —OH, -NH a —SH skupiné nahrazen
silylovou skupinou. Nejcastéji pouzivanymi silyla¢nimi ¢inidly  jsou
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid  (BSTFA) a  N-methyl-N-(terc-butyldimethylsilyl)-
trifluoroacetamid (MTBSTFA). Derivaty dimethyl-terc-butylsilyl (DMTBS) jsou mnohem
stabilngjsi vici vlhkosti i oxidaci oproti trimethylsilyl (TMS) derivatim. Dalsi vyhodou je, ze
pii pouziti MTBSTFA probéhne reakce rychle i pii pokojové teploté. Vyjimkou jsou bazické
AMK (lysin, arginin, histidin, glutamin a asparagin), proto se pfi derivatizaci pouziva smés
MTBSTFA/acetonitril (1:1, v/v) [48].

CHB CH3 CH3 CH3
. 5 5 |
R—Cl)i + Hyc—Si—X — |R—5—5i—x | — R—O0—Si—CH; + HX
H CH3 H CH3 H CH3

Rovnice 6 Reak¢ni schéma mechanismu tvorby trimethylsilylderivatu [49]
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Pii stanoveni AMK metodou HPLC s fluorescen¢ni detekcei se nejcastéji pouziva jako
derivatiza¢ni cinidlo ortho-ftalaldenyd (OPA). OPA reaguje pouze S primarnimi aminy
(rovnice 7) za vzniku vysoce fluoreskujicich derivati. Reakce probiha v silné alkalickém
prostiedi v pfitomnosti silného redukéniho ¢inidla, jako je napi. 2-merkaptoethanol. Reakce
probiha rychle, v pribéhu 2 minut, vzniklé derivaty jsou vSak pii pokojové teploté nestabilni.
Nevyhodou tohoto ¢inidla je, Ze nereaguje s AMK se sekundarni aminoskupinou (prolin), to
1ze fesit ptidanim 9-fluorenylmethylchloroformatu (FMOC-CI) po prob¢hlé derivatizaci s OPA
[49]-[51].

S—CH,CH,OH

CHO
OH" —
@ + R-NH, + Ho N\ SH —— N—R 4 H,0
CHO S

Rovnice 7 Reakce OPA s primarni aminokyselinou [50]

Derivatizaénim ¢inidlem podobnym OPA je naftalen-2,3-dikarboxaldenyd (NDA),
ktery s primarnimi aminy, v pfitomnosti kyanidt, vytvari vysoce fluoreskujici isoindolové

derivaty. NDA derivaty jsou stabilng&jsi nez OPA derivaty [51].

Dalsimi derivatiza¢nimi ¢inidly, které lze pouzit pro derivatizaci AMK za vzniku
fluoreskujicich derivati jsou 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamat (AQC),

5-N,N-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid (dansylchlorid) a fluoreskamin [52].

1.9 Sucha kapka

Technika suché kapky se vyuziva pti novorozeneckém screeningu vrozenych

metabolickych chorob. Krev je odebirana z paticky novorozence na specidlni odbérovou kartu.

Pro vétsinu klinickych testil je zapotiebi pfiblizné 5-10 ml krve, zatimco pro analyzu ze
such¢é kapky pouze nékolik desitek mikrolitrii. Malé mnozZstvi vzorku krve je nejvétsi vyhodou
této techniky. Dalsi vyhodou jsou nizké naroky na skladovani a pfepravu vzork. Odbérovou
kartu se suchou kapku krve lze ptepravovat v klasické obalce, ktera je opatfena piislusnym
oznacenim, zatimco prevoz krve nebo plasmy vyzaduje chlazeni. U odbérovych karet je

vyrazn€ snizeno riziko infekce [53].
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K tomu, aby mohla byt sucha kapka analyzovana, je nutné vyseknout tercik, nejlépe ze
stiedu skvrny a latky z néj extrahovat vhodnym organickym rozpoustédlem ¢i vodou. Objem
krve v ter¢iku l1ze odhadnout na zakladé jeho priméru a je ovlivnén riznymi faktory, napf.

absorpci filtra¢niho papirku a v piipadé krve i hematokritem [53].

Na zakladé techniky suché kapky krve (DBS, z angl. Dried Blood Spot) byla vyvinuta
I technika suché kapky matetského mléka (DMS, z angl. Dried Milk Spot). Vyhody této
techniky jsou srovnatelné stechnikou DBS. Pfevoz vzorku matefského mléka ziskaného
odsavackou vyzaduje chlazeni a pted analyzou je zapotiebi ho skladovat pii -80 °C. Technikou
DMS je odbér mléka jednodussi, filtracni papir lze pfedem oSetfit stabilizacni latkou. Po
ususeni vzorku mléka pii pokojové teploté, staci poslat karticku s DMS do laboratofe postou.

Navic je odbér matefského mléka oproti DBS zcela neinvazivni[54, 55].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie

Acetylchlorid (C2H3OCI), Mr 78,50, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Butylovany hydroxytoluen (C1sH240), Mr 220,40, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Deionizovana voda (H20), Mr 18, G = 0,055 uS

Dihydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat (Na2HPO4 . 2 H20), Mr 156,01, (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Némecko)

Dichlormethan (CH2Cl2), Mr 84,93, (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Ethanol (C2HsO), Mr 46,07, (Merck, Darmstadt, Némecko)

Chloroform (CHCIs), Mr 119,38, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Isopropylalkohol (CsHsO), Mr 60,1, (PENTA, Praha, CR)

Kyanid draselny (KCN), Mr 65,12, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Kyselina borita (H3BOz), Mr 61,83, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Kyselina heneikosanova (C21H202), Mr 326,55, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina chlorovodikova (HCI), Mr 36,46, w = 0,36, (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

L-Norleucin (CsH1sNO2), Mr 131,17, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Methanol (CH4O), Mr 32,04, (Merck, Darmstadt, Némecko)
Naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (C12HgO2), Mr 184,19, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
n-Hexan (CsH12), Mr 86,18, (Merck, Darmstadt, Némecko)

Supelco 37 Component FAME Mix, smés 37 FAME (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
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terc-Butylmethylether (CsH120), Mr 88,15, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Toluen (C7Hs), Mr 92,14, (Lach-ner, Neratovice, CR)

Uhli¢itan draselny (K2COs3), Mr 138,21, (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
2.2 Pomiicky a pristroje

Analytické vahy Adventurer™ Pro AV114C (Ohaus, Nanikon, Svycarsko)

Automatické pipety (Biohit PLC, Helsinky, Finsko)

Odstiedivka Sorvall TC6 (Sorvall® Instruments, Newtown, CT, USA)

Dérovaci klesté, pinzeta

Filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Kapalinovy chromatograf Prominence (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

e cCerpadla LC-20AD

e odplynovac¢ mobilni faze DGU-20A
e autosampler SIL-20AC

o termostat kolon CTO-20A

e fluorescen¢ni detektor RF-20A

e fidici jednotka CBM-20A
Kolona Ascentis® Express C18, 5 um, 150 x 4,6 mm, opatiend ochrannou kolonou Ascentis®
Express C18, 5 um, 5 x 4,6 mm (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Software LCSolution, verze 1,25 (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)
Kombinovana chladni¢ka s mraznickou (AEG, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)
Laboratorni sklo (kadinky, zkumavky, odmérné baiiky)
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Magnetické michadlo typ MR 3001 K8 (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)
Nylonov¢ filtry pro filtrovani mobilni faze, porozita 0,20 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Odbérova karta Whatman® Protein Saver Card (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Odpatovaci zafizeni Reacti-EVAP, model TS-18825 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA)

pH-metr inoLab, level 2, (WTW, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, Weilheim,
Némecko)

Plynovy chromatograf Shimadzu GC-2010 Plus s plamenové-ioniza¢nim detektorem
(Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

Kapilarni kolona HP-88, J&W, 100 m x 250 um x 0,25 um (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA)

Software GC-Solution, verze 2.42.00 SU2 (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

Polypropylenové zkumavky s vickem typu Eppendorf, 1,5 ml (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Piedvazky Adventurer™ Pro AV212C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)

Zkumavky z pyrexového skla a teflonovym tésnénim, 10 ml (Barloworld Scientific Group
Limited, Stone, Staffs, Velka Britanie)

Sklenéné vialky se Sroubovacim uzavérem (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

Sklenéné vialky s krimpovacim uzavérem (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

Termoblok, model 18821 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Ttepacka Reax top (Heidolph, Frankfurt, Némecko)

Ultrazvukova cCisticka ECOSON (ECOSON, Nové Mesto nad Vahom, Slovensko)

Zatizeni na upravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Némecko)
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2.3 Pracovni roztoky

Deionizovana voda

Deionizovana voda (G = 0,055 uS) byla vyrobena zatizenim na Gpravu vody Smart2pure. Voda

byla prefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 pm.

Pracovni roztok vnitfniho standardu (kyselina heneikosanova) v methanolu (asi 10 pg/ml)

Zasobni roztok heneikosanové kyseliny (asi 100 pg/ml) byl pfipraven rozpusténim navazky
10 mg v 100 ml methanolu. Nasledné byl pfipraven pracovni roztok zfedénim 0,5 ml zasobniho

roztoku v 50 ml methanolu. Roztok byl uchovavan pii -20 °C, maximalné po dobu 1 mésice.

Roztok uhli¢itanu draselného (asi 6%)

Navazka 6 g KoCOz byla rozpusténa v 93 ml deionizované vody. Roztok byl uchovavan pii

4 °C, maximaln¢ po dobu 1 mésice.

Smés hexanu a isopropylalkoholu v poméru 3:2 (v/v)

Smés byla piipravena smichanim 3 ml hexanu a 2 ml IPA.

Smés tert-butylmethyletheru a methanolu v poméru 3:1 (v/v)

Smés byla ptipravena smichanim 3 ml TBME a 1 ml methanolu.

Smés toluenu a methanolu v poméru 3:1 (v/v)

Smés byla ptipravena smichanim 3 ml toluenu a 1 ml methanolu.

Piiprava smési dle Folcha

Smés byla piipravena smichanim 4 ml CHsCl a 2 ml methanolu.

Smés methanolu a acetychloridu (19:1, v/v)

Smés pro derivatizaci MK na odpovidajici FAME byla ptipravena smichanim 9,5 ml methanolu

s 500 pl acetylchloridu.

Smés 10mmol/l hydrogenfosfore¢nanu sodného a acetonitrilu (95:5, v/v), pH 7.2: mobilni

faze A

V 950 ml deionizované vody byla rozpusténa navazka 1,35 g Na;HPOa, poté ptidano 50 ml

acetonitrilu a pH upraveno asi 6mol/l HCI na hodnotu 7,2.
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Smés 10mmol/l hydrogenfosforeénanu sodného a acetonitrilu (35:65, v/v), pH 7.2: mobilni

faze B

V 350 ml deionizované vody byla rozpusténa navazka 0,5 g Na;HPOa, poté ptidano 650 ml

acetonitrilu a pH upraveno asi 6mol/l HCI na hodnotu 7,2.

Boratovy pufr (asi 0,2mol/l)

Navazka 0,31 g kyseliny borité byla rozpusténa v 50 ml deionizované vody a pH upraveno asi

6mol/l NaOH na hodnotu 9,3.

Roztok kyanidu draselného (asi 40mmol/l)

Navazka 0,0130 g KCN byla rozpusténa v 5 ml deionizované vody. Roztok byl uchovavan pti

4 °C, maximalné€ po dobu 1 tydne.

Roztok naftalen-2,4-dikarboxaldehydu v ethanolu (asi 1 mg/ml)

Navazka 0,0050 g NDA byla rozpusténa v 5 ml ethanolu. Roztok byl uchovavan pii -80 °C,

maximaln¢ po dobu 1 mésice.

Z4sobni roztok vnitiniho standardu norleucinu (asi 22,5 mmol/I)

Navazka 0,0295 g norleucinu byla rozpusSténa v 10 ml deionizované vody. Zasobni roztok byl

po 1 ml pipetovan do 1,5 ml PP zkumavek a uchovavan pfi -80 °C.

Pracovni roztok vnitifniho standardu norleucinu (asi 10 umol/1)

Objem 90 pl zasobniho roztoku norleucinu byl nafedén ethanolem do objemu 10 ml. Tento

roztok byl dale 20x nafedén ethanolem v mnozstvi potiebném pro piipravu vzorkl v jednom
dni.

Zasobni roztoky aminokyselin

Zasobni roztoky jednotlivych AMK byly pfipraveny rozpusténim navazek v 10 ml
deionizované vody, vyjma tyrosinu a kyseliny glutamové, ty byly rozpuStény v 50 ml
deionizované vody (tabulka 4). Zasobni roztoky byly po 1 ml pipetovany do 1,5 ml PP

zkumavek a uchovavany pii -80 °C.
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Tabulka 4 Piiprava zasobnich roztok(i aminokyselin

AMK Navazka (g) Koncentrace (mmol/l) AMK Navazka (g) Koncentrace (mmol/l)

Ala  0,0907 101,8 Leu 0,1065 81,2
Arg  0,2101 99,7 Met  0,1440 96,5
Asn  0,1329 100,6 Phe  0,1328 80,4
Asp  0,0283 21,3 Ser 0,1077 102,5
Cit 0,1744 99,5 Tau  0,1271 101,6
GIn  0,1488 101,8 Thr  0,1189 99,8
Glu  0,2215 30,1 Trp  0,0620 30,4
Gly 0,0784 104,4 Tyr  0,0098 1,1
His 0,1568 101,1 Val 0,1141 97,4
Ile 0,1325 101,0

Smésnv pracovni roztok aminokyselin, standard aminokyselin S5

Smésny pracovni roztok AMK byl pfipraven pipetovanim odpovidajiciho mnozstvi zasobniho
roztoku jednotlivé AMK (tabulka 5) do odmérné bariky o objemu 25 ml a doplnénim po rysku

deionizovanou vodou.
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Tabulka 5 Piiprava smésného pracovniho roztoku aminokyselin, standardu S5

AMK  Objem (ul) Koncentrace AMK  Objem (ul)  Koncentrace (umol/l)

(umol/l)
Ala 370 1507 Leu 230 747
Arg 125 499 Met 25 97
Asn 60 241 Phe 155 498
Asp 590 502 Ser 490 2009
Cit 250 995 Tau 25 102
Gln 125 509 Thr 125 499
Glu 415 500 Trp 415 504
Gly 480 2005 Tyr 2300 100
His 375 1516 Val 195 760
Ile 125 505

Standardy pro sestrojeni kalibraéni kiivky

Jednotlivé standardy pro sestrojeni kalibracni kiivky byly pfipraveny fedénim standardu S5

deioniovanou vodou (tabulka 6)

Tabulka 6 Piiprava standardii pro sestrojeni kalibraéni ktivky

Standard Standard S5 (ul) Voda (ul)
SO 0 20

S1 20 380

S2 20 180

S3 20 80

S4 50 50
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2.4 Vzorky materského mléka a kolostra

Bylo ziskano celkem 8 vzorkt mleziva od zdravych anonymnich dobrovolnych darkyn
z Nemocnice Pardubického kraje a.s., Oddéleni Sestinedéli. DalSich 9 vzork zralého
matefského mléka poskytly matky, které koji déle nez mésic. Matky byly pfedem pouceny
0 odbéru vzorku a nasledném uchovani odbérové karty do druhého dne. Odbér mléka nebo
mleziva byl proveden technikou DMS. Odbérové karty byly rozdéleny zvlast na zény pro
stanoveni aminokyselin a mastnych kyselin. Zény, urc¢ené pro stanoveni mastnych kyseliny,

byly osetieny 0,1% roztokem BHT. VVzorky DMS byly uchovavany do doby analyzy pii -20 °C.

2.5 Pracovni postup stanoveni mastnych Kkyselin v suché kapce mléka

Pred samotnou analyzou byla provedena derivatizace MK na odpovidajici FAME smési

methanolu a acetylchloridu. FAME byly stanoveny metodou GC s FID.

2.5.1 Priprava vzorku k analyze mastnych kyselin plynovou chromatografii

(vzorky suché kapky a plasmy)
e Vzorky plasmy

Do 1,5ml polypropylenové (PP) zkumavky bylo pipetovano 100 ul plasmy, 100 ul roztoku
vnitiniho standardu v methanolu (asi 12 ug/ml) a 200 pl vody. Obsah zkumavky byl fadné
promichan a inkubovan 5 minut pii -20 °C. Poté bylo k smési ptidano 500 ul n-hexanu a obsah
zkumavky tadné tfepan na tiepacce po dobu 5 minut. Nasledné byla smés odstiedéna (2684 X g;
5 min) a horni hexanova vrstva pfenesena do zkumavky z pyrexového skla. Extrakce byla
opakovana a spojené hexanové vrstvy byly odpafeny v atmosféfe dusiku pfi teploté 50 °C.
K odparku bylo pipetovano 1000 ul derivatiza¢niho ¢inidla (smés methanolu a acetylchloridu,
19:1, v/v) a pfidano magnetické michadlo. Zkumavka byla vlozena do termobloku
vytemperovan¢ho na 100 °C a se zapnutych michanim (rychlost 8) a obsah inkubovéan pfi
100 °C po dobu 1 hodiny. K vychladlé smési na laboratorni teplotu bylo pipetovano 2,5 ml 6%
K2COs3 a smés byla intenzivné tfepana po dobu 5 minut. FAME byly extrahovany n-hexanem
(2 x 2 ml). Spojené hexanové vrstvy byly odpafeny v atmosféie dusiku (50 °C). Odparek byl
rozpustén v 100 pl dichlormethanu. Smés byla pfevedena do insertu vialky a ta uzaviena

uzaveérem krimpovacimi kleStémi.
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¢ Vzorky suché kapky mléka

Z DMS byl vyseknut terc¢ik o priméru 6 mm a vlozen do zkumavky z pyrexového skla.
K ter¢iku bylo poté ptidano 200 ul roztoku vnitiniho standardu v methanolu (asi 10 pg/ml)
a 300 pl derivatiza¢niho ¢inidla (smés methanolu a acetylchloridu, 19:1, v/v. Obsah zkumavky
byl inkubovan pii 100 °C po dobu 1 hodiny. K vychlazené smési na laboratorni teplotu bylo
ptidano 1250 pl 6% roztoku K>COgz a obsah zkumavky intenzivné tfepan 5 minut. FAME byly
extrahovany n-hexanem (1 ml), smés byla 5 minut intenzivné tfepana, odstfedéna (2684 x g,
10 minut) a do ¢isté zkumavky odebrana horni hexanova vrstva. K zbytku bylo opét pfidan 1 ml
n-hexanu a extrakce opakovana. Spojené hexanové vrstvy byly odpafeny v atmosféie dusiku
pii 50 °C. Odparek byl rozpustén v 100 pl dichlormethanu a smés pievedena do insertu vialky

a ta uzaviena uzavérem krimpovacimi klestémi.

2.5.2 Analytické parametry metod plynové chromatografie s plamenové-ioniza¢ni

detekei a vysokotui¢inné kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekei

Linearita

Linearita je piimkovd zéavislost mezi dvéma ndhodnymi proménnymi, tj. odezvou
instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu. Interval mezi nejnizsi a nejvyssi
hodnotou stanovované latky, v némz je latka stanovovédna s urCitou pifesnosti, spravnosti
a linearitou se nazyva linearni rozsah. Linearni zavislost dvou vzajemné zkoumanych veli¢in

1ze pak vyjadfit jako
y=ax+b,
kde a je smérnici kalibra¢ni kiivky a b je tisekem na ose y

Dtlezitym parametrem je tzv. korelacni koeficient (R), ktery charakterizuje t€snost shody dvou
analyzovanych proménnych. V piipad¢ linearni zavislosti nabyva korela¢ni koeficient hodnot

v

+ 1, pfi¢emz ¢im vice se R blizi jedné, tim tésnéjsi je shoda velicin.
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Presnost

Presnost je vyjadiena jako shoda mezi opakovanymi analyzami téhoz vzorku za stejnych
podminek. Jako mira piesnosti se pouziva varia¢ni koeficient CV (%).

Y(x; — AVG)?
§s= ———
n—1

S
CV (%) = —= X 100,

kde s je smérodatna odchylka, AVG je primérna hodnota, X; je koncentrace vzdy jednoho ze
vzorkd v sérii a n je pocet vzorkl. Pfesnost metody muize byt ovéfena na tfech Grovnich,
opakovatelnosti (pfesnost metody za stejnych podminek v kratkém casovém intervalu),
mezilehlou pfesnosti (shoda vysledkd v ramci jedné laboratofe, ale vjiném dni, jinym
pristrojem nebo jinym laboratornim pracovnikem) a reprodukovatelnosti (shoda vysledki mezi

riznymi laboratofemi).

Mez detekce a Mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD, z angl. limit of detection) a mez stanovitelnosti (LOQ, z angl. limit of
quantification) spolu tizce souvisi. Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky
signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu. Mez stanovitelnosti odpovida koncentraci, pfi
které¢ je presnost stanoveni takova, Ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. V separacnich
metodach se mez detekce vyjadiuje jako trojnasobek Sumu zakladni linie a mez stanovitelnosti

jako desetinasobek Sumu zakladni linie.

10 X h
LOQ =

3 Xh
LOD = ,

m

kde h je Sum zékladni linie a m je smérnice kalibracni kiivky.
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2.5.3 Podminky pro stanoveni mastnych kyselin metodou plynové chromatografie

S plamenové ioniza¢ni detekci
Oplach rozpoustédlem: 2x 0,5 pl pted nastiikem
Oplach rozpoustédlem: 2x 0,5 pl po néstriku

Objem davkovaného vzorku: 0,5 pl

Split mod: 10:1
Teplota nasttiku: 250 °C
Kolona: HP-88, J&W, 100 m x 250 um x 0,25 pum, stacionarni faze 88 %

kyanopropylen a 12 % arylpolysiloxan
Pocatecni teplota kolony: 75 °C

Teplotni gradient:

Zména [°C/min] Teplota [°C] Cas [min]
- 75 3
10 200 0
0,8 230 5
Délka analyzy: 58 min
Pratok MF (helium): 3 ml/min
Teplota FID: 250 °C
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2.6 Postup stanoveni vybranych aminokyselin v suché kapce mléka

Aminokyseliny byly derivatizovany NDA, vzniklé derivaty separovany na reverzni fazi

a detegovany fluorescencnim detektorem.

2.6.1 Priprava vzorki

Pro analyzu AMK v DMS byl ze stfedu odbérové karty vyseknut teréik o priiméru 6 mm
(odpovida 10 pl mléka/kolostra) a umistén do 1,5 ml PP zkumavky. Na povrch terciku bylo
pipetovano 50 ul deionizované vody a AMK byly eluovany 10 minut pii laboratorni teploté.
Poté bylo k terc¢iku pfiddno 150 pl roztoku norleucinu (asi 10 umol/l) a PP zkumavka byla
umisténa na 10 minut do ultrazvukové lazni. Po vyjmuti zkumavky z ultrazvukové 1azni byl
obsah zkumavky inkubovan 20 minut pii laboratorni teploté. Poté byl obsah zkumavky
odstfedén (1 minuta, 1000 X g, laboratorni teplota), 100 pul supernatantu pteneseno do 1,5ml
vialky z hnédého skla, pridano 300 pl boratového pufru, 20 pl roztoku KCN a 20 pl roztoku
NDA vV ethanolu. Obsah vialky byl fadné¢ promichan a smés byla inkubovana 15 minut pfi
laboratorni teploté. Standardy byly zpracovany stejnym zptisobem, jen namisto ter¢iku bylo do
1,5ml PP zkumavky pipetovano 10 pl (odpovidd objemu mléka/kolostra v 6mm terciku)

jednotlivého smésného standardu AMK a ptiddno namisto 50 pl deionizované vody, jen 40 pl.
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2.6.2 Podminky pro stanoveni aminokyselin metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekci
e Prutok mobilni faze: 0,75 ml/min
e Tlak na ¢erpadlech: maximalni 20,0 MPa, minimalni 2,0 MPa
e Teplota kolony: 37 °C
e Vzorky pred nastiikem chlazeny pii 8 °C
e Objem davkovaného vzorku: 5 pul
e Detektor: A (excita¢ni) 420 nm
A (emisni) 480 nm
teplota cely 37 °C
citlivost: nizka
zesileni: x4

e Eluce: gradientova

Mobilni faze A: smés acetonitrilu a 10mmol/l NazHPOj4 (5:95, v/v), pH 7,2
Mobilni faze B: smés acetonitrilu a 10mmol/l NaoHPO4 (65:35, v/v), pH 7,2

o 0,01 min,20% B

o 20,00 min, 32 % B
o 35,00 min, 54,5 % B
o 35,01 min, 100 % B
o 40,00 min, 100 % B
o 40,01 min, 20 % B
o 45,00 min, STOP

48



3 VYSLEDKY A DISKUZE

V mateiském mléce, které bylo zpracovano technikou DMS, jsme stanovovali hladiny
vybranych MK a AMK. Prvn¢ bylo nutné optimalizovat piipravu vzorku pied vlastni analyzou.
Dulezitou ¢asti ptipravy vzorku je derivatizace. Byla testovana také extrakce MK a AMK
z DMS.

Znalost slozeni matefského mléka napomaha studiu vyvoje kojence po porodu a lze na
zaklad¢ této znalosti predejit vzniku riznych onemocnéni. Saito a Kkol. vyuzili techniku
DMS pro stanoveni koncentrace 1éku podavaného pii revmatoidni artritidé. Cilem jejich prace
bylo objasnit v jaké mite je novorozenec vystaven danému 1é¢ivu. Je nutné testovat i dalsi 1é¢iva
podavana matkam béhem kojeni [56]. K tomuto uc¢elu by mohla dobie poslouzit technika DMS,
jelikoz k analyze staci jen maly objem vzorku a tim se zabrani plytvani matef'ského mléka, které

je pro kojence tak dilezité.
3.1 Optimalizace metody stanoveni mastnych Kkyselin plynovou
chromatografii s plamenové ionizacni detekci

Pti optimalizaci ptipravy vzorku pted vlastni analyzou byly sledovany hladiny téch MK,
které v matefském mléce dominuji. Patii sem zastupci z fad SFA, MUFA a PUFA, jejich

seznam je uveden v tabulce 7.

Pfi derivatizaci vzorku DMS jsme vychazeli ze studie [57].
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Tabulka 7 Mastné kyseliny, které se matefském mléce vyskytuji v nejvyssich koncentracich

ZKraceny zapis Nazev kyseliny
C14:0 Myristova k.

C16:0 Palmitova k.

C18:0 Stearova k.
cis-9-C16:1 Palmitoolejova k.
cis-9-C18:1 Olejova k.
cis-9,12-C18:2 Linolova k.
cis-9,12,15-C18:3 Linolenova k.
cis-5,8,11,14-C20:4 Arachidonova k.
cis-4,7,10,13,16,19-C22:6 Dokosahexaenova k.

Pro ureni neptesnosti méteni a kvantifikaci jednotlivych MK v matefském mléce, jsme
zahrnuli 1 minoritné zastoupené MK, jejichz seznam je uveden v tabulce 8. Typicky

chromatograficky zaznam stanoveni mastnych kyselin metodou GC-FID je uveden v piiloze 7.

Tabulka 8 Minoritné zastoupené mastné kyseliny

ZKraceny zapis

Nazev kyseliny

C15:0

C17:0

C20:0

cis-C14:1 n-5
cis-C20:1 n-9
all-cis-C20:2 n-6
all-cis-C20:3 n-6

all-cis-C20:5 n-3

Pentadekanova k.
Heptadekanova k.
Arachové k.
Mpyristoolejova k.
Eikosenova k.
Eikosadienova k.
Eikosatrienova k.

Eikosapentaenova k.
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3.2 Optimalizace derivatiza¢niho kroku mastnych kyselin

Byla provedena optimalizace derivatizaéniho kroku, ktery probihal pfi rtznych
teplotach a v rizném cCase. Bylo také testovano, jak zména objemu a slozeni derivatiza¢niho
¢inidla, respektive pomér jeho slozek (methanolu a acetylchloridu) ovlivituje vytéznost
derivatizace MK. Vytéznost derivatizace MK je uvedena jako relativni vytéznost vztazena

k nejvyssi vytéznosti derivatizace MK v experimentu.
3.2.1 Optimalizace teploty a doby derivatiza¢niho kroku

Jelikoz vytéznost derivatizace MK mize byt ovlivnéna teplotou a/nebo dobou reakce,
byla optimalizace derivatizaéniho kroku zamétena pravé na tyto dva parametry. V riznych
studiich se doba a teplota derivatizace lisily. Obecné lze Fici, Ze se zvySujici se teplotou klesa
doba potiebna ke kvantitativnimu provedeni derivatizace MK na odpovidajici FAME. Gao
a kol. pouzili ve své studii derivatizaci MK pii 70 °C po dobu tii hodin [58] a v jiné studii
45 minut pii 100 °C [59]. V této praci jsme testovali vliv teploty na vytéznost derivatizace
probehlé pii 60, 80 a 100 °C. Pro kazdou teplotu byla testovana rtizna doba derivatizace,
konkrétn¢ 30, 60, 120 a 180 minut. Z grafu 1 je zfejmé, Ze vytéznost derivatizace se PO
60 minutach vyznamné nezvysuje, naopak pii teplot¢ 60 °C a 100 °C dochazi k poklesu
vytéznosti se zvySujici se dobou derivatizace. Pii derivatizaci tak hraje vyznamnéjsi Glohu
teplota nez doba, po kterou derivatizace probiha. Nejvyssi vytéznosti derivatizace MK bylo

dosazeno pii teploté 100 °C, po dobu 60 minut (graf 1). Dosahli jsme stejnych vysledka jako
Lepage a Roy [57].
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Graf 1 Vliv doby a teploty na vytéZnost derivatizace mastnych kyselin

3.2.2 Pomér a objem derivatizacniho ¢inidla

Predmétem dalSiho zkoumani bylo, jak ovliviiuje objem a slozeni derivatizacniho
¢inidla uc¢innost derivatizace. K testovani byly pouzity tyto poméry smeési methanolu
a acetylchloridu: 4:1, 9:1, 19:1, 49:1 (v/v). Zgrafu 2 je patrné, ze pomér methanolu
a acetylchloridu v reakéni smési nehraje vyznamnou ulohu p#i ovlivnéni vytéZnosti
derivatizace. Pro dalsi analyzy jsme zvolili pomér methanolu a acetylchloridu 19:1 (v/v), stejné

jako Lillington a kol.[60] a Lepage a Roy [61].
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Graf 2 Testovani riiznych pomérti methanolu a acetylchloridu v reakéni smési pii derivatizaci MK

Na zakladé téchto vysledkt bylo nasledné testovano, zda se méni vytéznost derivatizace
pfi pouziti riiznych objemu derivatiza¢niho ¢inidla smichaného v poméru 19:1 (v/v). Testované
objemy byly 250, 750, 1000 a 1500 ul. Na zaklad¢ ziskanych vysledku (graf 3) Ize konstatovat,
ze vytéznost derivatizace neni nijak vyrazné ovlivnéna mnozstvim piidavaného derivatizaéniho

¢inidla.
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Graf 3 Testovani riiznych objemi derivatizaéniho ¢inidla pfipraveného smichanim methanolu a acetylchloridu

v poméru 19:1 (v/v)

3.3 Testovani extrakce mastnych Kkyselin ze suché kapky mléka

a methylesterti mastnych kyselin z reak¢éni smési

Nejprve jsme testovali extrakci MK z DMS a vysledky porovnavali s piimou
derivatizaci, bez extrakce. Testovanymi extrak¢nimi ¢inidly byly n-hexan, methanol, ethanol
a Folchovo ¢inidlo (smés chloroformu a methanolu, 2:1, v/v). Zgrafu 4 je patrné, ze
nejucinnéjsim extrakénim ¢inidlem je n-hexan, coz se shoduje s vysledky piedchozi diplomové
prace [62]. Také jsme testovali, zda se hladiny MK budou lisit v zavislosti na tom, zda ter¢ik
bude vyseknut ze stfedu ¢i okraje DMS na odbé&rové kartic¢ce. Zjistili jsme, Ze pokud je tercik
vyseknut z okraje DMS, je vytéznost MK niz$i nez, je-li ter¢ik vyseknut ze stiedu DMS

(graf 4). Proto je zapotiebi vzdy vysekavat ter¢ik ze stfedu DMS.
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Graf 4 Testovani extrakce mastnych kyselin ze suché kapky mléka riznymi extrakénimi ¢inidly a vlivu na

vytéznost mastnych kyselin, zda byl teré¢ik vyseknut ze stiedu nebo okraje suché kapky mléka

Folch smés — smés chloroformu a methanolu v poméru 2:1, (v/v); stied, okraj — tercik vyseknut ze
stiedu nebo okraje suché kapky mléka

Dalsim bodem optimalizace byla extrakce FAME. Testovali jsme smés n-hexanu a IPA
v poméru 3:2 (v/v), kterou pouzivali ve své praci Hara a Radin [63], smés toluenu a methanolu
v poméru 3:1 (v/v), pouzivanou Claytonem a kol. [64] a smés TBME a methanolu v poméru
3:1 (v/v) popsanou ve studii Mathyase a kol. [65]. Testovali jsme také pouziti samotnych
organickych rozpoustédel, n-hexanu, toluenu a TBME. Zgrafu5 je patrné, Ze pouziti
samotného toluenu ¢i ve smési s methanolem nema zéasadni vliv na vytéZnost, jelikoZ obsah
nasycenych a nenasycenych MK se pfiliS§ neméni. Pfi porovnani pouziti smési TBME
a methanolu s pouzitim samotného TBME, jsme zaznamenali mirny rozdil ve vytéznosti,
nicméné¢ TBME je pii laboratorni teploté vysoce tékavy a prace s timto rozpoustédlem je
komplikovana, hrozi vznik chyb pii zpracovani vzorku. Jako nejvhodnéjsi extrakéni ¢inidlo
FAME byl zvolen n-hexan. Extrakci lipofilnich latek n-hexanem pouzili ve svych studiich i jini
autofi[53, 59, 62].
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Graf 5 Testovani extrakce methylesterti mastnych kyselin z reakéni smési

3.4 Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v materském mléce

V mnoha publikacich je mnozstvi MK vV biologickych vzorcich uvadéno jako
procentualni zastoupeni [57, 58]. My jsme hladiny MK v DMS vyjadiovali v molarnich
koncentracich (umol/l) uréenych z tzv. IRF (z angl. Internal Response Factor). Jedna se
0 jednobodovou kalibraci s vyuzitim vnitfniho standardu. Vnitini standard, ktery se
v analyzovaném vzorku nevyskytuje, ale ma podobné fyzikalné-chemické vlastnosti jako MK,
byl ke vS§em vzorkiim pfidavan ve znamém mnozstvi. V kazdé sérii méteni byla analyzovana
komeréné dostupna smés FAME se znamou koncentraci vnitfniho standardu a vSsech MK. Prvné

byly vypocitany IRF pro jednotlivé mastné kyseliny (pfilohy 3 a 4) podle vztahu uvedeném
Vv rovnici 8.

IRF = plochajg X ctf. konc.yk

ctf. konc.;g X plochayg

Rovnice 8 Vzorec pro vypocet IRF

IS — vnitini standard; ctf.konc.wk — certifikovand koncentrace MK z FAME 37; ctf.konc.is — certifikovand
koncentrace vnitiniho standardu z FAME 37
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Koncentrace jednotlivych MK pak byly vypocitany podle vztahu uvedeném v rovnici 9.

koncentrace;g X plochayg X IRFyk

Koncetrace MK =
plochals

Rovnice 9 Vzorec pro vypocet koncentrace mastné kyseliny ve vzorku

V tabulkdch 9-10 je shrnuta zakladni statistickda analyza naméfenych dat. Hladiny
jednotlivych MK ve vzorcich kolostru a zralého matetského mléka jsou uvedeny v ptilohach
1 a 2. Zjistili jsme, Ze hladina vSech sledovanych MK v kolostru (median = 124 538 umol/l) je
vyrazné nizsi nez Ve zralém mléce (median = 221 630 umol/l). Zralé mateiské mléko obsahuje
vice lipida, coz je v souladu s literaturou [4]. Ziskand data jsme statisticky zpracovali
v programu Statistica 12, rozdily v hladinach MK mezi kolostrem a zralém matefském mlékem
jsme testovali metodou Mann-Whitney U testem. Za statisticky vyznamné rozdily lze
povazovat ty, kde hladina vyznamnosti p < 0,05, v tabulce 9 jsou zvyraznény Cervené. Nejvice

zastoupenou MK v matefském mléce je kyselina olejova, coz potvrzuji i jiné studie [68—70].
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Tabulka 9 Porovnani hladin vybranych mastnych kyselin v kolostru (n = 8) a zralém mateiském mléce (n = 9)

Kolostrum Zralé mléko
MK
Median IQR Median IQR p

C14:0 8088 3951 15113 11925 0,024
C15:0 645 254 840 273 0,061
C16:0 38452 17116 59670 29933 0,018
C17:0 756 305 1015 371 0,039
C18:0 8198 2054 15931 5053 0,002
C20:0 238 65 347 125 0,006
cis-C14:1 n-5 386 228 479 321 0,030
cis-C16:1 n-7 4002 2587 5762 3864 0,039
cis-C18:1 n-9 45360 10119 91161 16273 0,001
all-cis-C18:2n-6 13718 3570 28952 9898 0,001
all-cis-C18:3n-3 1095 329 2096 1281 0,011
cis-C20:1 n-9 804 258 899 435 0,736
all-cis-C20:2n-6 617 257 559 147 0,413
all-cis-C20:3n-6 671 174 758 337 0,470
all-cis-C20:4 n-6 947 276 1004 478 0,532
all-cis-C20:5n-3 90 35 138 81 0,014
all-cis-C22:6 n-3 530 146 523 351 0,962

IQR — mezikvartilovy rozdil, rozdil mezi 75. a 25. percentilem; p — Mann-Whitneyho U test, hodnoty zvyraznéné
Cervené jsou statisticky vyznamné (p < 0,05). Koncentrace jsou v umol/l.

Jak je z tabulky 9 patrné, hladiny vétSiny MK se statisticky vyznamné li§i v kolostru
a zralém mateiském mléku, dle ocekavana jsou vyssi hladiny ve zralém matetském mléce,
jelikoz matefské mléko obsahuje celkové vice lipidl nez kolostrum. Z tohoto divodu by bylo

lepsi porovnavat procentualni zastoupeni jednotlivych MK v kolostru a mléce (tabulka 10).

Z procentudlniho zastoupeni 1ze vypozorovat, Ze v kolostru jsou vice zastoupené SFA,

Vv Cele s kyselinou palmitovou. Ve zralém matefském mléce mé vysS$i zastoupeni zejména
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kyselina olejova a linolova. V kolostru je vyznamné vyssi zastoupeni PUFA fady n-6 a DHA,
coz miiZze mit vliv na vyvoj imunitniho systému ditéte. Tyto vysledky a tvrzeni se shoduje
s literarnimi udaji [69].

Tabulka 10 Porovnani procentudlniho zastoupeni vybranych mastnych kyselin v kolostru (n = 8) a zralém

matefském mléce (n = 9)

Kolostrum Zralé mléko
MK
Median IQR Median IQR p

C14:0 5,67 1,27 5,09 2,80 0,962
C15:0 0,46 0,04 0,34 0,10 0,024
C16:0 28,68 2,03 25,55 2,87 0,008
C17:0 0,40 0,06 0,32 0,05 0,006
C18:0 6,74 0,68 6,73 1,37 0,885
C20:0 0,24 0,03 0,19 0,02 0,006
cis-C14:1 n-5 0,22 0,05 0,21 0,06 0,665
cis-C16:1 n-7 2,26 1,25 2,21 0,58 0,810
cis-C18:1 n-9 37,19 1,65 39,72 4,15 0,049
all-cis-C18:2n-6 9,68 1,41 12,94 2,56 0,011
all-cis-C18:3n-3 0,77 0,21 0,88 0,27 0,532
cis-C20:1 n-9 0,84 0,29 0,44 0,13 0,001
all-cis-C20:2n-6 0,66 0,22 0,27 0,07 0,001
all-cis-C20:3n-6 0,50 0,18 0,33 0,09 0,001
all-cis-C20:4n-6 0,70 0,22 0,42 0,09 0,001
all-cis-C20:5n-3 0,05 0,01 0,06 0,02 0,885
all-cis-C22:6 n-3 0,38 0,20 0,20 0,05 0,006

IQR — mezikvartilovy rozdil, rozdil mezi 75. a 25. percentilem; p — hladina vyznamnosti u Mann-Whitneyho U
testu, hodnoty zvyraznéné cervené jsou statisticky vyznamné (p < 0,05). Data jsou procentudlnim zastoupenim

Jjednotlivych mastnych kyselin (%)
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3.5 Analytické parametry metody plynové chromatografie s plamenové
ionizac¢ni detekci
Pro ur€eni neptesnosti v sérii byl vzorek DMS desetkrat analyzovan (10 vzorkl

stejného matetského mléka) v ten samy den, za stejnych podminek. Varia¢ni koeficienty (CV),

vyjadiujici nepiesnost metody v sérii jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11 Neptesnost v sérii pro stanoveni vybranych mastnych kyselin v matefském mléce a kolostru

technikou suché kapky a metodou plynové chromatografie s plamenové ioniza¢ni detekci

MK AVG SD CV [%)]
C14:0 7134 692
C15:0 1684 122
C16:0 35019 2511
cis-C16:1 n-7 2969 233
C17:0 703 47
pod 10 %
C18:0 9787 796
cis-C18:1 n-9 73405 5338
C20:0 339 23
cis-C20:1 n-9 771 54
all-cis-C20:2 n-6 227 22
cis-C14:1 n-5 301 31
all-cis-C18:2 n-6 16979 1891
all-cis-C18:3 n-3 2134 372 pod 20 %
all-cis-C20:3 n-6 355 42
all-cis-C20:5 n-3 79 13
all-cis-C20:4 n-6 476 100
pod 30 %
all-cis-C22:6 n-3 252 79

AVG — aritmeticky primer,; SD - smerodatna odchylka; CV - variacni koeficient
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U 10 MK ze 17 sledovanych se hodnota varia¢niho koeficientu pohybovala pod 10 %.
Vétsinou to jsou MK, které se v matefském mléce a kolostru vyskytuji ve vyssich

koncentracich.

Z divodu nedostupnosti komer¢né¢ dodavaného kontrolniho materidlu se znamymi
koncentracemi MK a ani nemoznosti provést vytéznost metody formou standardnich ptidavkt
(nemame k dispozici standardy vSech MK), jsme porovnali ndmi naméfené koncentrace
s literarnimi udaji. Zjistili jsme, Ze nami naméfené hladiny MK v matetském mléce se vyrazné
nelisi od hladin publikovanych jinymi autory [70], také nami naméfené hladiny v lidské plazmé

jsou podobné s publikovanymi daty [71, 72].

3.6 Zastoupeni aminokyselin v materském mléce

Pozorovali jsme rozdily mezi koncentracemi AMK v kolostru a zralém matefském
mléce (Tabulka 12). Zjistili jsme, Ze nejvice zastoupenou AMK je glutamat, coz dokazuji i jiné
studie [31, 32] a jeho obsah ve zralém mateiském mléce je téméf dvojnasobny nez v kolostru.
Dalsi majoritné zastoupenou AMK je glutamin, jehoz koncentrace ve zralém mléce je vyrazné
vyssi nez v kolostru, coz potvrdila i studie Zhang a kol. [31]. Hladina vétSiny aminokyselin,
s vyjimkou asparaginu, argininu, threoninu, tyrosinu, tryptofanu, isoleucinu a leucinu, byla
vyssi ve zralém matefském mléce, z toho Ize usuzovat to, ze slozeni AMK v matetském mléce
se od pocatku kojeni méni. Toto tvrzeni je podpoieno studii Sadellhoffa a kol [73]. Nejméné

zastoupenou AMK je tryptofan, jehoz koncentrace nepiesahla ani u jednoho vzorku 7 umol/I.
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Tabulka 12 Zakladni statisticka analyza hladin vybranych aminokyselin v kolostru (n = 8) a zralém matefském

mléce (n =9) dobrovolnych darkyn

Kolostrum Zralé mléko
AMK
Median IQR Median IQR p*

Asp 28,0 17,0 38,4 6,3 0,092
Glu 395,9 237,7 719,3 1444 0,018
Asn 14,5 10,6 7,8 8,0 0,532
His 12,4 9,3 20,3 8,8 0,470
Gin 68,4 54,8 238,9 166,1 0,001
Ser 58,3 45,8 72,4 23,8 0,736
Cit 8,5 1,2 11,6 5,0 0,163
Arg 14,7 10,4 7,0 33 0,039
Gly 54,8 39,5 79,6 46,1 0,092
Thr 43,8 17,8 39,3 11,3 0,885
Ala 1211 150,0 161,4 357 0,470
Tyr 12,1 8,2 11,8 2,5 0,962
Tau 115,0 101,2 1117 109,8 0,597
2-AB 5,2 3,6 8,9 1,8 0,014
Val 27,0 15,9 29,6 145 0,312
Met 3,7 33 3,5 1,0 0,962
Trp 2,9 2,7 2,6 0,9 0,597
Ile 9,3 6,9 7,6 4,5 0,470
Phe 9,5 6,5 10,7 3,7 0,413
Leu 18,4 18,4 18,7 12,7 0,962

IQR — mezikvartilovy rozdil, rozdil mezi 75. a 25. percentilem; p — Mann-Whitneyho U test, hodnoty zvyraznéné

Cervené jsou statisticky vyznamné (p < 0,05)
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3.7 Analytické  parametry  metody kapalinové  chromatografie

S fluorescencni detekci

3.7.1 Optimalizace derivatiza¢niho kroku

Pro citlivé a spravné stanoveni AMK vV biologickych vzorcich je dulezit¢ metodu
derivatizace optimalizovat. Optimalizovana byla teplota a Cas reakce, slozeni reakéni smési
a také mnozstvi derivatiza¢niho ¢inidla. V této praci jsme jako derivatiza¢ni ¢inidlo pouzili
NDA. Derivatizaéni krok byl optimalizovan k ziskani maximalni vytéznosti
1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych ~ (CBI) derivatt AMK. Maximalni
fluorescence byla dosaZena po patnactiminutové inkubaci pii laboratorni teploté, kdy slozeni
reakéni smési bylo nasledujici: 18 ug NDA a 52 pg KCN v 68mmol/l boratovém pufru, pH 9,3.
Reakce je celkem rychla a probihd jiz za laboratorni teploty. Zjistili jsme, Ze stabilita CBI
derivatii je minimalné 48 h, pro derivaty vétSiny AMK dokonce pii laboratorni teploté.
Vyjimkou jsou derivaty serinu, threoninu a methioninu, jejichz derivaty jsou stabilni pouze po
dobu 24 h pti 8 °C. Vzniklé derivaty byly detegovany pii emisni vinové délce 480 nm s excitaci
pti 420 nm. Bylo optimalizovéano i slozeni mobilni faze pro ziskani relativné nejlepsi separace
CBI derivati jednotlivych AMK, v co nejkrat§im case. Pro optimalizaci metody byl pouzit
smésny standard AMK a smésny vzorek matetského mléka potu, ktery byl smichany z nékolika
vzorkll matefského mléka od darkyn. Byla testovana celad fada mobilnich fazi, pfedev§im smési
ruznych pufrl a organickych rozpoustédel, jako jsou ACN, methanol a ethanol a fada sekvenci

gradientové eluce. Kritéria byla rozliSeni, stabilita fluorescence a rychlost analyzy.

3.7.2 Identifikace derivati aminokyselin na zakladé reten¢nich ¢asu

Analyzou jednotlivych standardit AMK byly uréeny retenéni casy (RT) odpovidajicich
derivatt AMK. Varia¢ni koeficienty reten¢nich ¢asi se pohybovaly pod 5 %. V ptiloze 8 je
chromatograficky zaznam stanoveni vybranych AMK v lidském mléce metodou HPLC

s fluorescenéni detekci, ptilohy 8A-8D jsou piiblizenim piilohy 8.
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3.7.3 Analytické parametry metody stanoveni aminokyselin v mateiském mléce
3.7.3.1 Linearita

Pro kvantifikaci hladin vybranych AMK v lidském mléce ziskaném technikou DMS byla

pouzita metoda kalibra¢ni kiivky. Parametry 5 kalibra¢nich kiivek jsou uvedeny v tabulce 13.
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Tabulka 13 Mez stanovitelnosti, mez detekce a primérné parametry 5 kalibra¢nich kiivek metody vysokouéinné

kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci

AMK  Smérnice Intercept Korelaéni LOQ LOD Pracovni
AVG (SD.10°%)  AVG (SD) koeficient ~ pumol/l  pumol/l  rozmezi
pumol/1 pmol/1
Asp 0,0052 (91) 0,0007 (0,0029) 0,9998 5,6 18 5,6-212,6
Glu 0,0053 (340) 0,0346 (0,0106) 0,9998 20,1 6,6 20,1-2002,3
Asn 0,0050 (13) 0,0013 (0,0011) 0,9997 2,3 0,8 2,3-201,2
His 0,0048 (12) 0,0038 (0,0018) 0,9996 3,8 13 1,3-202,1
Gln 0,0049 (30) 0,0066 (0,0042) 0,9998 8,6 2,8 8,6-509,1
Ser 0,0044 (125) 0,0256 (0,0051) 0,9998 11,5 3,8 11,5-512,4
Cit 0,0058 (9) 0,0153 (0,0029) 0,9992 4,9 1,6 4,9-199,1
Arg 0,0051 (137) 0,0031 (0,0015) 0,9997 3,1 1,0 3,1-199,5
Gly 0,0055 (91) 0,0116 (0,0040) 0,9999 7,2 2,4 7,2-522,2
Thr 0,0045 (116) 0,0133 (0,0020) 0,9998 4,4 1,4 4,4-249,5
Ala 0,0051 (20) 0,0194 (0,0031) 0,9999 6,1 2,0 6,1-1018,1
Tyr 0,0050 (5) 0,0022 (0,0006) 0,9997 1.3 0,4 1,3-97,4
Tau 0,0056 (65) 0,0048 (0,0025) 0,9996 4,5 15 4,5-507,8
2-AB 00,0055 (30) 0,0011 (0,0020) 0,9997 3,6 1,2 3,6-205,8
Val 0,0054 (81) 0,0041 (0,0027) 0,9998 5,0 1,6 5,0-243,5
Met 0,0054 (44) 0,0011 (0,0011) 0,9997 2,1 0,7 2,1-193,0
Trp 0,0045 (9) -0,0004 (0,0008) 0,9998 1,8 0,6 1,8-182,1
lle 0,0056 (32) 0,0010 (0,0014) 0,9999 2,6 0,9 2,6-202,0
Phe 0,0054 (26) 0,0011 (0,0026) 0,9999 4,9 1,6 4,9-241,2
Leu 0,0055 (39) 0,0023 (0,0017) 0,9999 31 1,0 3,1-243,6

Mez stanovitelnosti (LOQ, z angl. limit of quantification) a mez detekce (LOD, z angl. limit of detection) byly
vypocteny z rovnic: LOQ = 10 Sa/b; LOD = 3,3 Sa/b, kde Sa je standardni odchylka interceptu a b je priumérnd
smérnice kalibracnich krivek; x-intercept (umol/l) je bod, ve kterém kiivka protina osu x (kde hodnotay = 0)
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3.7.3.2 Nepresnost v sérii

Pro urceni neptesnosti v sérii byl vzorek mléka (DMS) desetkrat analyzovan (10 vzorkl
stejného mléka) v ten samy den, za stejnych podminek a pii pouziti jedné kalibra¢ni kiivky.
Variaéni koeficienty (CV), vyjadiujici nepfesnost metody v sérii jsou uvedeny v tabulce 14.
Varia¢ni koeficienty nepiesnosti Se pohybovaly pod 10 %. Pro biologické vzorky a ptedev§im
pro biologické vzorky ziskané technikou suché kapky jsou vysledky uspokojivé.

Tabulka 14 Neptesnost v sérii pro stanoveni vybranych aminokyselin v matefském mléce technikou suché kapky

a metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekei

AMK  AVG SD CVv AMK AVG SD Cv

(umol/l)  (umol/1) (%) (pmol/l)  (umol/l) (%)
Asp 74,2 6,8 9,2 Ala 208,9 11,5 55
Glu 689,0 52,3 7,6 Tyr 8,2 0,5 6,1
Asn 22,1 2,1 9,5 Tau 201,5 111 55
His 33,2 2,4 7,2 Val 9,8 0,9 9,2
Gln 201,4 14,9 7,4 Met 35,6 2,0 5,6
Ser 98,9 7,0 7,1 Trp 4,9 0,3 6,1
Cit 10,2 0,8 7,8 lle 31 0,3 9,7
Arg 1245 8,2 6,6 Phe 8,5 0,3 35
Gly 94,5 6,3 6,7 Leu 10,6 0,6 57
Thr 66,9 4,1 6,1

AVG, aritmeticky primér; SD, smérodatna odchylka; CV, variaéni koeficient
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4 ZAVER

Cilem prace bylo potvrdit aplikovatelnost metod stanoveni mastnych Kkyselin
a aminokyselin ve vzorcich matefského mléka a kolostra ziskanych technikou suché kapky.
Mastné kyseliny byly pfevedeny na odpovidajici methylestery a analyzovany metodou plynové
chromatografie s plamenové-ionizaénim detekci. Aminokyseliny byly derivatizovany
naftalen-2,3-dikarboxaldehydem na odpovidajici 1-kyano-2-substituované-benz[f]isoindolové
derivaty, které byly separovany v systému obracenych fazi a detegovany fluorescenénim
detektorem. | kdyz bylo analyzovano pouze 17 vzorki matefského mléka nebo kolostra, 1ze
konstatovat, ze prezentované metody jsou dostatecné citlivé pro stanoveni mastnych kyselin

a aminokyselin ve vzorcich matetského mléka a kolostra ziskanymi technikou suché kapky.
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Priloha 1 Hladiny mastnych kyselin ve vzorcich kolostra, ziskanych technikou suché kapky

MK Koncentrace MK [umol/l]

C14:0 4716 12926 10517 9013 10162 7163 6826 3872
C15:0 380 850 914 529 668 622 711 367
C16:0 18526 55408 47743 34388 48781 36211 40693 20378
C17:0 396 1062 1108 592 793 719 800 467
C18:0 5489 11974 10147 7851 8812 7625 8545 4585
C20:0 221 326 328 284 238 238 232 144
cis-C14:1 n-5 170 474 397 211 462 418 374 167
cis-C16:1 n-7 1130 4000 4003 2086 5635 4506 4722 1631
cis-C18:1 n-9 21508 49511 59146 43644 48066 42801 47075 24831
all-cis-C18:2n-6 4611 14557 16908 16312 13282 14153 12904 6993
all-cis-C18:3n-3 432 1236 1848 1194 1054 1136 1004 492
cis-C20:1 n-9 661 844 1465 1089 746 764 947 595
all-cis-C20:2 n-6 437 558 1084 1158 583 694 650 462
all-cis-C20:3n-6 540 662 885 925 750 634 681 483
all-cis-C20:4 n-6 534 1019 1012 1399 882 792 1032 611
all-cis-C20:5n-3 31 158 105 69 89 92 92 34
all-cis-C22:6 n-3 562 385 815 439 546 377 602 513
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Piiloha 2 Hladiny mastnych kyselin ve vzorcich zralého matefského mléka, ziskanych technikou suché kapky

MK Koncentrace MK [umol/l]

C14:0 25676 19328 21591 9463 9556 15113 9666 9848 23386
C15:0 1366 207 1725 782 785 1031 774 840 1056
C16:0 75421 40656 76925 52497 46140 76073 41706 59670 76879
C17:0 1441 525 1490 1015 894 1265 860 1007 1250
C18:0 25999 11773 15931 16826 11705 15956 11469 14972 18216
C20:0 545 290 414 333 282 398 287 347 498
cis-C14:1 n-5 916 188 1179 413 450 657 497 440 762
cis-C16:1 n-7 6713 4887 7891 3785 3855 9614 4027 5762 8574
cis-C18:1 n-9 97527 83765 91161 77845 53971 94117 72364 93144 108550
all-cis-C18:2n-6 35295 38414 28952 28516 24108 23668 46135 28921 38655
all-cis-C18:3n-3 545 290 414 333 282 398 287 347 498
cis-C20:1 n-9 899 883 1157 723 483 1137 547 1164 1213
all-cis-C20:2n-6 594 638 740 456 438 647 531 491 559
all-cis-C20:3n-6 704 582 1042 395 572 918 758 800 941
all-cis-C20:4 n-6 1004 908 1094 724 709 1367 776 1254 1417
all-cis-C20:5 n-3 138 140 497 80 118 198 115 122 270
all-cis-C22:6 n-3 615 459 1329 281 271 702 305 523 657
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Piiloha 3 IRF mastnych kyselin vyskytujicich se v matetském mléce a kolostru ve vyssich koncentracich

MK RT [min] IRF
C14:0 19,86 1,00
C16:0 20,627 1,05
C18:0 20,81 1,03
Cis-9-C16:1 22,58 1,03
cis-9-C18:1 22,91 1,55
cis-9,12-C18:2 24,14 0,99
cis-9,12,15-C18:3 24,97 0,98
cis-5,8,11,14-C20:4 32,37 1,15
cis-4,7,10,13,16,19-C22:6 26,30 1,06

RT — retencni Cas; IRF — z angl. internal response factor

Piiloha 4 IRF mastnych kyselin vyskytujicich se v matetském mléce a kolostru v nizsich koncentracich

MK RT [min] IRF
C15:0 20,81 1,03
C17:0 22,91 0,98
C20:0 27,04 1,03
cis-Cl4:1 n-5 20,62 1,05
cis-C20:1 n-9 20,81 1,03
all-cis-C20:2 n-6 21,83 0,98
all-cis-C20:3 n-6 22,58 1,03
all-cis-C20:5 n-3 22,91 1,55

RT — retencni ¢as; IRF — z angl. internal response factor
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Priloha 5 Hladiny aminokyselin ve vzorcich kolostra, ziskanych technikou suché kapky

AMK Koncentrace AMK [umol/l]
Asp 13,5 8,9 58,6 31,7 35,6 38,9 24,3 21,4
Glu 94,5 138,0 836,1 302,3 599,2 457,2 465,5 334,7
Asn 4,8 3,3 25,6 13,1 23,5 15,9 17,2 9,4
His 8,4 52 30,8 30,3 16,6 12,5 12,3 11,6
Gln 35,6 54,0 7,5 74,9 151,3 90,9 1442 62,0
Ser 47,7 29,8 127,6 128,5 83,8 56,1 60,5 49,4
Cit 8,8 4,7 7,5 21,0 8,7 10,0 8,1 8,4
Arg 17,2 4,4 25,1 65,6 12,5 6,8 9,5 16,9
Gly 35,7 23,7 80,4 134,5 83,4 43,6 58,5 51,2
Thr 24,6 21,7 105,5 50,3 50,6 36,9 54,6 37,3
Ala 54,0 115,8 259,2 81,0 296,5 229,8 126,4 89,2
Tyr 5,5 5,9 18,6 19,3 15,0 12,5 8,4 11,7
Tau 268,7 42,0 179,4 129,7 86,5 100,3 69,1 194,9
2 AB 1,6 2,4 4,7 0,6 12,1 5,7 6,2 5,6
Val 11,8 14,6 53,4 36,4 36,4 27,2 22,5 26,7
Met 1,4 1,6 7,9 6,2 54 3,6 2,6 3,8
Trp 1,8 11 59 6,3 4,2 2,6 2,0 3,1
lle 4,9 4,3 22,3 18,2 12,6 8,0 7,8 10,6
Phe 4.4 52 19,3 14,2 14,7 9,5 9,5 8,7
Leu 8,2 8,9 42,0 40,1 28,5 16,9 14,3 20,0

Cit - citrulin; Tau - taurin; 2-AB — 2-aminomaselnd kyselina
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Piiloha 6 Hladiny aminokyselin ve vzorcich zralého matefského mléka, ziskanych technikou suché kapky

AMK  Koncentrace AMK [pmol/l]

Asp
Glu
Asn
His
Gln
Ser
Cit
Arg
Gly
Thr
Ala
Tyr
Tau
2 AB
Val
Met
Trp
Ile
Phe

Leu

38,4
790,7
9,6
21,9
603,7
123,4
14,6
10,7
115,7
90,3
176,9
17,3
210,9
20,6
70,8
6,1
3,3
16,3
14,9

37,6

26,6
656,8
21,8
12,0
214,9
80,1
10,2
6,7
170,8
42,9
140,7
11,8
144.3
5,9
19,9
2,7
2,0
7,3
91

14,9

33,9
461,6
14,6
20,5
106,5
53,6
7.3
4.6
62,5
32,2
130,2
6.4
88,5
7.6
24,2
3,2
2,0
5,3
9,6

11,9

50,1
743,7
6,6
12,1
308,6
75,4
11,6
53
69,6
39,3
1378
9,1
111,7
9,1
26,0
53
1,7
4,9
10,0
13,8

36,3
719,3
6,4
20,3
395,1
72,4
19,4
9,2
73,2
55,3
167,4
14,5
91,6
9,7
38,6
4,0
3,1
11,9
15,5

27,0

35,0
602,5
7.8
23,1
167,0
54,4
6,2
75
62,6
435
173,6
12,7
201,4
8,1
40,5
35
2,6
9,0
12,7

21,5

41,3
512,1
6,6
10,7
238,9
51,4
11,2
3,8
79,6
28,2
116,3
11,3
93,1
5,8
28,5
3,0
2,0
5,8
8,7

14,3

39,2
746,9
5,8
18,6
219,2
78,1
15,2
7,0
86,5
29,0
161,4
10,3
88,5
9,4
29,6
3,3
2,8
7,6
10,7

18,7

48,8
952,0
21,3
20,9
381,0
67,1
16,9
8,6
134,1
35,2
226,4
12,0
233,7
8,9
40,5
4,2
2,6
10,3
13,3
28,5

Cit - citrulin; Tau - taurin; 2-AB — 2-aminomaselnd kyselina
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Ptiloha 7 Typicky chromatograficky zaznam stanoveni mastnych kyselin ve vzorku matefského mléka, ziskaného technikou suché kapky

Piky: 1 — C14:0 (12 926 pumol/l); 2, cis-C14:1 n-5 (474 pumol/1); 3 — C15:0 (850 pumol/1); 4 — C16:0 (55 406 umol/1); 5 — cis-C16:1 n-7 (4000 umol/1); 6 — C17:0 (1062 pmol/1);
7 — C18:0 (11 974 pmol/1); 8 — cis-C18:1 n-9 (49 511 pmol/l); 9 — all-cis-C18:2 n-6 (14 557 pumol/1); 10 — C20:0 (326 pumol/l); 11 — all-cis-C18:3 n-3 (1236 umol/1); 12 —
Cis-C20:1 n-9 (844 pmol/1); 13 —all-cis-C20:2 n-6 (558 pmol/1); 14 — all-cis-C20:3 n-6 (662 pumol/1); 15 — all-cis-C20:4 n-6 (1019 pmol/1); 16 — all-cis-C20:5 n-3 (158 pumol/1);
17 — all-cis-C22:6 (385 pumol/1)

GC podminky: mobilni fazi bylo helium, teplota nasttiku 250 °C, pocatecni teplota 75 °C (3 min), teplotni gradient 10 °C/min (200 °C, 0 min), 0,8 °C/min (230 °C, 5 min),
pritok mobilni faze byl 3 ml/min, detekce byla plamenové-ioniza¢ni (teplota FID = 250 °C), nasttik byl 0,5 pl.
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Piiloha 7 A Chromatograficky zdznam stanoveni mastnych kyselin (methylester derivatti) ve vzorku matetfského mléka ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)

C14:0 (19,85 min); cis-C14:1 n-5 (20,61 min); C15:0 (20,8 min); GC podminky: viz ptiloha 7
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Piiloha 7 B Chromatograficky zdznam stanoveni mastnych kyselin (methylester derivati) ve vzorku matetského mléka ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)

C16:0 (21,83 min); cis-C16:1 n-7 (22,57 min); C17:0 (22,9 min); GC podminky: viz ptiloha 7
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Piiloha 7 C Chromatograficky zdznam stanoveni mastnych kyselin (methylester derivat) ve vzorku matetského mléka ziskaného technikou suché kapky (ptiblizeni)

C18:0 (24,14 min); cis-C18:1 n-9 (25,01 min); all-cis-C18:2 n-6 (26,31 min); GC podminky: viz pfiloha 7
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Ptiloha 7 D Chromatograficky zdznam stanoveni mastnych kyselin (methylester derivati) ve vzorku matefského mléka ziskaného technikou suché kapky (ptiblizeni)

C20:0 (27,02 min); all-cis-C18:3 n-3 (28,06 min); cis-C20:1 n-9 (28,11 min); all-cis-C20:2 n-6 (29,86 min); GC podminky: viz ptiloha 7
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Priloha 7 E Chromatograficky zadznam stanoveni mastnych kyselin (methylester derivati) ve vzorku matetského mléka ziskaného technikou suché kapky (ptiblizeni)

all-cis-C20:3 n-6 (31,26 min); all-cis-C20:4 n-6 (32,38 min); GC podminky: viz ptiloha 7
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Ptiloha 7 F Chromatograficky zaznam stanoveni mastnych kyselin (methylester derivatti) ve vzorku matefského mléka ziskaného technikou suché kapky (ptiblizeni)

all-cis-C20:5 n-3 (34,98 min); all-cis-C22:6 (42,58 min); GC podminky: viz pfiloha 7
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Piiloha 8 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[flisoindolovych derivatf) ve vzorku matefského mléka ziskaného

technikou suché kapky

Asp (35,6 umol/l, 2,94 min); Glu (599,2 umol/1, 3,75 min); Asn (23,5 umol/l, 8,69 min); His (16,6 pmol/l, 9,99 min); Gln (151,3 umol/l, 10,48 min); Ser (83,8 umol/1, 11,06 min);
Cit (8,7 pmol/l; 12,13 min); Arg (12,5 pmol/l, 14,19 min); Gly (83,4 umol/l, 15,13 min); Thr (50,6 pumol/l, 15,44 min); Ala (296,5 umol/l, 18,99 min); Tyr (15,0 umol/l,
20,22 min); Tau (86,5 umol/l, 20,79 min); 2-AB (12,1 pumol/l, 24,79 min); Val (36,4 pmol/l, 28,14 min); Met (5,4 pumol/l, 28,60 min); Trp (4,2 umol/l, 29,86 min);
lle (12,6 umol/l, 31,41 min); Phe (14,7 umol/l, 31,79 min); Leu (28,5 umol/l, 32,34 min); Nleu (32,80 min)

HPLC podminky: mobilni fazi A byla smés acetonitrilu a 10mmol/l Na;HPO4 (5:95, v/v), pH 7,2, mobilni fazi B smés acetonitrilu a 10mmol/l Na;HPO, (65:35, v/v), pH 7,2,
eluce byla gradientova, 0,01 min — 20 % B, 20,00 min — 32 % B, 35,00 min — 54,5 % B, 35,01 min — 100 % B, 40,00 min — 100 % B, 40,01 min — 20 % B; prutok mobilni faze
byl 0,75 ml/min pfi 37 °C, detekce byla fluorescencni (Aex = 420 nm, Aem = 480 nm, nastaveni citlivosti bylo nizké se zesilenim 4x), nasttik byl 5 pl.
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Piiloha 8 A Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivati) ve vzorku matefského mléka ziskaného

technikou suché kapky (pfiblizeni)

Asp (35,6 pmol/l, 2,94 min); Glu (599,2 umol/1, 3,75 min); HPLC podminky: viz pfiloha 8
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Piiloha 8 B Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-Kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivati) ve vzorku matetského mléka ziskaného

technikou suché kapky (pfiblizeni)

Asn (23,5 pmol/1, 8,69 min); His (16,6 umol/1, 9,99 min); GIn (151,3 umol/1, 10,48 min); Ser (83,8 umol/1, 11,06 min); Cit (8,7 wmol/1; 12,13 min); Arg (12,5 pmol/1, 14,19 min);
Gly (83,4 umol/1, 15,13 min); Thr (50,6 umol/l, 15,44 min); HPLC podminky: viz pfiloha 8
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Piiloha 8 C Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivat) ve vzorku matefského mléka ziskaného

technikou suché kapky (ptiblizeni)

Ala (296,5 pmol/1, 18,99 min); Tyr (15,0 umol/l, 20,22 min); Tau (86,5 umol/l, 20,79 min); 2-AB (12,1 umol/l, 24,79 min); HPLC podminky: viz pfiloha 8
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Piiloha 8 D Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivat) ve vzorku matefského mléka ziskaného

technikou suché kapky (pfiblizeni)

Val (36,4 pmol/l, 28,14 min); Met (5,4 umol/1, 28,60 min); Trp (4,2 umol/1, 29,86 min); lle (12,6 umol/1, 31,41 min); Phe (14,7 umol/1, 31,79 min); Leu (28,5 umol/1, 32,34 min);
Nleu (32,80 min); HPLC podminky: viz ptiloha 8
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