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ANOTACE

Tato prace se zabyva moznosti stanoveni vybranych mastnych kyselin v lidské krvi (ziskané
technikou suché kapky) metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Prace je
zamétena na pripravu vzorku pted analyzou a sleduje vliv nékterych faktort, které ovliviiuji
kvantitativni vysledky. Byly testovany riizné techniky zavadéni vnitiniho standardu ke vzorku,
stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve pii pokojové teploté, 4 °C
a—20 °C s ptidavkem a bez ptidavku antioxida¢niho Cinidla, butylované¢ho hydroxytoluenu.

Z analytickych parametri metody byly ur¢eny linearita a nepfesnost v sérii.

KLICOVA SLOVA

mastné kyseliny, sucha kapka krve, plynova chromatografie s hmotnostni detekci

ANNOTATION
This thesis deals with the possibility of determining selected fatty acids in human blood

(obtained by the dried spot technique) by the method of gas chromatography with mass
detection. This thesis is focused on sample preparation before analysis and the influence of
some factors affecting quantitative results. Different techniques of introducing an internal
standard to the sample were tested, the stability of selected fatty acids in a sample of dried blood
spot at room temperature, 4 °C, and —20 °C with and without the addition of the antioxidant
agent, butylated hydroxytoluene. Linearity and imprecision were determined from the

analytical parameters of the method.
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fatty acids, dried blood spot, gas chromatography with mass detection
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UvVOD

Metoda suché kapky krve (DBS; z angl. dried blood spot) je alternativni odbérovou technikou.
Vyuzivd se pfedevSim pfi novorozeneckém screeningu vrozenych metabolickych poruch.
Oproti bézné venepunkci ma vyhodu v tom, Ze se jedna o méné invazivni odbér krve, kdy jsou
pacientovi odebrany fadoveé jen desitky mikrolitrii krve. Jednodussi je také transport do
laboratote a uchovavani vzorki DBS. U celé tady analytt bylo prokdzano, ze jsou ve vzorku
DBS v porovnani s kapalnou krvi vice stabilni. Diky t¢émto a dal$im vyhodam se technika DBS
stale rozsifuje do vice oboril. Uplatituje se naptiklad pfi terapeutickém monitorovani hladin

1é¢iv, v preklinickych studiich pfi vyvoji novych 1éCiv, proteomice nebo metabolomice.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Lipidy

Lipidy pfedstavuji rozmanitou Skéalu sloucenin, které se klasifikuji na zéklad¢é jejich
rozpustnosti v organickych rozpoustédlech. Zahrnuji tuky, oleje, steroidy a vosky. Maji riiznou
ulohu. Lze je obecné rozdélit do dvou skupin podle polarity na polarni a nepolarni. Polarni
lipidy maji pfevazné strukturni ulohu, jedna se naptiklad o fosfolipidy. Nepolarni lipidy jako

triacylglyceroly (TAG) jsou zadsobni formou energie.

Lipidy mizeme dale délit na jednoduché, slozené a odvozené lipidy a prekurzory lipidi.
Jednoducheé lipidy jsou estery mastnych kyselin (MK) s riznymi alkoholy. Jde o tuky a vosky.
Slozené lipidy jsou estery MK obsahujici kromé alkoholu a MK jest€ dalsi skupiny. Mezi tyto
lipidy fadime fosfolipidy, glykolipidy, lipoproteiny, sulfolipidy a aminolipidy. Mezi prekurzory
lipidi a odvozené lipidy patii MK, glycerol, steroidy, ketolatky, uhlovodiky, vitaminy

rozpustné v tucich a nékteré hormony.

Nekteré lipidy nedokéze na$ organismus syntetizovat, a proto jsou nezbytnou slozkou

potravy. Mezi takové lipidy patii napiiklad nékteré polynenasycené MK (PUFA).

1.1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny se v pfirodnich tucich vyskytuji predevsim ve formé estert, ale vyskytuji se
1 v neesterifikované formé jako volné MK. Zakladni struktura je tvofena dlouhym alifatickym
fetézcem s karboxylovou skupinou na jednom konci a methylovou skupinou na konci druhém.
Uhlovodikovy fetézec mlzZe byt nasyceny nebo nenasyceny. MK v buikach pochézeji bud’

z exogennich zdrojl, nebo ze syntézy de novo.

Syntéza mastnych Kyselin
Syntéza MK probiha v cytosolu buiiky. Jde o energeticky naro¢ny proces. Vstupni latkou pro
syntézu je acetylkoenzym A (acetyl-S-CoA). Konec¢nym produktem je vétSinou palmitat. Tento

proces katalyzuji acetyl-S-CoA-karboxylaza a komplex syntazy MK.

Proces biosyntézy MK lze rozdélit do 3 fazi. Prvni fazi je karboxylace acetyl-S-CoA na
energeticky bohat$i malonyl-S-CoA. Tento proces probihd na enzymovém komplexu
acetyl-S-CoA-karboxylazy, ktery se skladd ze tfi podjednotek, biotinu, biotinkarboxylazy
a karboxyltransferazy. Prvnim krokem pfemény acetyl-S-CoA na malonyl-S-CoA je

karboxylace biotinu za ucasti ATP, druhym krokem je ptenos karboxylu na acetyl-S-CoA za
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vzniku malonyl-S-CoA. Druhd faze zahrnuje sled reakci, jimiz se z malonyl-S-CoA syntetizuje
nasyceny 16-uhlikaty fetézec kyseliny palmitové. Tyto reakce katalyzuje multienzymovy
komplex syntazy MK. Soucasti multienzymového komplexu je protein prenaSejici acyl
(ACP; z angl. acyl carrier protein), ktery slouzi jako nosi¢ substrati a meziprodukta
vznikajicich ¢innosti jednotlivych enzymi komplexu syntazy MK. Malonyl-S-CoA navézany
na ACP podstupuje sled reakci, kondenzaci, prvni redukci, dehydrataci a druhou redukci.
Témito kroky je acyl prodluzovan (v prvnim cyklu acetyl) o C> jednotku. Prodlouzeny acyl
o dva atomy uhliku se pienese z ACP na thiolovou skupinu zbytku cysteinu jednoho z enzymu
komplexu. Na uvolnénou thiolovou skupinu se znovu piipoji malonylova skupina a prob¢hne
stejny sled reakci. Tyto cykly se opakuji, dokud nevznikne palmitat. Posledni fazi je aktivace
palmitatu koenzymem A (HS-CoA) za ucasti ATP a katalyzy thiokindzou. Vznikne
palmitoyl-S-CoA, ktery se zapoji do syntézy lipidi. Vyuzije se pro tvorbu MK s delSim

fetézcem nebo pro tvorbu nenasycenych MK.

Odbouravani mastnych kyselin

Zatimco biosyntéza MK probihd v cytosolu, odbourdvani probihd v mitochondriich
a peroxisomech. Proces odbouravani se oznacuje jako B-oxidace. Ackoli jsou MK oxidovany
na acetyl-S-CoA a syntetizovany z acetyl-S-CoA, oxidace MK neni prostym opakem
biosyntézy. Odd¢leni oxidace v mitochondriich a biosyntézy v cytosolu umoziuje, aby byl

kazdy proces fizen samostatné.

Odbouravani MK je aerobni proces, ktery vyzaduje pritomnost kysliku. Tento proces
zahrnuje postupné Stépeni dvouuhlikatych jednotek acetyl-S-CoA prostfednictvim cyklické
fady reakci katalyzovanych samostatnymi enzymy, nejde tedy o multienzymové komplexy jako
v ptipad¢ syntézy MK. MK jsou do mitochondrii transportovany ve formé¢ acylkarnitind, které
vznikaji za katalyzy karnitinpalmitoyl(acyl)transferazy (CPT-1). Uvnitf mitochondrii je
acylkarnitin pfeménén za katalyzy CPT-2 zpét na acyl-S-CoA. Ten se poté odbourava sledem
reakci (dehydrogenace, hydratace, dehydrogenace a thiolytické §tépeni), pfi nichZ se z jeho
karboxylového konce odStépi vzdy dva uhliky tak, Ze se v jednotlivém cyklu vytvoii jedna
molekula acetyl-S-CoA. Behem tohoto procesu vznikd jedna molekula NADH a jedna molekula

FADH;. Schéma B-oxidace je zndzornéno na obrazku 1.
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Jednotlivé kroky jsou oznaceny i-iv. Acyl-S-CoA-dehydrogendza pouzivd jako akceptor elektronii
FAD, ktery je navazany na enzymu. FADH; navdzany na enzymu je oxidovan flavoproteinem
prendasejicim elektrony (heterodimer ETFa a ETFJ) za katalyzy ETF-dehydrogenazou (ETFDH),
elektrony jsou preneseny na koenzym Q (Q) [1].

Funkce mastnych kyselin

Mastné kyseliny, jak volné, tak i jako soucdst komplexnich lipidli, hraji klicovou tlohu
v metabolismu. Jsou dilezitymi zdroji energie, slouzi jako zékladni slozky vSech membran
a také jako regulatory genl. Funguji jako tepelna a elektrickd izolace, mechanicky chrani

organy.

Vedle sacharidi jsou MK vyznamnym zdrojem energie pro vétSinu aerobnich tkani, ne
vSak pro mozek. Tkané vyuzivaji MK jako alternativu glukézy. Oxidace MK nabyvéa na

vyznamu v dobé omezené dostupnosti glukézy.

Déle jsou MK soucasti fosfolipidi bunénych membran. Existuje pestrd paleta

fosfolipidii. Slozeni MK je ovlivnéno mimo jiné stravou, dale stavem metabolismu, plisobenim
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hormontl, stavem buniky a genetikou. SloZzeni MK v bunééné membrané ovliviiuje fyzikalni
vlastnosti membrany, coz nasledné ovliviiuje funkci membranovych proteinti a pohyb proteini

v membrang.

Rada MK je schopna regulovat expresi genii nebo aktivitu transkripénich faktorti. To
umoznuje MK regulovat metabolické procesy, jako je syntéza a oxidace MK, sestavovat

lipoproteiny a regulovat zanét a citlivost na insulin.

2.1 Metoda suché kapky krve
Metoda suché kapky krve (DBS) ma vici klasickému odbéru krve hned nékolik vyhod. V prvni

fad¢ je jen malo invazivni a vyzaduje pouze mikrolitry krve. Manipulace se vzorky DBS,
skladovani a preprava jsou mozné pii pokojové teploté. Analyty ve vzorcich DBS Ize métit
riznymi chromatografickymi, imunochemickymi a molekularn¢ biologickymi metodami
a hmotnostni spektrometrii. Aplikace techniky DBS metody je dnes pomérné rozsifena.
Vyuzivda se pfi  novorozeneckém screeningu vrozenych metabolickych chorob,
toxikokinetickych ¢i farmakokinetickych studiich, v klinické farmakologii, forenzni toxikologii

a pii dopingovych testech [2, 3].

2.1.1 Odbér vzorku suché kapky krve

Technika DBS obvykle spocivé v odebrani nékolika kapek kapilarni krve, které se ziskéavaji
pichnutim malou lancetou do paty nebo prstu. Krev se odebira na filtrani papir, ktery je ve
formatu karti¢ek znamych jako Guthrieho karty. Vzorky krve se nechaji jednoduse bez dalSiho
zpracovani zaschnout. Z chemického hlediska jsou analyty se slozkami krve adsorbovany na
pevnou matrici na bazi celuldézy. Adsorpce a pevny charakter vzorku zplisobuji, Ze analyty jsou
obvykle méné¢ reaktivni nez v tekutém vzorku krve. Analyty ¢asto vykazuji dobrou stabilitu za

okolnich podminek po dobu nékolika dni, v n¢kterych pripadech i nékolika mésict [4].

Vzhledem k tomu, ze odbér vzorku krve zahrnuje pouze pichnuti do prstu, je mozné,
aby si ho pacient provedl sdm, bez asistence Skolené¢ osoby. Jelikoz je potieba malé mnozstvi
vzorku krve, je technika DBS vyuzitelna 1 tehdy, kdyz je dostupnost krve omezena, to se tyka
predev§im novorozencl nebo kriticky nemocnych pacienti. Techniku DBS se nedoporucuje
pouzivat pro analyzu tékavych latek nebo pro kontaminované ¢i hemolyzované vzorky krve

(4, 5].
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Po zaschnuti krve je vzorek odeslan do laboratoie k analyze. V laboratofti se obvykle ze
zaschlého vzorku krve na odbérové karté vysekne maly disk s definovanym primérem

a provede se extrakce analytii do vhodného rozpoustédla [6].

Typy odbérovych karet pro techniku suché kapky krve

Odbérové karty jsou nejcastéji vyrobeny z Cisté celulozy. Jedna se o cenove dostupny material.
Tento typ karet je jiz n€kolik desetileti pouzivan pii novorozeneckém screeningu vrozenych
metabolickych chorob. Obecné lze fici, Ze pro aplikaci plné krve nebo jinych biologickych
tekutin postacuje jakakoli porézni celuldza. Je vSak dilezité posoudit pouzitelnost daného typu

materialu pro konkrétni analyzu [7].

Dalsi skupinou jsou celulézové odbérové karty oSetfené rlznymi patentovanymi
chemikaliemi. Naptiklad pouziti FTA odbérovych karet (z angl. Flinders Technology
Association) ma vyhodu v inaktivaci virti, ¢imz je snizeno riziko infekce. FTA karty mohou byt
impregnované také riznymi detergenty a dal$imi latkami, ¢ehoz se vyuziva naptiklad pfi
technice polymerazové fetézové reakce (PCR). Obsahuji latky, které vedou k lyze bunék,

denaturaci proteint a inhibici nukleaz [4, 7, 8].

Problémem pfi pouzivani odbérovych karet z celuldzy je vliv hodnoty hematokritu
a chromatograficky t¢inek na hladinu stanovovanych analytl. Z tohoto diivodu jsou zvaZzovany
1 alternativni necelulézové odbérové karty. Piikladem jsou nitrocelulézové nebo nylonové

odbérové karty nebo membrany ze sklenénych vlaken [7, 8].

Material odbérové karty by mél vykazovat vyrazné hydrofilni vlastnosti a homogenni
strukturu, kterd umoZiiuje rovnomeérnou a reverzibilni adsorpci krevnich sloZek vcetné proteinti
a dalSich biologicky aktivnich latek v porech membrany. Pro zlepSeni téchto vlastnosti je

povrch odbérovych karet riznym zplisobem upravovan [5].

2.1.2 Preprava a skladovani vzorki suché kapky krve

Pted skladovanim ¢i prepravou vzorkl DBS je velmi dtlezité, aby aplikovana krev byla zcela
vysuSena. Doba suSeni obvykle zavisi na objemu vzorku krve a typu odbérové karty. Obecné
se doporucuje, aby doba suseni vzorkl krve byla mezi 2-3 hodinami pii okolni teploté. Je nutné
zajistit volny pfistup vzduchu, avsak je nutné zabranit vystaveni vzorkl pfimému slune¢nimu

svétlu [5].

Pteprava odbérovych karet se vzorky DBS je v porovnani se vzorky plné krve mnohem

jednodussi a levnéjsi, s nadsazkou lze konstatovat, Ze odbérové karty lze zaslat jako bézny
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dopis. Technika DBS je vhodné v situacich, kdy je studie provadéna na odlehlych mistech
a v oblastech, kde neni mozné vzorky krve uchovavat a zpracovavat, tedy tam, kde nejsou
k dispozici chladnicky, mrazaky a odstfedivky, piipadné€ v mistech, kde neni elektricky proud

4, 9].

Po zaschnuti krve na odbérové kart€ je inaktivovana vétSina patogent, ¢imz je sniZzeno
riziko biologického ohrozeni spojené s prepravou vzorkii. Snizeni rizika biologického ohrozeni
spolu s jednoduchym skladovanim a ptepravou (bez nutnosti pouziti suchého ledu) umoznilo,

ze se na vzorky DBS nevztahuji pfedpisy o nebezpenych materidlech pti pieprave [3].

Skladovani vzorkii DBS by mélo probihat bez dosahu pfimého slune¢niho svétla
amimo vysokou vlhkost. Pro dlouhodobé skladovani vzorkli DBS se doporucuje pouzivat
sacky s absorbentem vlhkosti. Pro analyzu latek nestabilnich pti okolni teploté je nutné, aby
karty se vzorky DBS byly skladovany pfi nizké teploté, naptiklad pti 2-8 °C, —20 °C nebo
dokonce —80 °C [5].

2.1.3 Parametry ovliviiujici kvantitativni analyzu vzorki suché kapky krve

Ackoliv ma technika DBS mnoho vyhod, jednoduchy a malo invazivni zptisob odbéru krve,
prepravu, manipulaci a uchovavani odberovych karet se vzorky DBS, oSetfeni odbérové karty
pro zvySeni stability analyzovanych latek, existuje cela tfada parametrli, které ovliviuji
kvantitativni vysledky. Jmenovité jde predev§im o chromatografické ucinky, vliv hodnoty

hematokritu, objemové tcinky a také o stabilitu analytt [10, 11].

Analyza vzorkit DBS miize byt ovlivnéna hodnotou hematokritu. Hematokrit je
definovén jako objemova frakce (vyjadiena v procentech) krve obsazena erytrocyty. Hodnota
hematokritu se 1i$i s vékem, pohlavim, zdravotnim stavem a také mirné etnickym ptivodem.
Referen¢ni hodnoty jsou mezi 40 % a 50 % pro dospélé muze a mezi 35 % a 45 % pro dospélé
zeny. VyS§$i hodnota hematokritu se projevi vys$si viskozitou krve, tudiz stejné mnoZstvi
aplikované krve s vysokou hodnotou hematokritu se na filtracnim papiru rozsifi do mensi

plochy v porovnani s krvi majici hodnotu hematokritu nizsi [4, 6, 12].

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje stabilitu analyti ve vzorcich DBS je doba a teplota
skladovani. U vétSiny stanovovanych analytl ve vzorcich DBS skladovanych pii teploté 20 °C
doslo ke statisticky vyznamnému poklesu hladiny v porovnani se vzorky uchovavanymi pii
teploté¢ 4 °C nebo niz$i nez 0 °C. Bylo také zdokumentovano, ze casté zmrazovani

a rozmrazovani vzorki DBS vede k vyznamnym rozdilim v koncentraci lipidii ve srovnani
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s Cerstvymi vzorky. Analyza vzorki DBS muze byt také ovlivnéna podminkami pti odbéru krve
na odbérovou kartu. Vysoka teplota a vlhkost mohou usnadnit rist bakterii nebo zvysit rychlost

degradace analytu [10].

2.1.4 Vyhody a nevyhody techniky suché kapky krve

Hlavni vyhody techniky DBS jiz byly zminény. Technika DBS je v porovnéni s venepunkci
mén¢ invazivni diky moznosti odbéru krve po malém vpichu do prstu nebo paty. U mnoha
analyt byla touto technikou dosazena jejich zvysSena stabilita. Také pfeprava a skladovani
vzorkd DBS jsou jednoduché a relativné levné. Vyhodou je také nizsi riziko biologického
ohrozeni pro lidi, ktefi se vzorky manipuluji. Je pozadovan maly objem vzorku krve, coz je

vyhodné v situacich, kdy je k dispozici omezené mnozstvi odebrané krve [4, 13, 14].

Nevyhody techniky DBS spocivaji v kvantitativni analyze. Naptiklad kvantifikace
danych analytt je ¢asto zalozena na metodé vnitiniho standardu, ale u vétSiny metod vyuzivajici
techniku DBS se ptidavaji vnitini standardy do rozpoustédla pouZitého k extrakci analytl ze
vzorku DBS. Dalsi nevyhodou je mnozstvi analyzovaného vzorku, proto jsou pro analyzu
vétSiny biologicky vyznamnych molekul nutné vysoce citlivé analytické techniky. Zptsob
odbéru krve mize vést k nesrovnalostem ve vysledcich. Pacienti nebo personal odebirajici krev
by méli byt pouceni, jak spravné aplikovat krev na odbérovou kartu. Mnoho vzorkti DBS totiz
nelze analyzovat, protoZe vykazuji srazeni, vrstveni, pfesyceni, nedostate¢ny objem, krouzky
séra, viditelné stopy hemolyzy nebo kontaminace. Proto pfed odbérem krve je nutné zabranit
jakémukoli kontaktu s mistem, na které je aplikovdna krev. Pro stimulaci prokrveni mista
vpichu je vhodné masirovani a zaht4ti, misto vpichu je nutné ocistit alkoholem a prvni kapku
krve odstranit. Dalsi kapka krve se aplikuje na odbérovou kartu tak, aby kruh vytiStény na

filtra¢nim papite byl vyplnén tplné a homogenné [14-16].

2.1.5 Vyuziti techniky suché kapky krve v klinické praxi

V posledni dobé roste zajem o alternativni techniky odbéru vzorkd plné krve, zejména
v oblastech jako je genomika, proteomika a metabolomika. Technika DBS byla Gispé$né pouZita
pro cilenou proteomiku. Byly provedeny riizné studie pro sledovani vyznamnych biomarker.
Ptikladem mitize byt stanoveni hemoglobini pro diagnostiku srpkovité anémie a dalSich

hemoglobinpatii, ¢i hladiny ceruloplazminu pro diagnostiku Wilsonovy choroby [6, 17-19].

Rostouci zajem o tuto techniku byl zaznamenén i v oblasti farmacie. Nékteii farmaceuti

povazuji tuto metodu za vhodnou alternativu k odbéru plazmy nebo séra pro toxikokinetické,
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toxikodynamické, farmakokinetické a farmakodynamické experimenty na laboratornich

zviratech. Jedna se o preklinické studie, které se délaji pred testovanim 1é¢iv na lidech [6, 13].

v

Co se tyka klinickych aplikaci, nejvyznamné;jsi je novorozenecky screening pro vrozené
metabolické poruchy. Technika DBS se zde vyuziva jiz vice nez 50 let. V soucasné dobé
je diagnostikovano vice nez 50 vrozenych metabolickych poruch. Dal§im vyuzitim techniky
DBS je terapeutické monitorovani hladin 1é¢iv. Cilem je udrzet vhodnym davkovanim 1éc¢iva

jeho koncentraci v tzv. terapeutickém okné [2, 6, 13].

3.1 MozZnosti stanoveni mastnych kyselin v biologickych vzorcich

Mastné kyseliny hraji v biologickych systémech zasadni llohu. Nerovnovaha v zastoupeni MK
souvisi s fadou onemocnéni, a proto je jejich stanoveni v biologickych vzorcich dalezité. Pro
stanoveni hladin MK bylo vyvinuto mnoho analytickych strategii. Vzhledem k jejich strukturni
rozmanitosti je tfeba pfi vyvoji analytickych metod zohlediiovat mnoho faktord, vcetné
extrakénich a derivatizacnich metod, vybéru kolon a vnitinich standardf. U vSech metod by
mél byt v pocatecnim kroku analyzy vzorku pfidan vnitini standard (IS) nepfirozené se
vyskytujici MK o znamé koncentraci, aby bylo mozné korigovat ptipadné ztraty MK béhem
pfipravy vzorku a spravné stanovit vysledné koncentrace. V soucasné dobé se jako IS vyuzivaji

deuterované MK [20, 21].

3.1.1 Typy biologickych vzorku pro stanoveni mastnych kyselin
V mnoha studiich byly analyzovany hladiny MK v rtiznych biologickych vzorcich, naptiklad
v plazmé, plné krvi, matefském mléce, moci, erytrocytech, potu, slinach a vzorcich tkani, a to

za pouziti riznych analytickych strategii [20, 22, 23].

Pro zajisténi spolehlivosti pifi kvalitativni a kvantitativni analyze MK se biologicky
material oSetii tak, aby bylo zabranéno jeho oxidaci. Vzorky séra a plazmy se bezprosttedné
zamrazi pii teploté —80 °C, tkdné se zamrazi v tekutém dusiku. Tkanég se pfi teploté —196 °C

uchovavaji do doby provedeni analyzy MK [24].

Stanoveni mastnych Kyselin v plazmé
Plazma je v biomedicinskych studiich pro stanoveni MK nejpouzivangjSim typem vzorku.
Hladiny MK v plazmé izce souviseji s mnoha onemocnénimi, jako je metabolicky syndrom,

chronické onemocnéni, Alzheimerova choroba a rakovina [20, 25, 26].
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Stanoveni mastnych Kkyselin v erytrocytech

Ve srovnani se vzorky plazmy odrazi slozeni MK v membrané erytrocytl stav Zivotospravy
v obdobi 2-3 mésict. Profily MK erytrocytli souviseji se zanétem a nékterymi dusevnimi
poruchami, schizofrenii a poruchou autistického spektra. Mimo jiné je slozeni MK
v erytrocytech uziteCny ukazatel oxida¢niho stresu, kardiovaskularniho onemocnéni a dalSich

chronickych chorob [20, 27-29].

Stanoveni mastnych kyselin ve slinach

Pted odbérem slin je dulezité alesponn hodinu nejist, nepit a nekoufit. Tyto faktory by mohly
ovlivnit hladinu MK ve vzorku slin. Pfedpoklada se, ze koncentrace MK ve slindch souvisi
s n¢kolika onemocnénimi, piikladem je cysticka fibroza a Sjogrentiv syndrom. Ve slindch jsou

nejvice zastoupeny kyselina palmitova, linolova, olejova a stearova [20, 30, 31].

Stanoveni mastnych kyselin v potu

Misto, ze kterého se pot odebira, se otfe 70% ethanolem. Pot je odebiran do zkumavky nebo na
odbérovou kartu z filtraéniho papiru, na kterém se kapka potu necha zaschnout. Pouze nékolik
malo laboratofi se zabyvalo analyzou vzorkd potu, prozatim byla publikovana jedina préace
stanovujici MK ve vzorcich potu ziskanych technikou suché kapky (DSS; z angl. dried sweat

spot) [32, 33].

Pii analyze MK v potu bylo prokézano, Ze pot obsahuje celou fadu MK, pfedev§im
kyselinu laurovou, myristovou, palmitovou, olejovou a stearovou. Koncentrace MK pozitivné
koreluji s procentem télesného tuku pacienta. S rostouci dobou hladovéni se hladiny MK

postupné zvysuji. Souvislost mezi hladinami MK v potu a onemocnénim nejsou znamy [32].

3.1.2 Analyza mastnych kyselin plynovou chromatografii
Plynovéa chromatografie (GC) je nepostradatelnou analytickou technikou pii stanoveni MK
v ruznych vzorcich. Soucasné metody GC s pouzitim kapilarnich kolon umoznuji citlivé

a reprodukovatelné analyzy [34].

K analyze MK se nejcastéji vyuziva GC ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS)
a plamenové ioniza¢nim detektorem (GC-FID).

Ve srovnani s technikou GC-FID miiZze technika GC-MS poskytnout vice informaci
o struktufe stanovovanych latek. V disledku toho je GC-MS nejcastéji pouzivanou technikou

pro analyzu MK v biologickych vzorcich [20].
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Derivatizace mastnych kyselin pri jejich stanoveni v biologickych vzorcich technikou
plynové chromatografie
Derivatizace MK je béznym krokem ke zvysSeni jejich t€¢kavosti a citlivosti detekce, ke zlepSeni

chromatografického rozliSeni a snizeni chvostovani piku pro MK s dlouhym fetézcem [35].

Nejcastéji se MK prevadéji na methylestery MK (FAME; z angl. fatty acids methyl
esters). Proces derivatizace vétSinou zahrnuje jednostupnovou kyselou nebo alkalickou
transesterifikaci. Pro kyselou transesterifikaci se pouzivd kyselina chlorovodikova nebo
kyselina sirovd v methanolu nebo trifluorid bority (BF3) v methanolu. Pfi derivatizaci BF;
v methanolu se transesterifikuji existujici estery MK, které jsou pfitomny ve vSech tfidach
lipidt. Aby se zabranilo oxidaci nenasycenych MK, provadi se transesterifikace za pfitomnosti
butylhydroxytoluenu (BHT) jako antioxidantu. Takto provedend esterifikace MK
v biologickych vzorcich dosahuje u¢innosti pfiblizn¢ 97-99 %. Nevyhodou této metody je
nestabilita BF3 [24, 35].

Pro alkalickou transmetylaci se nejcastéji pouzivaji postupy s methoxidem sodnym
nebo hydroxidem draselnym v methanolu. Derivatizace methoxidem sodnym je pfi laboratorni
teploté relativné rychla. Tento postup vSak neni vhodny pro metylaci volnych MK. Pouziti
hydroxidu v methanolu zabraniuje izomerizaci nenasycenych MK a vzniku methoxy-artefaktu.
Tento postup je vSak spojen s rizikem hydrolyzy vzniklych methylesteri. Alkalick4 esterifikace
se vzacnéji provadi s pouzitim amonnych soli. Vazané MK se pfeméni na amonné soli, které
podléhaji v horkém portu injektoru plynového chromatografu pyrolyze za vzniku methylesterd.
Vyhodou této esterifikace je, Ze ji lze provadét pii pokojové teploté, je jednostupiiova a neni

nutnd extrakce vzniklych derivati [24, 36].

Navzdory velké vyhodé€ pouZiti derivatizace pii analyze MK existuji také nevyhody
tohoto postupu. Prvni nevyhodou je, Ze derivatizace je asové naro¢nd. Dalsi nevyhodou je
obtizné dosaZeni uplné transesterifikace MK a extrakce FAME. Lze obtiZzn¢ zabranit rozkladu,
izomerizaci a oxidaci nékterych nenasycenych MK pii vyssi teploté. Béhem odpatrovani
organického rozpoustédla pouzitého k extrakci methylesterit miize dochazet ke ztraté vysoce
tékavych FAME s kratkym fetézcem. Posledni nevyhodou je, Ze béhem procesu derivatizace
snadno vznikaji vedlejsi produkty, které mohou nésledné rusit kvalitativni 1 kvantitativni
analyzu. Vzhledem k uvedenym nevyhodam je snaha vyvinout jednoduché a rychlé metody

stanoveni MK bez nutnosti derivatizace [35].

23



V tabulce 1 jsou uvedena nékterd derivatizacni ¢inidla vyuzivana pro analyzu MK metodou

GC.

Tabulka 1 Vybrand derivatizacni cinidla vyuzivana pri analyze mastnych kyselin metodou plynové
chromatografie

Derivatizac¢ni Cinidlo Citace
trifluorid bority s methanolem [37]
kyselina sirova s methanolem [38]
kyselina chlorovodikova [38]

s methanolem

methoxid sodny s methanolem [39]
hydroxid draselny s methanolem [40]
acetylchlorid s methanolem [39]
diazomethan [38]

bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid [41]
trimethylchlorsilan s methanolem — [42]
tetramethylguanidin s methanolem [43]

Extrakce mastnych kyselin z biologickych vzorku pfi jejich analyze metodou plynové
chromatografie

Mastné kyseliny se z biologickych vzorkd ¢asto extrahuji technikou kapalina-kapalina za

wewvr

Prvni postup vyuziva smés chloroformu a methanolu v poméru 2:1 (v/v). K odd¢€leni
fazi je ke smési ptidana voda nebo vodny roztok soli. Pro analyzu MK je odebirana spodni faze.
Tato metoda extrakce je pii analyze lipidi povazovana za zlaty standard. Druhd z metod se
obvykle pouZziva pro analyzu MK v biologickych vzorcich, které obsahuji ptiblizn€ 80 % vody.
K extrakci se pouziva smés chloroform/methanol/voda v poméru 2:2:1,8 (v/v/v). Vyhodou této
metody je nizkd spotfeba rozpoustédel a zaroven vysokd vytéZnost extrakce. PouZiti

chloroformu vsak vyvolava obavy kvili jeho vysoké toxicité [20, 34].

Z divodu toxicity je chloroform €asto nahrazovan jinymi organickymi rozpoustédly.
Ptikladem jsou methyl-zerc-butylether, hexan a isopropanol. Pouziti hexanu a isopropanolu je

ve srovnani s vySe zminénou druhou metodou u€inngjsi [20, 24, 44].

Pti analyze MK v tkanich mohou byt pouzity vySe zminéné metody extrakce. Po nich
pak nasleduji chromatografické separacni techniky, jako je tenkovrstva chromatografie nebo
kapalinova chromatografie. Tato strategie je vSak Casové naro¢na. Pro alternativni extrakci
volnych MK lze vyuzit extrakci tuhou fazi (SPE; z angl. solid phase extraction). Pfi stanoveni

vazanych MK je potieba provést extrakci lipidii nasledovanou zmydelnénim. P analyze MK
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v bunéénych kulturdch nebo priméarnich builkdch se pro extrakci pouzivd smés methanolu

a dichlormethanu [45].

Pro zvysSeni rychlosti extrakce nebo sniZzeni spotieby rozpoustédel byly navrzeny
nékteré modifikované ptistupy. K extrakci MK ze vzorkt tkani je mozno vyuzit ultrazvuk. Tato
metoda je srovnatelna s metodou extrakce kapalina-kapalina. Vyhodou vsak je, ze je Setrnéjsi
k zivotnimu prostiedi diky nizsi spotfebé rozpoustédel. Vyuziva se také mikrovinné zéreni.

Vyhodou je opét rychlost metody a mala spotieba rozpoustédla [20].

Stacionarni fiaze pouzivané pri analyze mastnych Kkyselin metodou plynové
chromatografie

Ziskané derivaty MK se separuji v kapilarnich kolonach obsahujicich nepolarni stacionérni fazi,
sttedn¢ polarni fazi nebo vysoce poldrni fazi. Z nepolarnich staciondrnich fazi se nejcastéji
pouzivaji dimethylpolysilikonové a fenylmethylpolysilikonové faze. Pro separaci cis/trans
izomerl se upiednostiiuji vysoce polarni biskyanopropylpolysiloxanové stacionarni faze
(napt. HP-88, CP Sil 88, SP 2340). Tyto faze maji nizkou tepelnou stabilitu, a FAME jsou touto

staciondrni fazi siln¢ zadrzovany [35, 46].

Kapilarni kolony jsou komeréné dostupné s riznymi stacionarnimi fazemi rizného
chemického slozeni. Jak jiZz bylo zminéno, nejpouzivanéjsi nepolarni stacionarni fazi jsou
methylsilikonové faze. Mezi jejich vyhody patii vysokd tepelna stabilita, Siroky rozsah
pracovnich teplot a chemicka inertnost. Nevyhodou je horsi selektivita. Témito kolonami lze
separovat vétSinu FAME. Na nepolarnich kolonach FAME eluuji v potfadi podle bodu varu.
Nenasycené FAME eluuji pfed odpovidajicimi nasycenymi FAME o stejné délce uhlikatého
fetézce. Toto potfadi eluce je opatné nez na kolondch se stfedné a vysoce polarnimi

stacionarnimi fazemi [35, 47].

Derivaty MK se separuji predev§im na stfedné polarnich fazich, zejména
nitrilsilikonovych. V disledku nizké tepelné stability vysoce polarnich fazi a horsi selektivity

nepolarnich fazi se nejcastéji pro separaci FAME vyuZivaji sttedné polarni faze [35, 46].

Detektory pouzivané pri analyze mastnych Kyselin metodou plynové chromatografie

Citlivost GC detektort je pomérné vysoka. Bézné pouzivanym detektorem je FID. FID je
obecné velmi vyuzivanym detektorem pii detekci organickych sloucenin. Analyzované latky
jsou spaleny v plamenu vodiku a kysliku (vzduchu) za vzniku iontii. Nosnymi plyny jsou dusik,

helium nebo vodik. Pti pouziti vodiku je analyza rychlejsi, také separace je lepSi v porovnani
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s ostatnimi nosnymi plyny. Obvykla citlivost FID je v rozmezi pikogrami FAME v nésttiku.

[48, 49].

Pro ziskéani informaci o chemické struktute analyzovanych MK se vyuziva MS detektor.
Tento typ detekce také predstavuje potencialné silny nastroj pro kvantitativni analyzu MK. Pti
analyze MK se kromé¢ reten¢nich dat ziskdva i hmotnostni spektrum, diky ¢emuz je umoznéno
rozlisit separované analyty v pfipad¢€, ze od sebe nejsou dostatecné oddéleny. Pii spojeni MS
s GC se nejcCastéji pouziva elektronova ionizace. Tato technika ionizace generuje kladné ionty,
které podléhaji rozsahlé fragmentaci. Je wuzitecnd ve spojeni se specializovanymi
derivatizacnimi technikami pro ziskani informaci o struktufe, ale pro kvantitativni analyzu MK
je méné udinna. Setrngjsi formou ionizace s nizkym stupném fragmentace, pii niz zistavaji
pseudomolekuldrni ionty karboxylovych kyselin vétSinou neporusené, je chemické ionizace.
Diky vysokému vytézku iontl s hodnotou m/z blizkou hodnoté¢ jednondsobné nabitého
molekularniho iontu MK jsou techniky mékké chemické ionizace dobie pouzitelné pro

kvantitativni analyzu [24, 45, 50].

3.1.3 Analyza mastnych kyselin vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Vysokouc¢inna kapalinovad chromatografie (HPLC) se obecné pouziva k analyze sloucenin,
které jsou malo t€kavé, tepelné nestabilni nebo vysoce poldrni. Cilem ptipravy vzorku pro
analyzu MK je ptevést ho do formy vhodné pro analyzu metodou HPLC. Ideélni je, kdyZ jsou
MK rozpusténé v mobilni fazi. Proto je vétSina postupti piipravy vzorki, nezavisle na ptivodni
matrici, zamétfena na extrakci MK do kapaliny. Pfi pfipravé vzorkil pro stanoveni MK se
pouziva né€kolik postupli, napiiklad extrakce kapalina-kapalina, SPE, precipitace proteint,
odpateni organického rozpoustédla pouzitého pro extrakci MK a filtrace. Konkrétni postupy
zavisi na matrici a vlastnostech vzorku. V ptipad¢ krevni plazmy je nutnd precipitace proteint

[49, 51].

VétSina MK neobsahuje chromofory, které by pti metodé¢ HPLC usnadnily detekci ve
viditelné a ultrafialové oblasti ¢i fluorofory pro fluorescencni detekci. Z tohoto diivodu se pro
kvantifikaci MK vyuzivéa pfedevsim metoda GC nebo tenkovrstvd chromatografie (TLC) ve

spojeni s GC [49, 52].

Extrakce mastnych Kkyselin z biologickych vzorkii pri jejich analyze metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie

Nejbéznéjsi formou ptipravy vzorkil pro stanoveni MK v biologickych vzorcich metodou

HPLC je extrakce kapalina-kapalina. ProtoZze matrici je obecné vodnéd faze, pouziva se
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k extrakci nepolarni rozpoustédlo. Nejcastéji jsou volné mastné kyseliny ze vzorku krevni
plazmy extrahovany smeési heptanu a isopropanolu, lze vSak pouzit také acetonitril, hexan,
chloroform nebo diethylether. V piipad¢ potfeby se do extrakéniho ¢inidla piidava antioxidant,

napt. BHT [49, 53-55].

Pro extrakci MK dale stanovovanych metodou HPLC se nejcastéji pouzivd smés
chloroformu, heptanu a methanolu nebo isopropanolu a heptanu. Extrakce smési isopropanolu
a heptanu je ve srovnani s extrakci smési chloroformu, heptanu a methanolu vyrazné rychle;jsi.
Je tfeba si uvédomit, ze chloroform miize v biologickych vzorcich uvoliiovat MK z fosfolipida,
a tim falesné zvySovat hladinu volnych MK. Z tohoto diivodu a také z ditvodu vyssi ucinnosti
extrakce a reprodukovatelnosti a krat$i doby zpracovani je postup extrakce MK smési
isopropanolu a heptanu lepsi. Obé metody extrakce mohou byt dle potieby rizné modifikovany

[49, 56].

Derivatizace mastnych Kkyselin pri jejich analyze v biologickych vzorcich metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie

Vétsina lipidl absorbuje UV zéfeni pifi vinové délce 200 nm, pfi této vinové délce vSak také
absorbuji organicka rozpoustédla, ktera jsou soucasti mobilni faze. Z tohoto diivodu byla
vyvinuta ptredkolonova a postkolonova derivatizace, ktera zvysuje citlivost a selektivitu detekce
MK. Tento krok je uZitecny zejména pro analyzu stopového mnozstvi MK v biologickych
vzorcich, potravinach a vzorcich z Zivotniho prostfedi. Pro HPLC analyzu MK v riznych
biologickych vzorcich se pouziva tada derivatizacnich cinidel. Vyslednymi derivaty jsou
napiiklad estery p-nitrobenzylu, p-bromfenacylu, p-methylthiobenzylu a 1-naftylaminu
[24, 49, 52].

U vétsSiny HPLC metod jsou pied derivatizaci MK nutné zdlouhavé purifikaéni postupy.
Navzdory pomérné¢ dlouhé dobé analyzy neni vétSinou mozné dosdhnout simultanniho
stanoveni biologicky diilezitych PUFA. Pro screeningové vysetfeni velkého poctu vzorki je
zapotiebi pouzit jednoduchou a rychlou metodu s dostate¢nou separaci derivati MK. Takovou
metodou je derivatizace MK 2-nitrofenylhydrazinhydrochloridem (2-NPH-HCI) bez pfedchozi
purifikace vzorku a extrakce MK ze vzorku. Tato HPLC metoda je svou jednoduchosti,
dostatecnou selektivitou a citlivosti srovnatelnd s rutinnimi metodami GC a mize byt uspésné

pouzita pro stanoveni MK v riiznych biologickych vzorcich [52].

Vybrand derivatiza¢ni €inidla vyuzivana pfi analyze mastnych kyselin metodou HPLC jsou

uvedena v tabulce 2.
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Tabulka 2 Vybrana derivatizacni ¢inidla vyuzivana pri analyze mastnych kyselin metodou vysokoucinné
kapalinove chromatografie

Derivatizac¢ni Cinidlo Citace
2,4-dinitrofenylhydrazin [57]
2-NPH-HCl [52]
p-bromfenacyl [58]
p-nitrobenzyl [59]
p-methylthiobenzyl [60]
I-naftylamin [61]
2-hydrazincholin [62]
2-pikolylamin [63]
4-bromo-N-methylbenzylamin [64]
4-bromomethyl-6,7-methylendioxykumarin [65]
9-anthryldiazomethan [66]
luminol [67]
isoluminol [68]

2-NPH-HCI, 2-nitrofenylhydrazinhydrochlorid

Stacionarni a mobilni fize pouZivané pri analyze mastnych kyselin metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie

Pro stanoveni MK metodou HPLC jsou typickymi separacnimi rezimy reverzni faze (RP)
anormalni faze (NP). Rezim NP je vhodny pro analyzu volnych MK a dalSich nepolarnich
lipidi. VétSina analyz MK a jejich derivati se provadi na RP s pouzitim kolon naplnénych
silikagelem, na ktery je vazana oktadecylova (C18) nebo oktylova (C8) faze. Faze C18 se diky
vysokému rozliSeni lipidi pouzivd nejCastéji. Faze C8 slouzi predevSim pro separaci

polarngjsich lipidi, fosfolipidl a nasycenych MK s kratkym fetézcem [24, 51].

Izomery MK lze separovat na kolonach, které obsahuji ionty stiibra. Separace je pak
zaloZena na poctu, konfiguraci a poloze dvojnych vazeb a na skutecnosti, Ze cis-izomery jsou
na kolon¢ zadrzovany vyrazné siln€ji nez trans-izomery. lonty stiibra se v molekulach MK
vazou ireverzibiln€ na dvojnou vazbu. Vysledkem je selektivné zvySena retence takovych MK

na koloné¢ [24, 49].

Pro separaci MK se Casto pouziva gradientova eluce. Mobilni faze pro separaci volnych
MK na kolonég s reverzni fazi (C18) se od mobilni faze pro separaci estert lisi. Pro separaci
esterd se obvykle pouziva linedrni nebo ternarni gradient mobilni fdze obsahujici vodu
a organicka rozpoustédla, jako je methanol nebo acetonitril. Vyhodou acetonitrilu je, Ze jeho
maximalni viskozita je pouze o 20 % vysSi nez viskozita Cisté vody, zatimco viskozita
methanolu je asi 1,8krat vyssi nez viskozita ¢isté vody. Pro separaci volnych MK se do mobilni

faze obvykle pfidava kyselina octova jako supresor iontt [24, 69].
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Pro zlepSeni separace se v zavislosti na typu detekce pfidavaji do mobilni faze rizné
modifikatory, které zvySuji citlivost detekce. Napftiklad v ptipad¢ elektrochemické detekce se
k mobilni fazi ptidavaji rizné elektrolyty (napft. chloristan lithny a vitamin K nebo derivaty
kumarinu). Pfi UV detekci se pouzivaji organické modifikatory, tj. ethanol, 2-propanol,

dichlormethan nebo hexan [24].

Detektory pouzivané pii analyze mastnych Kkyselin vysokoucinnou Kkapalinovou
chromatografii

Pti HPLC analyze MK se nejcastéji pouziva UV detektor, ktery umoznuje detegovat MK fadove
ve stovkach pmol/l. Protoze nasycené MK neabsorbuji UV zéfeni, je potieba je preménit na
vhodné derivaty, jako jsou fenacylestery, naftacylestery nebo 2-NPH-HCI estery. Jde

o slouceniny, které obsahuji aromatické jadro [70-73].

Fluorescencni detekce vede ke zvySeni citlivosti a selektivity stanoveni MK.
V biologickych vzorcich se vyskytuji ptirozené fluoreskujici slouceniny, které emituji zareni
v rozmezi vinovych délek 300-400 nm. Z divodu mozné interference s témito slouc¢eninami je
potieba prevést MK na takové derivaty, které jsou charakterizované maximem fluorescence pii
vysSich vlnovych délkach (pfiblizné¢ 400—600 nm). Derivatizace MK, kterd vede

k fluorescenc¢ni detekci, probiha vétSinou v bezvodém prostredi. [24, 69, 74].

Pti detekci derivati MK chemiluminiscen¢nim detektorem se jako derivatiza¢ni ¢inidla
pouzivaji naptiklad luminol a isoluminol. Lze také pouzit specifické enzymy, napf.
acyl-S-CoA-syntetazu, nebo acyl-S-CoA-oxidazu. V ptfitomnosti ATP a koenzymu A se MK
aktivuje na acyl-S-CoA, kterd je pak oxidovana na 2,3-trans-enoyl-S-CoA, vznikd peroxid
vodiku. Peroxid vodiku reaguje s luminolem nebo isoluminolem. Chemiluminiscencni detekce

je vysoce citliva a selektivni [24].

Stejné jako GC, je mozné HPLC kombinovat s hmotnostnim spektrometrem. Nej€astéji
jsou pii téchto analyzdch vyuzivany ionizace elektrosprejem nebo chemicka ionizace za
atmosférického tlaku ve spojeni s kvadrupdlem, piipadné iontova past ve spojeni
s analyzatorem doby letu. Hmotnostni spektrometr je skvély néstroj pro uréeni struktury MK

[24, 75].

V posledni dobé¢ je pro detekci MK ¢asto pouzivan odpatfovaci detektor rozptylu svétla
(ELSD; z angl. evaporative light scattering detector). Tento detektor je schopny detegovat
jakykoliv analyt, ktery je méné tékavy neZz mobilni faze. Jeho princip je zaloZen na tfech
zakladnich po sobé jdoucich procesech: zmlZeni eluentu inertnim plynem, odpafeni mobilni
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faze a vytvoreni CasteCek méné teékavého solutu. Zmlzeny eluent se solutem dopadd do
odpatrovaci komurky, kde se méti rozptyl svétla na ¢asticich solutu. Vseobecné je ELSD
uznavan jako univerzalni nastroj pro kapalinovou a superkritickou fluidni chromatografii, ktera
vyuziva jako mobilni fazi superkriticky oxid uhlicity s pfimési riznych modifikatora. ELSD se
vyuziva k analyze latek, které €inn€ neabsorbuji UV zafeni, proto je pro analyzu MK vhodny

[76-78].

4.1 Referené¢ni rozmezi mastnych Kyselin v biologickych vzorcich

Stanovenim koncentrace MK v biologickych vzorcich se zabyvala cela fada pracovist, avSak
referencéni hodnoty se mezi laboratofemi pomérné 1isi. Faktort, které ovlivituji koncentraci MK
v biologickych vzorcich, je mnoho. Nejvyznamnéj$imi faktory ovliviiyjicimi hladiny MK
v biologickych vzorcich jsou rozdilné stravovaci navyky a zivotni styl testovanych jedinct,

v neposledni fad¢ také rliznad onemocnéni [79].

Hladiny MK v riiznych biologickych vzorcich lidi sice mohou byt pouzity jako
potencidlni biomarkery nékterych patologickych stavli, avSak je zapotfebi znat koncentraci

téchto MK u zdravych jedinci.
Hladiny MK u zdravych jedinct publikovany riznymi autory jsou shrnuty v tabulce (Ptiloha 1).

Vétsina studii, které se zabyvaji kvantitativnim stanovenim MK v biologickych vzorcich, je
zaméfena na zjiStovani koncentrace MK v souvislosti s konkrétnim onemocnénim ¢i
problémem. Mezi tato onemocnéni patii napiiklad diabetes, kolorektalni karcinom nebo

autismus [82—85].
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2 CIL PRACE

Cilem prace bylo zaméfit se na nékteré faktory ovliviiujici kvantitativni analyzu vybranych MK

ve vzorcich DBS a postupy piipravy vzorkti DBS pfed samotnou GC-MS analyzou.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vzorky
Vzorky krve byly odebirany z kubitalni zily do zkumavek obsahujici EDTA kvalifikovanym

zdravotnickym persondlem. Odebrané vzorky krve byly bezprostfedné po odbéru pipetovany
automatickou pipetou na odbérové karty (Whatman® 903 protein saver cards) tak, aby se $picka
nedotykala filtra¢niho papiru a krev byla nandsena formou kapky. Vzorky krve byly nasledné
ponechany zaschnout pii pokojové teploté v horizontalni poloze po dobu 3 hodin. Poté byly
odbérové karty umistény do hermeticky uzaviratelného polypropylenového sacku a uskladnény

pii —20 °C.

3.2 Chemikalie

Acetylchlorid (C2H3OCI), Mr 78,50 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Butylovany hydroxytoluen (C15H240), Mr 220,40 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Deuterovana kyselina palmitova D31 (CD3(CD2)14CO2H), Mr 287, 62 (Sigma Chemical
Company, St. Luis, USA)

Dichlormethan (CH2Cly), Mr 84,93 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Ethanol (C2HeO), Mr 46,07 (Merck, Darmstadt, Némecko)
Ethylacetat (C4HsO2), Mr 88,11 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Fluorid bority (BF3), 10% roztok v ethanolu, Mr 67, 81 (Sigma Chemical Company, St. Luis,
USA)

Hydrogenuhli¢itan draselny (KHCOs3), Mr 100,12 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina arachidonova (C20H3202), Mr 304, 47 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina arachidova (C20H4002), Mr 312, 53 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina behenova (C2:H4402), Mr 340, 58 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina cis-vacenova (Ci1sH3402), Mr 282, 46 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina dodekanova (Ci2H2402), Mr 200, 32 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)

Kyselina dokosahexaenova (C22H320.), Mr 328, 49 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
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Kyselina dokosapentaenova (C22H3402), Mr 330, 50 (Sigma Chemical Company, St. Luis,
USA)

Kyselina dokosatetraenova (C22H3602), Mr 332, 53 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina dokosatrienova (C22H3g02), Mr 334, 54 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina eikosapentaenova (C20H3002), Mr 302, 45(Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina eikosatrienova (C20H3402), Mr 306, 48 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina elaidova (CigH3402), Mr 282, 46 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina erukova (C22H4203), Mr 338, 57 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina fytanova (C20H002), Mr 312, 54 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina heneikosanova (C>1H4202), Mr 326, 56 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina heptadekanova (C17H3402), Mr 270, 45(Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina heptanova (C7H1402), Mr 130,19 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina hexakosanové (C26Hs5202), Mr 396, 70 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina linolelaidova (Ci1sH3202), Mr 280, 45 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina linolenové (CigH3002), Mr 278, 43 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina linolova (C1sH3202), Mr 280, 46 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina myristolejova (C14H2602), Mr 226, 35 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina myristova (C14H2802), Mr 228, 37 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina nonadekanova (Ci9H3302), Mr 298,50 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina nonanova (CoH1302), Mr 158,23 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina olejova (CisH3402), Mr 282, 47 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina palmitolejova (CisH3002), Mr 254, 41 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina palmitova (CisH3202), Mr 256, 42 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina pentadekanova (C15H3002), Mr 242,40 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)

Kyselina stearidonova (CisH2302), Mr 276, 42 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
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Kyselina stearova (CisH3602), Mr 284, 48 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina tetrakosanova (C24Ha302), Mr 368, 63 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina trans-vacenova (CigHz402) Mr 282, 46 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina tridekanova (C13H2602), Mr 214, 35 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina trikosanova (C23Hs602), Mr 354, 61 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina undekanova (C11H220.), Mr 186, 29 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
Kyselina y-linolenova (CigH3002), Mr 278, 43 (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA)
n-Hexan (CsH12), Mr 86,18 (Penta, Chrudim, CR)

3.3 Pomiicky a pristrojové vybaveni

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

Automatické pipety (Biohit PLC, Helsinky, Finsko)

Centrifuga Sorvall TC6 (Sorvall Instruments, Newtown, CT, USA)

Hlubokomrazici box MDF-U 3086S (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)

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

Kombinovana chladnic¢ka s mrazakem (AEG, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)
Koncentrator vzorkti Termovap TV10 (Ecom, Praha, CR)

Laboratorni sklo — odmérné valce, Erlenmeyerovy baiiky, lodicka na vazeni

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

Odbérove zkumavky s K3EDTA, 2 a 9 ml, Vacuette (Greiner Bio-one, Kremsmiinster,

Rakousko)
Plynovy chromatogratf GCMS-QP2010 SE (Shimadzu, Kjo6to, Japonsko)

Polypropylenové (PP) mikrozkumavky s vickem typu Eppendorf 1,5 ml (Fisher Scientific,
Pardubice, CR)

Piedvazky Adventurer™ Pro AV212C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)
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Pyrexové zkumavky se Sroubovacim uzdvérem a teflonovym tésnénim, 10 ml (Barloworld

Scientific Group Limited, Stone, Staffs, Velka Britanie)

Sklenéné vialky se $roubovacim a krimpovacim uzavérem (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Sklenéné inserty ND8, 200 pl (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

Termoblok PIERCE, model 18971 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Termoblok Reacti-Therm (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Trepacka Reax Multi (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

Tiepacka Reax top (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

Zatizeni na upravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Némecko)

3.4 Pracovni roztoky

Pfiprava deionizované vody

Deionizovana voda (G = 0,055 pS) byla pfipravena zafizenim na upravu vody Smart2pure

a pred pouZitim byla ptefiltrovana pies nylonovy filtr o porozité 0,2 pm.

Ptiprava roztoku butylovaného hydroxytoluenu (asi 1% roztok)

Navazka 0,05 g BHT byla rozpusténa v 6,27 ml ethanolu. Roztok byl uchovéavan pii 4 °C

maximalné po dobu 2 tydnu.

Piiprava roztoku hydrogenuhli€itanu draselného (asi 6%)

Navazka 3,3 g hydrogenuhliCitanu draselné¢ho byla rozpusténa v 55 ml deionizované vody.

Roztok byl uchovéavan pii 4 °C po dobu maximalné¢ 1 tydne.

Priprava smési ethanolu a acetylchloridu v pomeéru 5:1 (v/v)

Smés byla pfipravena napiiklad smichanim 5 ml ethanolu s 1 ml acetylchloridu. Smés byla

pfipravovana denné Cerstva.

Ptiprava zasobniho roztoku deuterované kyseliny palmitové (vnitini standard) o koncentraci asi

100 mg/1

Navazka 10 mg deuterované kyseliny palmitové [CD3(CD32)14CO2H] byla rozpusténa ve 100 ml

ethanolu. Roztok byl pipetovan po 1ml alikvotech a uchovéavan pii —80 °C.
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Pfiprava zasobnich roztokd mastnvych kyselin

Zasobni roztoky jednotlivych MK byly pfipraveny rozpusténim navazek (Tabulka 3) v 10 ml

prislusného rozpoustédla. Roztoky byly pipetovany po 1ml alikvotech a uchovavéany pii

—80 °C.

Tabulka 3 Priprava zasobnich roztokit mastnych kyselin

Koncentrace

Mastna Kkyselina Zkraceny zapis Navazka [g] Rozpoustédlo [pmol/l]
Heptanova C7:0 0,0051 ethanol 3917,7
Nonanova C9:0 0,0026 ethanol 1643,1
Undekanova C11:0 0,0025 ethanol 1342,0
Dodekanova C12:0 0,0042 ethanol 2096,6
Tridekanova C13:0 0,0024 ethanol 1119,7
Myristova C14:0 0,0115 ethanol 5035,7
Myristolejova Cl14:1 (n-5) 0,0026 ethanol 1148,6
Pentadekanova C15:0 0,0024 ethanol 990,1
Palmitova C16:0 0,1262 ethanol 49216,1
Palmitolejova C16:1 (n-7) 0,0030 ethanol 1179,2
Fytanova 3,7,11,15-tetramethyl-C16:0 0,0050 ethanol 1599,8
Heptadekanova C17:0 0,0036 hexan 1331,1
Stearova C18:0 0,0292 ethanol 10264,3
cis-Vacenova C18:1 (n-7 cis) 0,0040 ethanol 1416,1
trans-Vacenova C18:1 (n-7 trans) 0,0024 ethanol 849,7
Olejova C18:1 (n-9 cis) 0,0843 ethanol 29844.9
Elaidova C18:1 (n-9 trans) 0,0058 ethanol 2053.,4
Linolova C18:2 (n-6 cis) 0,1426 ethanol 50846,9
Linolelaidova C18:2 (n-6 trans) 0,0050 ethanol 1782,8
Linolenova C18:3 (n-3 cis) 0,0125 ethanol 4489,5
y-Linolenova C18:3 (n-6 cis) 0,0100 ethanol 3591,6
Stearidonova C18:4 (n-3 cis) 0,0010 ethanol 361,8
Nonadekanova C19:0 0,0027 hexan 904,5
Arachidova C20:0 0,0040 hexan 1279.,9
Eikosatrienova C20:3 (n-6 cis) 0,0100 ethanol 32629
Arachidonova C20:4 (n-6 cis) 0,0056 ethanol 1839,3
Eikosapentaenova C20:5 (n-3 cis) 0,0100 ethanol 3306,3
Heneikosanova C21:0 0,0027 hexan 826,8
Behenova C22:0 0,0030 ethanol 880,9
Erukova C22:1 (n-9 cis) 0,0032 hexan 945,2
Dokosatrienova C22:3 (n-3 cis) 0,0048 ethanol 1434,8
Dokosatetraenova C22:4 (n-6 cis) 0,0250 ethanol 75183
Dokosapentaenova C22:5 (n-6 cis) 0,0100 ethanol 3025,7
Dokosahexaenova C22:6 (n-3 cis) 0,0052 ethanol 1583,0
Trikosanova C23:0 0,0030 hexan 846,0
Tetrakosanova C24:0 0,0040 hexan 1085,1
Hexakosanova C26:0 0,0025 hexan 630,2
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Ptiprava pracovnich roztokt mastnych kyselin o koncentraci asi 100 mg/1

Pracovni roztoky jednotlivych MK o koncentraci asi 100 mg/l byly pfipraveny nafedénim

zasobnich roztok ethanolem (tabulka 4). Roztoky byly pipetovany po 1ml alikvotech

a uchovavany pii —80 °C. Jednotlivé pracovni roztoky MK byly smichény tak, aby vysledna

koncentrace MK v dané sad¢ (tabulka 5) méla koncentraci asi 20 mg/l. Do kazdé zkumavky

bylo pipetovano 50 ul pracovniho roztoku jednotlivé MK, v ptipad¢ sady 8 bylo do zkumavky

pipetovano 50 ul kyseliny heptanové, 50 ul kyseliny fytanové a 150 pul ethanolu. MK

v jednotlivych sadach (tabulka 5) byly analyzovany pro urceni jejich reten¢nich casii

a optimalnich cilovych a referen¢nich m/z.

Tabulka 4a Priprava pracovnich roztokii mastnych kyselin o koncentraci asi 100 mg/l

Zas. roztok Koncentrace

Mastna Kkyselina ZKraceny zapis [ul] Ethanol [ul] [mg/l]
Heptanova C7:0 100 400 102,0
Nonanova C9:0 190 310 98,8

Undekanova C11:0 200 300 100,0
Dodekanova C12:0 120 380 100,8
Tridekanova C13:0 210 290 100,8
Myristova C14:0 40 460 92,0

Myristolejova Cl14:1 (n-5) 190 310 98,8

Pentadekanova C15:0 210 290 100,8
Palmitova C16:0 10 490 2524
Palmitolejova C16:1 (n-7) 170 330 102,0
Fytanova 3,7,11,15-tetramethyl-C16:0 100 400 100,0
Heptadekanova C17:0 140 360 100,8
Stearova C18:0 20 480 116,8
cis-Vacenova C18:1 (n-7 cis) 130 370 104,0
trans-Vacenova C18:1 (n-7 trans) 210 290 100,8
Olejova C18:1 (n-9 cis) 10 490 168,6
Elaidova C18:1 (n-9 trans) 90 410 104,4
Linolova C18:2 (n-6 cis) 10 490 285,2
Linolelaidova C18:2 (n-6 trans) 100 400 100,0
Linolenova C18:3 (n-3 cis) 40 460 100,0
v-Linolenova C18:3 (n-6 cis) 50 450 100,0
Stearidonova C18:4 (n-3 cis) 500 0 100,0
Nonadekanova C19:0 190 310 102,6
Arachidova C20:0 130 370 104,0
Eikosatrienova C20:3 (n-6 cis) 50 450 100,0
Arachidonova C20:4 (n-6 cis) 90 410 100,8
Eikosapentaenova C20:5 (n-3 cis) 50 450 100,0
Heneikosanova C21:0 190 310 102,6
Behenova C22:0 170 330 102,0
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Tabulka 4b Priprava pracovnich roztokit mastnych kyselin o koncentraci asi 100 mg/!

Zas. roztok Koncentrace

Mastna kyselina ZKraceny zapis [pl] Ethanol [pl] [mg/]]
Erukova C22:1 (n-9 cis) 160 340 102,4
Dokosatrienova C22:3 (n-3 cis) 100 400 96,0

Dokosatetraenova C22:4 (n-6 cis) 20 480 100,0
Dokosapentaenova C22:5 (n-6 cis) 50 450 100,0
Dokosahexaenova C22:6 (n-3 cis) 100 400 104,0
Trikosanova C23:0 170 330 102,0
Tetrakosanova C24:0 130 370 104,0
Hexakosanova C26:0 200 300 100,0

Tabulka 5 Prehled mastnych kyselin v jednotlivych sadach

sada1l nonanova palmitova elaidova arachidova dokosatrienova
sada2 undekanova  palmitolejova  linolova eikosatrienova dokosatetraecnova
sada3 dodekanova  heptadekanova linolelaidova  arachidonova dokosapentaenova
sada4 tridekanova stearova linolenova eikosapentaenova dokosahexaenova
sada 5 myristova cis-vacenova y-linolenova  heneikosanova trikosanova

sada 6 myristolejova trans-vacenova stearidonova  behenova tetrakosanova
sada 7 pentadekanova olejova nonadekanova erukova hexakosanova
sada 8 heptanova fytanova

Pfiprava smésného standardu mastnvch kyselin o koncentraci asi 10 mg/1

Smésny standard MK o koncentraci asi 10 mg/l byl pfipraven smichanim zasobnich roztokt
jednotlivych MK (tabulka 6). Roztok byl pipetovan po 1ml alikvotech a uchovavan pii —80 °C.
Smésny standard MK byl pouzit k testovani vhodnych extrakénich €inidel a urceni odezvy

jednotlivych ethylesterd mastnych kyselin.

Tabulka 6a Priprava smésného standardu mastnych kyselin o koncentraci asi 10 mg/l

Mastna kyselina Zkriceny zapis Zas. roztok[pnl] Koncentrace [mg/l]
Heptanova C7:0 195 10,8
Nonanova C9:0 385 10,9
Undekanova CI11:0 400 10,9
Dodekanova C12:0 240 11,0
Tridekanova C13:0 420 11,0
Myristova C14:0 90 11,3
Myristolejova Cl4:1 (n-5) 385 10,9
Pentadekanova C15:0 420 11,0
Palmitova Cl6:0 10 13,7
Palmitolejova Cl16:1 (n-7) 335 10,9
Fytanova 3,7,11,15-tetramethyl-C16:0 200 10,9
Heptadekanova C17:0 280 11,0
Stearova C18:0 35 11,1
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Tabulka 6b Priprava smésného standardu mastnych kyselin o koncentraci asi 10 mg/l

Mastna Kyselina

ZKkraceny zapis

Zas. roztok [nl] Koncentrace [mg/l]

cis-Vacenova C18:1 (n-7 cis) 250 10,9
trans-Vacenova C18:1 (n-7 trans) 420 11,0
Olejova C18:1 (n-9 cis) 12 11,0
Elaidova C18:1 (n-9 trans) 170 10,7
Linolova C18:2 (n-6 cis) 10 15,5
Linolelaidova C18:2 (n-6 trans) 200 10,9
Linolenova C18:3 (n-3 cis) 80 10,9
v-Linolenova C18:3 (n-6 cis) 100 10,9
Stearidonova C18:4 (n-3 cis) 1000 10,9
Nonadekanova C19:0 370 10,9
Arachidova C20:0 250 10,9
Eikosatrienova C20:3 (n-6 cis) 100 10,9
Arachidonova C20:4 (n-6 cis) 180 11,0
Eikosapentaenova C20:5 (n-3 cis) 100 10,9
Heneikosanova C21:0 370 10,9
Behenova C22:0 335 10,9
Erukova C22:1 (n-9 cis) 315 11,0
Dokosatrienova C22:3 (n-3 cis) 210 11,0
Dokosatetraenova C22:4 (n-6 cis) 40 10,9
Dokosapentaenova C22:5 (n-6 cis) 100 10,9
Dokosahexaenova C22:6 (n-3 cis) 190 10,8
Trikosanova C23:0 335 10,9
Tetrakosanova C24:0 250 10,9
Hexakosanova C26:0 400 10,9

Priprava smésného standardu (S5) mastnych kyselin

Smésny standard MK (S5) byl pfipraven smichdnim zasobnich roztokl jednotlivych MK
(tabulka 7). Roztok byl pipetovan po 1ml alikvotech a uchovéavan pii —80 °C.

Tabulka 7a Priprava smésného standardu (S5) mastnych kyselin

Koncentrace
Mastna kyselina Zkraceny zapis Zas. roztok [pl] [pmol/l]
Heptanova C7:.0 20 7,1
Nonanova C9:0 50 7,4
Undekanova CI11:0 60 7.3
Dodekanova C12:0 300 56,8
Tridekanova C13:0 80 8,1
Myristova C14:0 400 181,9
Myristolejova Cl4:1 (n-5) 160 16,6
Pentadekanova C15:0 160 14,3
Palmitova C16:0 400 1777,6
Palmitolejova Cl16:1 (n-7) 1000 106,5
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Tabulka 7b Priprava smesného standardu (S5) mastnych kyselin

Koncentrace
Mastna kyselina ZKraceny zapis Zas. roztok [ul] [pmol/1]
Fytanova 3,7,11,15-tetramethyl-C16:0 60 8,7
Heptadekanova C17:0 200 24,0
Stearova C18:0 1000 926,8
cis-Vacenova C18:1 (n-7 cis) 1000 127,9
trans-Vacenova C18:1 (n-7 trans) 400 30,7
Olejova C18:1 (n-9 cis) 700 1886,4
Elaidova C18:1 (n-9 trans) 800 148,3
Linolova C18:2 (n-6 cis) 400 1836,5
Linolelaidova C18:2 (n-6 trans) 90 14,5
Linolenova C18:3 (n-3 cis) 400 162,1
y-Linolenova C18:3 (n-6 cis) 280 90,8
Stearidonova C18:4 (n-3 cis) 350 11,4
Nonadekanova C19:0 110 9,0
Arachidova C20:0 400 46,2
Eikosatrienova C20:3 (n-6 cis) 160 47,1
Arachidonova C20:4 (n-6 cis) 800 132,9
Eikosapentaenova C20:5 (n-3 cis) 150 44,8
Heneikosanova C21:0 60 4.5
Behenova C22:0 180 14,3
Erukova C22:1 (n-9 cis) 110 9,4
Dokosatrienova C22:3 (n-3 cis) 35 4,5
Dokosatetraenova C22:4 (n-6 cis) 30 20,4
Dokosapentaenova. C22:5 (n-6 cis) 120 32,8
Dokosahexaenova C22:6 (n-3 cis) 300 42,9
Trikosanova C23:0 60 4,6
Tetrakosanova C24:0 90 8,8
Hexakosanova C26:0 160 9,1

Piiprava standardu pro konstrukci kalibraéni kiivky

Pti ptipravé standardl pro konstrukei kalibraéni kiivky byl odparek smésného standardu MK,
S5 (odparek byl pfipraven odpafenim 4 ml smésného standardu MK, S5, v atmosféte dusiku),
prvng rozpustén ve 40 pl ethanolu a obsah zkumavky byl f4dn€ promichén na vortexu po dobu
2 minut. Poté bylo do zkumavky ptiddno 960 ul krve a smés byla opatrné promichéana.
Jednotlivé smésné standardy S0—S4 byly piipraveny podle tabulky 8. Vysledné koncentrace
jednotlivych MK ve standardech S1-S5 jsou uvedeny v tabulce 9. Padesat pl takto
pfipravenych standardii v plné krvi bylo pipetovano na odbérovou kartu Whatman #903
(pfedem osetfenou BHT) a ty byly ponechdny zaschnout za stejnych podminek jako v piipadé

realnych vzorkd.
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Tabulka 8 Priprava smésnych standardit SO—S4

Standard S5 [pl] Krev [pl]

SO 0
S1 30
S2 30
S3 60
S4 150

300
570
270
240
150

Tabulka 9a Koncentrace mastnych kyselin ve smésnych standardech S1—S5

Mastna kyselina

Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace

S5 [umol/l]  S4 [umol/l]  S3 [umol/l]  S2 [umol/l]  S1 [umol/1]

Heptanova 28,3 14,1 5,7 2,8 1,4
Nonanova 29,7 14,8 5,9 3,0 1,5
Undekanovéa 29.1 14,5 5,8 2,9 1,5
Dodekanova 2272 113,6 454 22,7 114
Tridekanova 32,4 16,2 6,5 3,2 1,6
Myristova 727.5 363,8 145,5 72,8 36,4
Myristolejova 66,4 33,2 13,3 6,6 3,3
Pentadekanova 57,2 28,6 11,4 5,7 2.9
Palmitova 7110,2 3555,1 1422,0 711,0 355,5
Palmitolejova 425,9 212,9 85,2 42,6 21,3
Fytanova 34,8 17,4 7,0 3,5 1,7
Heptadekanova 96,2 48,1 19,2 9,6 4.8
Stearova 3707,2 1853,6 741,4 370,7 185,4
cis-Vacenova 511,6 255,8 102,3 51,2 25,6
trans-Vacenova 122.8 61,4 24,6 12,3 6,1
Olejova 7545,6 3772,8 1509,1 754,6 377,3
Elaidova 593,2 296,6 118,6 59,3 29,7
Linolova 7345,8 3672,9 1469,2 734,6 367,3
Linolelaidova 58,0 29,0 11,6 5,8 2,9
Linolenova 648,6 3243 129,7 64,9 324
v-Linolenova 363,2 181,6 72,6 36,3 18,2
Stearidonova 45,7 22,9 9,1 4.6 2.3
Nonadekanova 36,0 18,0 7,2 3,6 1,8
Arachidova 184,9 92,5 37,0 18,5 9,2
Eikosatrienovéa 188,6 94,3 37,7 18,9 9,4
Arachidonova 531,4 265,7 106,3 53,1 26,6
Eikosapentaenova 179,1 89,6 35,8 17,9 9,0
Heneikosanova 17,9 9,0 3,6 1,8 0,9
Behenova 57,3 28,6 11,5 5,7 2,9
Erukova 37,6 18,8 7,5 3,8 1,9
Dokosatrienova 18,1 9,1 3,6 1,8 0,9
Dokosatetraenova 81,5 40,7 16,3 8,1 4.1
Dokosapentaenova 131,1 65,6 26,2 13,1 6,6
Dokosahexaenova 171,5 85,8 34,3 17,2 8,6
Trikosanova 18,3 9,2 3,7 1,8 0,9
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Tabulka 9b Koncentrace mastnych kyselin ve smésnych standardech S1—S5

Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace
S5 [umol/l]  S4 [umol/l]  S3 [pmol/l]  S2 [umol/l]  S1 [umol/1]
Tetrakosanova 35,3 17,6 7,1 3,5 1,8
Hexakosanova 36,4 18,2 7,3 3,6 1,8

Mastna kyselina

3.5 Priprava vzorki suché kapky krve

Priprava vzorki suché kapky krve pro porovnani poméra plochy piki jednotlivych
mastnych Kyselin k ploSe piku vnitiniho standardu vybranych mastnych kyselin, kdy byl
tercik (6mm) vyseknut z krevni skvrny s objemem 50 pl a celé krevni skvrny s objemem

10 pl

Ter¢ik o priméru 6 mm, vyseknuty ze vzorku DBS, odpovida ptiblizné objemu 10 pl krve.
Vzorky DBS byly pfipraveny tak, Ze na odb&rové karty, oSetfené 1% roztokem BHT, bylo
pipetovano 50 pl a 10 pl krve (obrdzek 2). Vzorky byly pfipraveny v triplikatu (celkem
6 vzorki). Po zaschnuti krve byly odbérové karty ulozeny v hermeticky uzaviratelném
polypropylenovém saCku a uskladnény pti —20 °C. Ptred analyzou byly ze vzorkii DBS

vyseknuty terciky, jak je znazornéno na obrazku 2.

Pipetovani krve Vyseknuti terciku krve

&
®

©
ODO

2 mm okraj

°®
*®
OO0
eele
Oee
D®
O®
ODO

Obrazek 2 Zpiisob pipetovani krve na odbérovou kartu (vievo) a vyseknuti terciku ze vzorku suché
kapky krve (vpravo) pro porovnani pomerii plochy pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku

vuitrniho standardu vybranych mastnych kyselin

Priprava vzorki suché kapky krve pro porovnani poméra plochy piki jednotlivych
mastnych Kkyselin k ploSe piku vnitiniho standardu vybranych mastnych kyselin, kdy byl

ter¢ik (6mm) vyseknut uprostied a na okraji krevni skvrny

Vzorky DBS byly ptipraveny pipetovanim 100 pl krve na odbérové karty oSetfené 1% roztokem
BHT (obrazek 3). Vzorky byly pfipraveny v triplikatu (celkem 6 vzorki). Po zaschnuti krve

byly odbérové karty uloZzeny v hermeticky uzaviratelném polypropylenovém sacku
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a uskladnény pti —20 °C. Pfed analyzou byly ze vzorki DBS vyseknuty teréiky, jak je

znazornéno na obrazku 3.

Pipetovani krve Vyseknuti terdikd krve

Obrazek 3 Zpiisob pipetovani krve na odbérovou kartu (vievo) a vyseknuti terciku ze vzorku suché
kapky krve (vpravo) pro porovnani pomeérii plochy pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku

vuitrniho standardu vybranych vybranych mastnych kyselin

Piiprava vzorki pro techniku zavadéni vnitiniho standardu ke vzorku suché kapky krve
Vzorky DBS pro ur¢eni nejvhodnéjsi techniky zavedeni IS byly ptfipraveny 5 riznymi zptsoby.

1) Prvnim a zaroven referenénim zptisobem zavedeni IS ke vzorku DBS bylo pfidani IS do krve
pred jejim nanesenim na odbérovou kartu. Roztok IS o koncentraci asi 100 mg/l a objemu
500 pl byl odpaten do sucha v atmosféie dusiku. K odparku bylo pfidano 20 pl ethanolu a smés
byla nasledné po dobu 2 minut promichéna na vortexu. Po promichéani bylo ke smési ptidano
480 pl krve. Po opatrném promichéni byla krev pipetovdna na odbérovou kartu oSetienou 1%
roztokem BHT (50 pul a 10 pl; obrazek 4). Vzorky DBS byly pfipraveny v triplikatu (celkem
6 vzorkil). Po zaschnuti krve byly odbérové karty ulozeny v hermeticky uzaviratelném
polypropylenovém sacku a uskladnény pii —20 °C. Pfed analyzou byly ze vzorki DBS
vyseknuty ter¢iky (obrazek 4).
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Pipetovani smési krve s vnitfnim standardem Vyseknuti teréiku smési krve s vnitfnim standardem

&)
®
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2 mm okraj

OO0
OO0
o] )
Oe®
ODO
ODO

O

Obrazek 4 Zpiisob pipetovani krve na odbérovou kartu (vievo) a vyseknuti terciku ze vzorku suché
kapky krve (vpravo) pro porovnani pomeérii ploch pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku

vnitiniho standardu

2) Druhy zpiisob spocival v pipetovani roztoku IS na odbérovou kartu, kdy po zaschnuti byla
na skvrnu zaschlého IS pipetovana krev. Na odbé&rovou kartu oSetfenou 1% roztokem BHT bylo
pipetovano 10 pl IS o koncentraci asi 100 mg/l. Na zaschlou skvrnu IS bylo nasledné
pipetovano 50 pl nebo 10 ul krve (obrazek 5). Vzorky byly pfipraveny v triplikatu (celkem
6 vzorkll). Po zaschnuti byly odb&rové karty uloZeny v hermeticky uzaviratelném
polypropylenovém sacku a uskladnény pifi —20 °C. Pfed analyzou byly ze vzorkii DBS
vyseknuty teréiky (obrazek 5).

Pipetovdni vnitiniho standardu

O@®@
O@@
O@@®
OO0
QOO

Pipetovdni krve na zaschlé skvrny vnitfniho standardu Vyseknuti terciky vnitfniho standardu s krvi

000 O
® ® ®O O
00000

Obrazek 5 Zpiisob pipetovani roztoku vnitiniho standardu (nahove vievo) a krve (dole vievo) na

@OIO] _
OIOL _
OIOL _
OO0
QOO

odbérovou kartu, a vyseknuti terciku ze vzorku suché kapky krve (dole vpravo) pro porovnadni pomerii

ploch pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitrniho standardu
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3) U tieti techniky byly roztok IS a krev nanaSeny na odbérovou kartu oddélené. Na odbérovou
kartu oSetfenou 1% roztokem BHT bylo pipetovano 10 ul IS o koncentraci asi 100 mg/l, na
stejnou kartu bylo vedle pipetovano 50 pl nebo 10 ul krve (obrazek 6). Vzorky byly pifipraveny
v triplikatu (celkem 6 vzorkl). Po zaschnuti byly odbérové karty ulozeny v hermeticky
uzaviratelném polypropylenovém sacku a uskladnény pti —20 °C. Pfed analyzou byly ze vzork

DBS a IS vyseknuty ter¢iky (obrazek 6).

Pipetovani krve a vnitfniho standardu 1 Pipetovani krve a vnitfniho standardu 2

OO0

OlO] _
OIO] _
SIO _
OQO| OO

Vyseknuti teréiku krve a vnitfniho standardu 1

06 @
OQO

@lc]
@lc]

Obrazek 6 Zpiisob pipetovani roztoku vnitrniho standardu (Sedé kruhy nahore) a krve (Cervené kruhy
nahore), a vyseknuti terciku ze vzorku vnitiniho standardu (Sedé kruhy dole) a vzorku suché kapky
krve (Cervené kruhy dole) pro porovnani pomeri ploch piku jednotlivych mastnych kyselin k plose piku

vnitiniho standardu

4) U ¢tvrté techniky byl IS obsaZen v extrakénim ¢inidle. Do zkumavky bylo pipetovano 100 ul
IS o koncentraci asi 100 mg/1, pfidano 4,9 ml ethanolu a smés byla promichéna na vortexu. Tato
smés byla pouZita jako extrakeni €inidlo pro extrakci MK z ter¢iku vzorku DBS. Na odbérové
karty oSetfené 1% roztokem BHT bylo pipetovano 50 pl nebo 10 pul krve (obrazek 7). Vzorky
byly pfipraveny v triplikdtu (celkem 6 vzorkl). Po zaschnuti byly odbérové karty uloZeny
v hermeticky uzaviratelném polypropylenovém sacku a uskladnény pii —20 °C. Pfed analyzou

byly ze vzorki DBS vyseknuty terciky (obrazek 7).

45



Pipetovani krve

Oe0@
OIOL _
OIO]
OO0
QOO
O[0]

Vyseknuti terciku krve

2 mm okraj

O ®
ODO
ODO

O

Obrazek 7 Zpiisob pipetovani krve (vlevo) a vyseknuti terciku ze vzorku suché kapky krve (vpravo) pro

porovnani poméru ploch piku jednotlivych mastnych kyselin k ploSe piku vnitiniho standardu

5) Pata technika spocivala v pipetovani krve, na niz byl po zaschnuti pipetovan roztok IS. Na

odbérovou kartu osetienou 1% roztokem BHT bylo pipetovano 50 pl nebo 10 pl krve. Po

zaschnuti bylo na krevni skvrnu pipetovano 10 pl roztoku IS (obrazek 8). Vzorky byly

pfipraveny v triplikdtu (celkem 6 vzorkll). Po zaschnuti byly odbérové karty uloZeny

v hermeticky uzaviratelném polypropylenovém sacku a uskladnény pii —20 °C. Pied analyzou

byly ze vzorkd DBS vyseknuty terciky (obrazek 8).

Pipetovdni krve

OIO]
D@
D@
OO0

Vyseknuti terciku krve s vnitfnim standardem

®)
:
O

@]
ODO

O

QPO OO0

Pipetovdni vnitiniho standardu na zaschlou skvrnu krve

O@®0
D@0
IO

OO0

OO0

2 mm okraj

Obrazek 8 Zpiisob pipetovani krve (vlevo nahorve), roztoku vnitiniho standardu na vzorek zaschlé krve

(vpravo nahore) a vyseknuti terciku ze vzorku suché kapky krve (vlevo dole) pro porovnani poméri

ploch pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitrniho standardu
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Piiprava vzorki suché kapky krve pro uréeni nepresnosti metody stanoveni vybranych

mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve

Vzorky DBS byly pfipraveny pipetovanim 50 ul nebo 10 pl krve na odbérové karty oSetfené
1% roztokem BHT (obrazek 9). Bylo pfipraveno celkem 10 vzorkti DBS, kdy na odbérovou
kartu bylo pipetovano 50 pl krve a 10 vzorkit DBS, kdy na odbérovou kartu bylo pipetovano
10 pl krve. Po zaschnuti byly odbérové karty ulozeny v hermeticky uzaviratelném
polypropylenovém sacku a uskladnény pii —20 °C. Pied analyzou byly ze vzorkit DBS
vyseknuty teréiky tak, ze v pfipad¢ vzorki DBS, kde bylo pipetovano 50 ul krve, byl ze stfedu
vyseknut 6mm tercik a v ptipadé vzorki DBS, kde bylo pipetovano 10 pl krve, byl zpracovan
cely vzorek DBS (obrazek 9).

Pipetovdni krve 50 ul Pipetovdni krve 10 pl

Oe@®
SIOIO)
IO

Oee® O

Vyseknutii terciku krve 50 pl Vyseknuti terciku krve 10 ul

— 2 mm okraj

o 1
o 1
ol 1
O@®®
Oe®
Oe®®
Oe® Owe

Obrazek 9 Zpiisob pipetovani krve (obrazky nahore) a vyseknuti terciku ze vzorku suché kapky krve
(obrazky dole) pro urceni nepresnosti metody stanoveni vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché

kapky krve

Priprava vzorka suché kapky krve pro urceni stability vybranych mastnych kyselin ve

vzorku suché kapky krve

Bylo ptipraveno celkem 12 vzorki DBS tak, Ze na odbérovou kartu bylo pipetovano 50 ul krve.

Z toho 6 vzorkil krve bylo pipetovano na odbérovou kartu oSetienou 1% roztokem BHT,
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a 6 vzorkli krve bylo pipetovano na neosetfenou odbérovou kartu (obrazek 10). Po zaschnuti

byly ze vzorkd DBS vyseknuty ter¢iky a analyzovany (obrazek 10).

Pipetovdni krve Pipetovdni krve
BHT
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OO @
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Obrazek 10 Zpiisob pipetovani krve (obrdzky nahore) a vyseknuti terciku ze vzorku suché kapky krve
(obrazky dole) pro urceni stability vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve

Sledovani stability vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve pii pokojové
teploté

Bylo ptipraveno celkem 24 vzorki DBS tak, Ze na odbérové karty bylo pipetovano 50 pl krve.
Z toho 12 vzorkl krve bylo pipetovano na odbérovou kartu oSetfenou 1% roztokem BHT,
a 12 vzorkt krve bylo pipetovano na neosettenou odbérovou kartu (obrazek 11). Po zaschnuti
byly odbérove karty uloZeny v hermeticky uzaviratelném polypropylenovém sacku, uskladnény
pfi pokojové teploté a chranény pred pfimym slune¢nim svétlem. Pred analyzou byly ze vzorkt
DBS vyseknuty ter¢iky (obrazek 11). Tyto vzorky DBS byly pouZity pro urceni stability
vybranych MK ve vzorcich DBS uchovavanych pti pokojové teploté po dobu 24 h, 48 h, 72 h
a1 tydnu.
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Pipetovdni krve Pipetovdni krve

ol 1

Vyseknuti teréiki

00® U
o 1

Obrazek 11 Zpiisob pipetovani krve (obrazky nahore) a vyseknuti terciku ze vzorku suché kapky krve
(obrazky dole) pro urceni stability vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve pri
pokojové teploté

Sledovani stability vybranych mastnvych kyselin ve vzorku suché kapky krve pii 4 °C

Bylo ptipraveno celkem 12 vzorki DBS. Na odbérové karty bylo pipetovano 50 ul krve. Z toho
6 vzorkl krve bylo pipetovano na odbérovou kartu oSetienou 1% roztokem BHT a 6 vzorkl
krve bylo pipetovano na neoSetfenou odbérovou kartu (obrazek 12). Po zaschnuti byly odbérové
karty uloZeny v hermeticky uzaviratelném polypropylenovém sacku a uskladnény pii 4 °C. Pred
analyzou byly ze vzorki DBS vyseknuty ter¢iky (obrazek 12). Tyto vzorky DBS byly pouzity
pro urceni stability vybranych MK ve vzorcich DBS uchovavanych pii teploté 4 °C po dobu 1,
2 a 3 tydnt.
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Obrazek 12 Zpiisob pipetovani krve (obrdzky nahore) a vyseknuti terciku ze vzorku suché kapky krve
(obrazky dole) pro urceni stability vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve pri 4 °C

Sledovani stability vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve pii —20 °C

Bylo ptipraveno celkem 12 vzorki DBS. Na odbérové karty bylo pipetovano 50 pl krve. Z toho
6 vzorkl krve bylo pipetovano na odbérovou kartu oSetienou 1% roztokem BHT a 6 vzorkl
krve bylo pipetovano na neoSetienou odbérovou kartu (obrazek 13). Po zaschnuti byly odbérové
karty uloZeny v hermeticky uzaviratelném polypropylenovém sacku a uskladnény pii —20 °C.
Pted analyzou byly ze vzorkli DBS vyseknuty ter¢iky (obrazek 13). Tyto vzorky DBS byly
pouzity pro urceni stability vybranych MK ve vzorcich DBS uchovavanych pii teploté¢ —20 °C
po dobu 1, 2 a 3 tydnd.
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Obrazek 13 Zpiisob pipetovani krve (obrazky nahore) a vyseknuti terciku ze vzorku suché kapky krve
(obrazky dole) pro urceni stability vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve pri =20 °C

3.6 Pracovni postupy stanoveni vybranych mastnych Kkyselin ve vzorcich

suché kapky krve metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci

3.6.1 Pracovni postup stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésnych
standardech o koncentraci asi 20 mg/l pro jednotlivou mastnou Kkyselinu

Mastné kyseliny v jednotlivych sadach (tabulka 5) byly analyzovany pro urceni jejich
retenénich Casii a optimalnich cilovych a referencnich m/z. Do zkumavky se Sroubovacim
uzavérem a teflonovym tésnénim (zkumavka Pyrex) bylo pipetovano 500 pl smésného
standardu vybranych MK, 250 pl smési ethanolu s acetylchloridem v poméru 5:1 (v/v) a obsah
zkumavky byl inkubovan pii 100 °C po dobu 1 hodiny. Smés byla po ochlazeni na okolni
teplotu neutralizovana pfidanim 2 ml roztoku hydrogenuhli¢itanu draselného (asi 6%).
Ethylestery mastnych kyselin (FAEE; zangl. fatty acids ethyl esters) byly extrahovany
n-hexanem. Ke smési byly pfidany 2 ml n-hexanu, obsah zkumavky byl ttepan po dobu 5 minut
(1200 rpm), poté odstiedén (1700 x g, 3 min) a hexanova vrstva byla pfenesena do Cisté
zkumavky. Cely proces se opakoval, n-hexan byl opatrn€ odpaten v atmosféte dusiku. Odparek
byl rozpustén ve 100 pl dichlormethanu, po dikladném promichani bylo pfidano 100 ul

ethanolu a po dal§im dikladném promichani byla smés nasledné prenesena do insertu vialek.
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3.6.2 Pracovni postup stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésném
standardu S5

Do zkumavky se Sroubovacim uzdvérem a teflonovym tésnénim (zkumavka Pyrex) bylo
pipetovano 250 pl smésného standardu S5 a 250 pl smési ethanolu s acetylchloridem v poméru

5:1 (v/v). Dalsi postup byl stejny, jak je uvedeno v kapitole 3.6.1.

3.6.3 Pracovni postup stanoveni vybranych mastnych Kkyselin ve smésném
standardu o koncentraci asi 10 mg/l pro jednotlivou mastnou kyselinu

Tento smésny standard byl pouzit pro pfipravu smeésného standardu FAEE. Smésny standard
FAEE byl analyzovan v kazdé¢ davce analyzovanych vzorka pro kontrolu retencnich cast
jednotlivych FAEE stanovovanych MK. Do zkumavky se Sroubovacim uzavérem a teflonovym
tésnénim (zkumavka Pyrex) bylo pipetovano 500 pl smésného standardu vybranych MK, 50 ul
IS o koncentraci asi 100 mg/l a 250 pl smési ethanolu s acetylchloridem v poméru 5:1 (v/v).

Dalsi postup ptipravy vzorku byl shodny jako v kapitole 3.6.1.

3.6.4 Pracovni postup stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésném
standardu o koncentraci asi 10 mg/l pro jednotlivou mastnou kyselinu (pfiprava
methylesteri mastnych kyselin)

Tento smésny standard byl pouzit pro piipravu smésné¢ho standardu FAME. Smésny standard
FAME byl pouZit pro porovnani reten¢nich ¢asit FAEE a FAME stanovovanych MK. Do
zkumavky se Sroubovacim uzivérem a teflonovym té€snénim (zkumavka Pyrex) bylo
pipetovano 500 pl smésného standardu vybranych MK o koncentraci asi 10 mg/l, ktery byl
opatrn¢ odparen v atmosféte dusiku. Odparek byl rozpustén v 500 ul methanolu. Poté bylo
pfidano 50 pl IS o koncentraci asi 100 mg/l a 250 pl smési methanolu s acetylchloridem
v poméru 5:1 (v/v). Dal$i postup ptipravy vzorku byl stejny jako v kapitole 3.6.1, jen odparek

byl rozpustén ve smési dichlormethanu a methanolu.

3.6.5 Pracovni postup stanoveni vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché
kapky krve

Ze vzorku DBS (vzorek darce krve, standard) byl vyrazen ter¢ik o priméru 6 mm a vlozen do
zkumavky se Sroubovacim vickem a teflonovym tésnénim (Pyrex). K ter¢iku bylo ptidano
500 pul roztoku IS v ethanolu (deuterovana kyselina palmitova o koncentraci asi 2 mg/1), obsah

zkumavky byl inkubovan pfi laboratorni teploté po dobu 1 h, po inkubaci byl ter¢ik vyjmut. Do
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zkumavky bylo pfidano 100 pl acetylchloridu a obsah zkumavky byl inkubovan pii 100 °C po
dobu 1 hodiny. Dalsi postup piipravy vzorku je stejny jako v kapitole 3.6.1.

3.6.6 Podminky pro stanoveni vybranych mastnych kyselin metodou plynové
chromatografie s hmotnostni detekci

Objem davkovaného vzorku: 1 pl

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

kyanopropylen a 12 % arylpolysiloxan

Teplotni gradient:

Zména hodnoty 5
[°C/min] Teplota [°C] Cas [min]
B 75 3

10 200 0

0,8 230 5
Doba analyzy: 58 min
Pratok MF (helium): 3 ml/min
Teplota MS: 200 °C iontovy zdroj

250 °C teplota rozhrani
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Technika DBS typicky spociva v aplikaci malého objemu kapilarni krve na specialni odbérové
karty. Ve srovnani se vzorky plné krve nebo plazmy spociva jeji vyhoda ve skutecnosti, ze
odbér vzorku kapilarni krve je méné invazivni, skladovani a transport vzorki DBS je

jednoduchy a v celé fad¢ pripadii nevyzaduje transport takovychto vzorkt chlazeni.

Vzorky plné krve se klasicky ziskdvaji venepunkci do odbérovych zkumavek
obsahujicich antikoagulacni Cinidlo. Béhem piepravy a skladovani jsou vzorky chlazeny.
Technika DBS spociva v naneseni jen nckolika kapek kapilarni krve, nejcastéji ziskané
pichnutim do prstu ruky, na odbérovou kartu. Analyty jsou tak adsorbovany se slozkami krve
na pevnou matrici na bazi celul6zy. Adsorpce analytd a pevna povaha vzorkti DBS ¢ini analyty
typicky mén¢ reaktivni nez v kapalné krvi. To je jedna z vyhod techniky DBS. Analyty Casto
vykazuji vynikajici stabilitu pfi laboratorni (okolni) teploté, a to po dobu i1 nékolika dni. Navic
analyty nestabilni v biologickych tekutinach lze stabilizovat piidavkem stabiliza¢niho ¢inidla.
V praxi se to provadi tak, ze odbérova karta je pred nanesenim vzorkl krve oSetfena
stabilizacnim ¢inidlem. Jelikoz technika DBS vyZaduje pouze ,,pichnuti* do prstu, neni obtizné
takovy odbér krve provést a mize se ho snadno naucit neskoleny zdravotnicky persondl nebo
dokonce i samotni pacienti, zatimco pro odbér zilni krve venepunkci je zapotiebi Skoleny
persondl. Objem odebrané krve je pomémné maly (typicky desitky mikrolitri), zatimco
standardni odbé&r krve venepunkci vyZaduje objemy v jednotkach mililitrii. Technika DBS je
tak vyznamna v pfipadech, kdy je objem odebirané krve omezeny. V klinické praxi se to tyka
novorozencl nebo kriticky nemocnych pacienttl. Dalsim ptikladem jsou preklinické studie ve

vyvoji 1éCiv, kdy jsou ve studiich vyuzivana mala laboratorni zvitata, naptiklad mysi.

I kdyz technika DBS vyzaduje jednoduchy odbér krve, nespravny postup odbéru mize
vést k velkym nesrovnalostem ve vysledcich. Pfed aplikaci krve na odbérovou kartu je nutné
zabranit jakémukoli kontaktu s mistem, na které je krev aplikovdna. Misto vpichu se musi
ocistit alkoholem. Prvni kapka krve se odstrani a nasledné dalsi kapky krve se aplikuji na
odbérovou kartu. Kruhy vytisténé na odbérové kart¢ museji byt krvi vyplnény uplné
a homogenné. Vzorky krve nanesené na odbérovou kartu se nechaji zaschnout pti pokojové
teploté v horizontalni poloze a chranéné pted pfimym slunecnim svétlem po dobu minimalné
3 hodin. Vzorky DBS by mély byt do laboratofe dopraveny v hermeticky uzaviratelnych
saccich s vysouSedlem do 24 hodin. Pfed analyzou je vhodné vzorky DBS zkontrolovat, zda

spliuji kritéria vzhledu pro kvantitativni analyzu. Vzorky DBS, které vykazuji nedostate¢ny
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objem, krouzky séra, viditelné stopy hemolyzy, zndmky srazeni, vrstveni a pfesyceni, museji
byt vytazeny. Celd tada ziskanych vzorkd DBS od darcii krve ¢i pacientll byva ze studii

vytazena, coz je velkou slabinou techniky DBS.

Na kvantitativni analyzu analyti ve vzorcich DBS ma vliv celd fada faktord, coz je
velkou vyzvou pro analytické chemiky. Pfi vyvoji metody je zapotiebi zohlednit vSechny tyto
faktory. Cilem této prace bylo zaméfit se na nékteré z téchto parametrii pii stanoveni vybranych
MK v krvi ziskané technikou DBS. Pii vyvoji metody stanoveni vybranych MK ve vzorcich
DBS by bylo pro zohlednéni vSech moznych faktorti ovliviiyjicich kvantitativni vysledky
potieba analyzovat nékolik tisic vzorkti DBS. Tato diplomova préace je prvni praci na nasem
pracovisti, kterd se zabyva faktory, jez ovliviiuji kvantitativni vysledky stanoveni vybranych
MK ve vzorcich DBS. V disledku toho je tfeba ji povaZovat za prvni ndhled do této
problematiky, ktera bude v ramci dal$iho vyzkumu a nékolika budoucich diplomovych praci
dale fesena. Vychazeli jsme z metody stanoveni MK v plazmé technikou GC-FID, kterou jsme
v ramci této prace jen nepatrné modifikovali pro pirechod na metodu GC-MS. V ramci feSeni
budoucich diplomovych praci je v planu metodu optimalizovat a validovat tak, aby byla vhodna
pro klinické vyuziti. Snahou bude ptfedevSim zkratit dobu analyzy, rozsifit spektrum

stanovovanych MK a vyftesit kvantifikaci MK konstrukci vhodné kalibra¢ni kiivky.

Jak uz bylo uvedeno vyse, na kvantitativni vysledky analyz vzorki DBS ma vliv cela
fada faktort.. Pro poradek zde uvedu hlavni faktory ovliviiujici kvantitativni vysledky, i kdyz
celd tfada jich v této praci z kapacitnich a casovych divoda nebyla feSena. NejvyznamnéjSimi
faktory ovliviiyjicimi kvantitativni vysledky pfi stanoveni celé fady analytli ve vzorcich DBS
jsou chromatografické ucinky, vliv hodnoty hematokritu, objemové Gi¢inky aplikované krve na
odbérovou kartu a stabilita analyti ve vzorcich DBS. Dulezité jsou také parametry souvisejici
s designem experimentu jako je technika zavadéni IS a zpisob dérovani (vysekavani) tercikli

(disktr) ze vzorku DBS — zda ¢éste¢né€ nebo tplné.

Ideélni by bylo, kdyby se vzorek krve aplikovany na odbérovou kartu rozprostiel na
papife homogennég, coZ nenastdva, a tento stav se oznacuje jako chromatografické ucinky.
Jednoduse feceno, koncentrace analytu je v rizném misté vzorku DBS (skvrny krve) odlisna.
Problémem pak je, jaky tercik ze vzorku DBS vyseknout, aby byl reprezentativni. My jsme
porovnavali poméry plochy piku jednotlivych MK k plose piku IS vybranych MK ve vzorcich

DBS, z nichz byl ter¢ik vyseknut ze stfedu a z periferie skvrny krve.
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Dal8im vyznamnym parametrem, ktery mize ovlivnit kvantitativni vysledky, je hodnota
hematokritu. Vzorek krve s vyss$i hodnotou hematokritu ma vyssi viskozitu a takova krev se
mén¢ rozsifuje na papitre. Vysledkem je, ze ve vyseknutych ter¢icich vzorku DBS s vysokou
hodnotou hematokritu je vétsi mnozstvi krve. DalSim aspektem, ktery je tieba zvazit, je rizna
distribuce analytu mezi erytrocyty a frakci plazmy. Vliv hodnoty hematokritu na kvantitativni

vysledky jsme v této praci netestovali.

Krev pro kalibra¢ni standardy a vzorky kvality kontroly je obvykle nandSena na
odbérové karty s definovanym objemem. Pokud je na odbérovou kartu aplikovana krev
z oblasti vpichu, nelze nanést presn¢ definovany objem krve. Je tedy zddouci urcit, zda velikost
aplikovaného objemu krve na odbérovou kartu ma Uc¢inek na kvantitativni vysledky. Jsou
porovnavany hladiny analytli v ter¢icich vyseknutych ze stfedu vzorkd DBS, kdy na odb&rovou
kartu byl nanaSen rtizn¢ velky objem stejného vzorku. Vliv velikosti aplikovaného objemu krve

na odbérovou kartu na kvantitativni vysledky jsme v této praci netestovali.

Jak jiZ bylo uvedeno vyse, nespornou vyhodou techniky DBS je vy$si stabilita analytl
v porovnani s kapalnou krvi. I tak existuje cela fada analytt, které mohou byt v zaschlé krvi pti
okolni teploté nestabilni. Resenim mtiZze byt uchovavani vzorka DBS pfi nizsi teploté nebo
stabilizace analytli vhodnymi stabiliza¢nimi ¢inidly. Odbé&rové karty mohou byt stabilizaénimi
¢inidly pfedem impregnovany, piipadné¢ miize byt predtistény kruh na odbérové karté, kam je
vzorek krve nanaSen, oSetfen vhodnym stabilizaCnim cinidlem tak, Ze do jeho stfedu je
pipetovan dany objem roztoku stabiliza¢niho ¢inidla a pfed aplikaci krve ponechan zaschnout.
PUFA jsou obecné nachylné k oxidaci, proto jsme testovali vliv antioxidacniho ¢inidla, BHT,

na jejich stabilitu.

4.1. Ur¢eni retencnich ¢asii ethylesteri mastnych kyselin pri separaci

plynovou chromatografii

Pro identifikaci vybranych MK ve vzorcich DBS jsme ur€ili reten¢ni ¢asy odpovidajicich
FAEE. Pro urceni reten¢nich ¢asti jsme ptipravili 8 sad smésnych standardlt MK (7 sad po pé&ti
MK a 1 sadu se dvéma MK). Smésné standardy byly analyzovany v mdédu ,,SCAN®. Simultanné
jsme pfipravili a analyzovali FAME stejnych MK. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 10.
Na zaklad¢ vysledkt ziskanych v médu ,,SCAN* jsme pro kvantifikaci MK ve vzorcich DBS

vytvoftili metodu ,,SIM*
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Tabulka 10 Retencni casy ethylesterti a methylesterii vybranych mastnych kyselin, cilové a referencni

m/z pro ethylestery mastnych kyselin

Reten¢ni  Cilovy Reten¢ni
¢as FAEE m/z Referencni ¢as FAME

Nazev MK ZKraceny zapis [min] FAEE m/z FAEE [min]
Heptanova C7:0 12,34 - - -

Nonanova C9:0 14,61 88 55, 101 -

Undekanova CI11:0 16,59 88 55, 101 16,16
Dodekanova Cl12:0 17,51 88 55,101 17,11
Tridekanova C13:0 18,41 88 55, 101 18,02
Myristova C14:0 19,31 88 55,101 18,92
Myristolejova C14:1 (n-5) 20,02 55 69, 88 19,65
Pentadekanova C15:0 20,24 88 55,101 19,84
Palmitova C16:0 21,23 88 55,101 20,80
Palmitolejova Cl16:1 (n-7) 21,94 55 69, 88 21,52
Fytanova 3,7,11,15-tetramethyl-C16:0 21,98 115 88, 55 21,54
Heptadekanova C17:0 22,30 88 55,101 21,84
Stearova C18:0 23,50 88 55,101 22,98
Elaidova C18:1 (n-9 trans) 24,01 55 69, 83 23,51
trans-Vacenova C18:1 (n-7 trans) 24,08 55 69, 83 23,58
Olejova C18:1 (n-9 cis) 24,28 55 69, 83 23,79
cis-Vacenova C18:1 (n-7 cis) 24,41 55 69, 83 23,90
Nonadekanova C19:0 24,85 88 55, 101 24,27
Linolelaidova C18:2 (n-6 trans) 24,87 67 55, 81 24,37
Linolova C18:2 (n-6 cis) 25,57 67 55, 81 25,06
Arachidova C20:0 26,38 88 57,101 25,74
y-Linolenova C18:3 (n-6 cis) 26,55 79 55, 67 26,08
Linolenova C18:3 (n-3 cis) 27,25 79 55, 67 26,71
Heneikosanova C21:0 28,17 88 57,101 27,39
Stearidonova C18:4 (n-3 cis) 28,39 79 55, 67 28,46
Behenova C22:0 30,18 88 57,101 29,31
Eikosatrienova C20:3 (n-6 cis) 30,38 79 55, 67 29,74
Arachidonova C20:4 (n-6 cis) 31,35 79 55, 67 30,65
Erukova C22:1 (n-9 cis) 31,51 55 69, 83 30,82
Trikosanova C23:0 32,50 88 57,101 31,48
Eikosapentaenova  C20:5 (n-3 cis) 33,89 79 67,91 33,35
Tetrakosanova C24:0 35,08 88 57,101 33,93
Dokosatrienova C22:3 (n-3 cis) 36,37 79 55, 67 35,48
Dokosatetraenova  C22:4 (n-6 cis) 36,87 79 55, 67 36,13
Dokosapentaenova  C22:5 (n-6 cis) 3791 79 67,93 -

Hexakosanova C26:0 41,19 88 57,101 39,70
Dokosahexaenova  C22:6 (n-3 cis) 41,25 79 67,91 40,65

MK, mastné kyselina; FAEE, ethylester mastné kyseliny; FAME, methylester mastné kyseliny.

FAME kyseliny heptanové, nonanové a dokosapentaenové nebyly detegovany.
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4.2. Urceni odezvy detektoru na koncentraci jednotlivych ethylesterii

vybranych mastnych Kkyselin
K urceni odezvy detektoru na koncentraci jednotlivych FAEE byl pouzit smésny standard MK

o koncentraci asi 10 mg/l. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11 Plochy pikii ethylesterii mastnych kyselin vztazenych na umol/l

Plocha piku
Koncentrace Koncentrace vztaZzena na

Nazev MK Plocha piku [mg/1] [pmol/l] [pmol]  pmol/l
Undekanova 6913 10,9 58,5 58,5 118,1
Dodekanova 8071 11,0 54,9 54,9 147,0
Tridekanova 8402 11,0 51,3 51,3 163,7
Myristova 13757 11,3 49,5 49,5 2780
Mpyristolejova 10406 10,8 47,7 47,7 218,1
Pentadekanova 9716 11,0 45,4 45,4 214,1
Palmitova 15078 13,8 53,8 53,8 280,2
Palmitolejova 17922 10,8 42,5 42,5 4222
Fytanova 10057 10,9 349 349 288.,4
Heptadekanova 10477 11,0 40,7 40,7 257,6
Stearova 11467 9,6 33,7 33,7 339,8
Elaidova 7411 10,8 38,2 38,2 193,8
trans-Vacenova 10209 11,0 38,9 38,9 262,1
Olejova 6134 9,2 32,6 32,6 188,3
cis-Vacenova 10487 10,9 38,6 38,6 271,8
Nonadekanova 8576 10,9 36,5 36,5 2349
Linolelaidova 9193 10,9 38,9 38,9 236,5
Linolova 11061 15,6 55,6 55,6 198,9
Arachidova 9717 10,9 349 349 278.,6
v-Linolenova 5159 10,9 39,1 39,1 131,8
Linolenova 8353 10,9 39,1 39,1 2134
Heneikosanova 10339 10,9 33,4 33,4 309,8
Stearidonova 9249 10,9 39,4 394 234.6
Behenova 8825 10,8 31,7 31,7 2783
Eikosatrienovéa 3933 10,9 35,6 35,6 110,6
Arachidonova 6375 11 36,1 36,1 176,5
Erukova 8237 10,8 31,9 31,9 2582
Trikosanova 9215 10,8 30,5 30,5 302,6
Eikosapentaenova 6745 10,9 36,0 36,0 187,2
Tetrakosanova 8561 10,9 29,6 29,6 289,5
Dokosatrienova 6279 11 32,9 32,9 191,0
Dokosatetracnova 5166 10,9 32,8 32,8 157,6
Dokosapentaenova 1273 10,9 33,0 33,0 38,6
Hexakosanova 5193 10,9 27,5 27,5 189,0
Dokosahexaenova 8210 10,8 32,9 32,9 249.7

MK, mastné kyselina
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4.3. Zpracovani vzorku suché kapky krve pro stanoveni vybranych

mastnych kyselin metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci

Postup zpracovani vzorki DBS vychazi z postupu uvedeném v disertani praci Mgr. Lenky
Lastovickové, Ph.D. ,,Vyuzitie separacnych technik pre skriningové vySetrenie stavu
metabolizmu zo vzorky suchej kvapky krvi“. Pfiprava vzorkl pfed analyzou je zcela zasadni.
Zamgéfili jsme se proto na nékteré kroky ptipravy vzorkd, u nichz lze predpokladat, Ze jsou pro

spravnou kvantifikaci a dostatecnou citlivost metody zasadni.

4.3.1 Vyjmuti vyseknutého terciku vzorku suché kapky krve pred krokem
derivatizace mastnych kyselin

Zjistovali jsme, zda je vhodnéjsi vyseknuty tercik vzorku DBS po extrakci MK ethanolem pted
derivatizaci ponechat ve zkumavce nebo ho vyjmout. KdyZ byl ter¢ik vzorku DBS ponechan
pti derivatiza¢nim kroku ve zkumavce, byla vytéznost FAEE jen o néco vyssi (pfiloha 2 a 3).
Problémem bylo, ze pti kroku derivatizace se ze vzorku DBS uvolnil do roztoku hem a obarvil
ho dohnéda. Barvivo bylo extrahovano také n-hexanem. Z obavy, aby takto kontaminované
vzorky nevedly ke sniZzeni zivotnosti kolony, jsme upfednostnili postup, kdy je ter¢ik vzorku

DBS pted krokem derivatizace ze zkumavky vyjmut.

4.3.2 Porovnani dvou typi derivatiza¢nich ¢inidel pro pripravu ethylesteru
mastnych kyselin

Porovnavali jsme 2 typy derivatizacnich ¢inidel pro derivatizaci MK na odpovidajici FAEE.
Jednim typem byla smés ethanolu s acetylchloridem v poméru 5:1 (v/v) a druhym typem byl
10% roztok fluoridu borit¢ho (BF3;) v ethanolu. Derivatizace s roztokem BF3; v ethanolu
probihala pii 70 °C, zatimco derivatizace se smési ethanolu a acetylchloridu (5:1, v/v) probihala
pii 100 °C. Derivatizac¢ni ¢inidlo 10% roztoku BF3 v ethanolu se komeréné dodéava pripravené
pro derivatizaci, smés ethanolu s acetylchloridem se pfipravuje tésné pred derivatizacnim
krokem. Pfi pfiprav€é této smési je nutnd obezietnost, jelikoZ pii smichani ethanolu
s acetylchloridem se smés siln€¢ zahtiva a mize ze zkumavky ,,vyprsknout®. V ptipadé pouziti
roztoku BF3 v ethanolu byla vytéZznost derivatizace vétSiny MK o néco malo vyssi v porovnani
se smesi ethanolu a acetylchloridu, ovSem v ptipad¢ derivatizace MK s kratkym fetézcem
naopak vyrazné niz$i (ptilohy 4—6). Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky publikované
Chiu a kol. [87], nicmén¢ ve zminované studii byla doba derivatizace MK krats$i. Rozdilna

vytéznost miize byt dana riiznou teplotou pii kroku derivatizace.
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4.3.3 Volba vhodného extrak¢niho ¢inidla ethylesterii mastnych kyselin z reak¢ni
smési

Pro extrakci FAEE zreakéni smési jsme testovali 2 organicka rozpoustédla, n-hexan
a ethylacetat. Ethylacetat jsme zvolili na zéklad¢ studie [88] kvili moznému zlepSeni extrakce
ethylesterit MK s kratkym fetézcem. Vysledky ukazaly, ze ethylacetat je skutecn€ ucinnéjSim
extrakénim Cinidlem ethylestert MK s kratkym fetézcem (pfiloha 7). S nartstajicim poctem
uhlika v fetézci MK se rozdily ploch piki jednotlivych FAEE snizovaly (pfiloha 8 a 9). I ptes
to, ze ethylacetat je v porovnani s n-hexanem pro extrakci FAEE 0¢inné&jsi, z divodu vice nez
dvakrat delsi doby odpatovani ethylacetatu jsme pro dalsi postup zvolili jako extrakéni ¢inidlo

n-hexan.

Ethylestery MK s kratkym fet¢zcem mohou pifi odparovani ze zkumavky vytékat.
Testovali jsme proto, zda mlize ptidavek ethanolu k n-hexanu pted odpatfenim tyto ztraty snizit.
Vysledky vSak ukazaly, Ze ptidani ethanolu nemd na mozné ztraty ethylestert MK s kratkym

fetézcem zadny vliv (ptiloha 10).

4.4 Testovani vlivu vybranych parametra na kvantitativni vysledky

stanoveni hladin vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve

4.4.1 Porovnani poméru ploch piki jednotlivych mastnych kyselin k ploSe piku
vnitfniho standardu vybranych mastnych kyselin v celé krevni skvrné a
vyseknutém terciku vzorku suché kapky krve

Porovnavali jsme poméry ploch piki jednotlivych MK k plose piku IS vybranych MK ve
vzorku DBS, ktery byl pouzit k analyze cely (na odbérovou kartu pipetovano 10 pl krve) oproti
stejnému vzorku DBS, z néhoz byl vyseknut teréik ze stiedu (pipetovano 50 pl krve) o priméru
6 mm, coZ odpovida pfiblizn€ 10 pl aplikované krve na odbé&rovou kartu. Pro porovnéani bylo
vybrano celkem 25 MK (tabulka 12 a graf 1). Zbylych 10 MK nebylo ve vzorku DBS

kvantifikovano.
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Tabulka 12 Porovnani pomeru ploch pikit jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitiniho
standardu z celé krevni skvrny a vyseknutém terciku krevni skvrny stejného vzorku suché kapky krve

(n=3)

Vyseknuty tercik Cely vzorek
Nazev MK

Prumér poméru Pramér poméru

plochy piku MK plochy piku

alS SD MK a IS SD
Dodekanova 0,020 0,013 0,059 0,011
Tridekanova - - 0,015 0,008
Myristova 0,200 0,048 0,424 0,094
Myristolejova 0,117 0,007 0,102 0,008
Pentadekanova 0,069 0,018 0,198 0,051
Palmitova 4,780 0,477 4,765 0,474
Palmitolejova 0,300 0,012 0,262 0,029
Heptadekanova 0,056 0,006 0,086 0,013
Stearova 2,428 0,466 1,856 0,148
trans-Vacenova 0,025 0,007 0,084 0,022
Olejova 2,139 0,172 1,912 0,181
cis-Vacenova 0,181 0,002 0,158 0,037
Linolova 2,284 0,157 1,992 0,187
Arachidova 0,057 0,008 0,062 0,017
v-Linolenova 0,030 0,013 0,027 0,004
Linolenova 0,046 0,004 0,065 0,017
Behenova 0,141 0,038 0,161 0,007
Eikosatrienova 0,121 0,002 0,117 0,013
Arachidonova 1,219 0,062 0,994 0,115
Trikosanova 0,024 0,004 0,035 0,003
Eikosapentaenova 0,044 0,003 0,034 0,004
Tetrakosanova 0,230 0,056 0,258 0,020
Dokosatetraecnova 0,176 0,022 0,152 0,014
Dokosapentaenova 0,039 0,004 0,046 0,019
Dokosahexaenova 0,303 0,017 0,238 0,017

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka
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Graf 1 Porovnani poméru ploch pikii jednotlivych mastnych kyselin k ploSe piku vnitrniho standardu v
celé krevni skvrné a ve vyseknutém terciku vzorku suché kapky krve (n = 3)

Z uvedenych vysledk je patrné, ze v ptipadé nekterych MK se poméry ploch pikii k ploSe piku
IS vyrazné 1i8i, u jinych MK jsou srovnatelné. Kyselina tridekanova byla detegovdna pouze

v celé krevni skvrné.

4.4.2 Porovnani poméru ploch piki jednotlivych mastnych kyselin k ploSe piku
vnitiniho standardu vybranych mastnych kyselin v ter¢iku vyseknutého ze stiredu
a okraje stejného vzorku suché kapky krve

Pro porovnani poméru ploch piki jednotlivych MK k ploSe piku IS vybranych MK v ter¢iku
vyseknutého ze stiedu a okraje krevni skvrny jsme vybrali celkem 24 MK (tabulka 13 a graf2).
Zbylé MK nebyly ve vzorcich DBS detegovany.
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Tabulka 13 Porovnani pomeru ploch pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitiniho
standardu vybranych mastnych kyselin v terciku vyseknutého ze stiedu a okraje stejného vzorku suché
kapky krve (n = 3)

Okraj krevni

Stted krevni skvrny skvrny
Nazev MK

Pramér Primér

poméru plochy poméru plochy

piku MK alS SD piku MKalIS SD
Dodekanova 0,040 0,016 0,038 0,008
Myristova 0,239 0,039 0,245 0,023
Myristolejova 0,134 0,008 0,155 0,008
Pentadekanova 0,078 0,021 0,075 0,009
Palmitova 5,059 0,412 5,600 0,210
Palmitolejova 0,340 0,018 0,380 0,011
Heptadekanova 0,060 0,009 0,064 0,009
Stearova 2,437 0,351 2,534 0,048
trans-Vacenova 0,036 0,014 0,064 0,010
Olejova 2,239 0,119 3,174 0,077
cis-Vacenova 0,174 0,010 0,211 0,001
Linolova 2,324 0,088 2,857 0,070
Arachidova 0,069 0,009 0,078 0,010
y-Linolenova 0,027 0,002 0,036 0,006
Linolenova 0,057 0,014 0,070 0,007
Behenova 0,185 0,012 0,211 0,028
Eikosatrienova 0,147 0,008 0,156 0,017
Arachidonova 1,271 0,045 1,539 0,039
Trikosanova 0,032 0,006 0,029 0,004
Eikosapentaenova 0,034 0,003 0,040 0,006
Tetrakosanova 0,331 0,010 0,344 0,027
Dokosatetraenova 0,202 0,016 0,238 0,021
Dokosapentaenova 0,067 0,005 0,068 0,005
Dokosahexaenova 0,341 0,015 0,368 0,029

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka
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Graf 2 Porovnani poméru ploch pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitrniho standardu
vybranych mastnych kyselin v terciku vyseknutého ze stredu a okraje stejného vzorku suché kapky krve

(n=23)
Vysledky naznacuji mirné chromatografické ucinky nékterych MK. Nejvyznamnéjsi
chromatografické ucinky byly zaznamendny pro kyselinu palmitovou, olejovou, linolovou

a arachidonovou.

4.4.3 Technika zavadéni vnitiniho standardu u vzorki suché kapky krve

U kapalnych vzork, jako je krev nebo plazma, se IS piidava v malém objemu piimo ke vzorku,
takZe IS kompenzuje U€inky pfi ptipraveé vzorku a G¢inky matrice. Je zde nutné podotknout, Ze
v idealnim ptipadé by mél byt ke vzorku ptidan pro kazdou stanovovanou MK jeji deuterovany
analog. To je financné velmi naro¢né, nas odhad je stovky tisic korun. Vzhledem k povaze
vzorkd DBS je technika ptidavani IS skutecnou vyzvou. Asi nejbéznéjsi praxi je pridavani IS
do extrakéniho ¢inidla, avSak tento zplsob nekompenzuje odchylky s pfipravou vzorku.
V praxi se obecné pouzivaji dal$i Ctyfi zplisoby zavedeni IS. Idedlni strategii je pfidani IS do
vzorku plné krve pied jejim nanesenim na odbérovou kartu. Tento pfistup je v klinické praxi
jen obtizné pouzitelny a v pfipadé aplikace kapky krve pfimo z mista vpichu nepouzitelny.
Spise se tato strategie dd vyuzit jako referencni pro srovnani rtiznych technik zavadéni IS.
Druhou technikou, kterou jsme testovali, je naneseni IS na odbérovou kartu pied aplikaci
vzorku krve. Na odbérovou kartu jsme nanaSeli roztok deuterované kyseliny palmitové

v ethanolu. JelikoZ je viskozita ethanolu daleko niz$i nez viskozita krve, aplikovany objem
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roztoku IS se na papife rozprostie v daleko vétsi oblasti nez krev. Na to je tfeba myslet, a proto
je nutno aplikovat takové mnozstvi krve, aby se rozprostielo ve vétsi oblasti nez roztok IS, nebo
naopak objem aplikovaného IS musi byt takovy, aby se na papitfe rozprostrel daleko méné nez
vzorek krve. Odbérova karta s aplikovanym IS musi byt pfipravena v laboratoii a IS musi byt
po dobu, nez je na odbérovou kartu aplikovéana krev, stabilni. Jinou technikou zavadéni IS,
kterou jsme testovali, je naneseni roztoku IS na vzorek DBS. Je nutné myslet na to, ze roztok
IS v ethanolu se §ifi jinak na samotném papife a jinak na krevni skvrné aplikované na odbérovou
kartu, zde navic mén¢ homogenné a v nepravidelném tvaru. Pouziti vodnych roztokt IS nelze
doporucit viibec, nebot’ to vede k opétovnému rozpusténi aplikované krve a redistribuci slozek
krve a analytt. Posledni technikou, kterou jsme testovali, je separatni aplikace vzorku krve a IS
na stejnou odbérovou kartu. Po zaschnuti krve a roztoku IS jsme vyseknuté ter¢iky extrahovali

spolecné.

Hodnotili jsme plochy pikii IS a FAEE ve vyseknutém ter¢iku krevni skvrny a v celé
krevni skvrné stejného vzorku DBS. Vysledky jsou uvedeny v piilohach 11-14.

Pti technice, kdy byl nejdfive na odbérovou kartu aplikovan IS a nasledné vzorek krve,
byly v porovnani s referenc¢ni technikou ve vyseknutém teré¢iku vzorku DBS vyrazné vyssi
hodnoty poméru plochy pikl jednotlivych MK k plose piku IS (pfiloha 11). Pfi analyze celé
krevni skvrny jsou vSak hodnoty niZsi. Plocha piku IS byla ve vyseknutém terciku vzorku DBS
mnohem nizsi nez v piipad¢ celé krevni skvrny. Pfi¢inou mtze byt vytlaceni IS na periferii

vzorku DBS pfi aplikaci krve.

Pti technice, kdy byl terc¢ik IS zpracovan spolu s teré¢ikem vzorku DBS, vysledky
naznacuji, Ze se jedna o techniku vhodné&jsi, nez je ta predesla (ptiloha 12). Hodnoty poméru
plochy pika jednotlivych MK k plose piku IS byly pro vybrané MK ve vyseknutém ter¢iku
1 v celé krevni skvrné vzorku DBS ptevazné niz$i nez u referencni techniky. Plocha piku IS

byla vyrazné vyssi v obou ptipadech.

Pii technice, kdy byl IS soucasti extrakéniho €inidla, byla plocha piku IS dle ocekavani
nejvyssi ze vSech porovnavanych technik. Hodnoty poméru plochy piki jednotlivych MK
k plose piku IS byly pro vybrané MK ve vyseknutém terciku vzorku DBS a vzorku celé krevni

skvrny niz§i nez u referencni techniky (ptiloha 13).

Pti technice, kdy byl na vzorek DBS aplikovan IS, byly hodnoty poméru plochy pikt
jednotlivych MK k ploSe piku IS pro vybrané MK ve vyseknutém teriku vzorku DBS
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a vzorku celé krevni skvrny niz$i nez u referencni techniky. Plocha piku IS byla naopak vyssi

(ptiloha 14).

Lze tedy konstatovat, Ze zadna z danych technik neni idedlni. Nejvhodnéjsi se jevi
technika separatni aplikace vzorku krve a IS na stejnou odbérovou kartu. Praktictéjsi je vSak

technika, kdy IS je soucasti extrak¢éniho Cinidla.

4.4.4 Stabilita mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve pfi pokojové
teploté, 4 °C a —20 °C

Testovali jsme stabilitu vybranych MK v pfitomnosti a nepfitomnosti antioxida¢niho ¢inidla,
BHT, ktery by mél zabranit oxidaci PUFA. Dale jsme sledovali stabilitu vybranych MK ve
vzorcich DBS pfi pokojové teploté po dobu 24 h, 48 h, 72 h a 1 tydnu a ve vzorcich DBS
uchovavanych pii 4 °C a —20 °C po dobu 1 az 3 tydni. Byly porovnavany poméry plochy pika
jednotlivych MK k plose piku IS celkem 22 MK.

Hodnoty poméru plochy pikt jednotlivych MK k plose piku IS pro vS§echny MK ve
vzorcich DBS osetfenych BHT a uchovavané pii pokojové teploté po 24 a 48 hodinach byly
zvySeny (pfiloha 15). Po 72 hodinach hodnoty klesly, aby po tydnu uchovavani opét stouply.
U vzorkt DBS neoSetfenych BHT byly hodnoty po 24 hodinach sniZeny, po 48 hodiniach
zvySeny, a po 72 hodinach opét snizeny. Po tydnu byly hodnoty v podstaté neménné (piiloha
16).

U vzorki DBS osetfenych BHT a skladovanych pti 4 °C byly hodnoty poméru plochy
pika jednotlivych MK k plose piku IS pro vSechny MK po 1. i 2. tydnu zvyseny, po 3. tydnu
hodnoty pro nékteré¢ MK snizeny a nékteré zvySeny (ptiloha 17). U vzorki DBS neoSetfenych
BHT byly hodnoty u vétSiny MK po tydnu sniZeny, po druhém tydnu zvySeny, aby po tfetim
tydnu byly opét snizeny (pfiloha 18). U vzorkli DBS skladované pii teploté¢ —20 °C byly
vysledky obdobné¢ (ptiloha 19, 20).

Vysledky naznacuji, Ze BHT nema vliv na stabilitu PUFA, coz je v rozporu s vysledky

Metherela a kol. [89].

4.4.5 Analytické parametry metody
Nepresnost v sérii

Neptesnost v sérii byla urena u 23 MK, které byly ve vzorcich DBS detegovany. Byly
analyzovany ter¢iky vyseknuté ze vzorku DBS i celé skvrny stejného vzorku DBS (tabulka 14).
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Tabulka 14 Urceni nepresnosti v sérii pro stanoveni vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché
kapky krve (n = 10)

Vyseknuty ter¢ik Cela skvrna
Nazev MK

Pramér Pramér

poméru poméru

plochy piku plochy piku

MK a IS SD CV MK a IS SD CV
Dodekanova 0,073 0,044 59,63 % 0,187 0,092 49,03 %
Myristova 0,446 0,272 60,97 % 1,152 0,424 36,81 %
Myristolejova 0,253 0,157 62,21 % 0,481 0,076 15,75 %
Pentadekanova 0,154 0,089 57,67 % 0,466 0,234 50,21 %
Palmitova 9,336 5,765 61,74 % 19,067 1,825 9,57 %
Palmitolejova 0,624 0,370 59,36 % 1,265 0,175 13,85 %
Heptadekanova 0,116 0,074 63,75 % 0,248 0,097 39,06 %
Stearova 4,220 2,611 61,88% 7,784 0,651 8,36 %
trans-Vacenova 0,163 0,142 87.25% 0,395 0,109 27,61 %
Olejova 4,543 2,807 61,80 % 9,019 0,980 10,87 %
cis-Vacenova 0,374 0,249 66,59 % 0,709 0,081 11,49 %
Linolova 4,720 2,926 61,98 % 8,293 2,969 35,81 %
Arachidova 0,107 0,065 61,20% 0,274 0,067 24,33 %
Linolenova 0,131 0,092 69,92 % 0,283 0,057 19,98 %
Behenova 0,299 0,199 66,56 % 0,680 0,121 17,72 %
Eikosatrienova 0,285 0,178 62,42 % 0,489 0,178 36,45 %
Arachidonova 2,541 1,553 61,11 % 4,514 0,608 13,46 %
Trikosanova 0,059 0,032 55,16 % 0,133 0,037 28,00 %
Eikosapentaenova 0,095 0,066 69,26 % 0,170 0,044 25,86 %
Tetrakosanova 0,531 0,366 68,86 % 1,079 0,195 18,06 %
Dokosatetraenova 0,420 0,274 65,31 % 0,719 0,121 16,76 %
Dokosapentaenova 0,129 0,105 81,13 % 0,206 0,037 17,83 %
Dokosahexaenova 0,637 0,401 62,99 % 1,097 0,136 12,43 %

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka
Vysledky ukazuji, ze nepiesnost metody je velika a pro bioanalyzy nepfijatelna. Ptijatelné jsou

variacni koeficienty do 15 %.

Linearita (kalibra¢ni kiivka) metody stanoveni vybranych mastnych kyselin ve vzorcich
suché kapky krve

Pti bioanalyze se vzorky DBS pro kalibraci pipetuji v pfedem definovaném objemu na
odbérovou kartu. V Zadném ptipadé se Spicka pipety nesmi dotykat odbérové karty, aby nedoslo

k nehomogennimu S§ifeni krve.

Ptiprava standardi SO—S5 pro sestrojeni kalibracni kiivky je popsana v experimentalni

¢asti. Pomeéry plochy piki jednotlivych MK k plose piku IS byly vypocitany dvojim zptisobem.
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U prvniho zptsobu byl vypocet dle vztahu v rovnici 1.

pramér ploch pikit S5 (5S4, S3, S2, S1)-pramér ploch pikt SO
pramér ploch pikl vnitiniho standardu

Rovnice 1 Prvni zpiisob vypoctu poméru plochy piku jednotlive mastné kyseliny k plose piku vnitrniho

standardu

U druhého zptisobu byl vypocet dle vztahu v rovnici 2.

(prﬁmér ploch pikta S5 (5S4, S3, S2, Sl)) ( pramér ploch pik SO )

prumér ploch pikii vnitiniho standardu/ \primér ploch pikl vnitiniho standardu

Rovnice 2 Druhy zpiisob vypoctu pomeéru plochy piku jednotlivé mastné kyseliny k ploSe piku vnitiniho
standardu
Tabulka 15 Parametry kalibracnich krivek pro stanoveni vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché

kapky krve (pomér plochy piku jednotlive mastné kyseliny k plose piku vnitiniho standardu pocitany
prvaim zpiisobem)

ZKraceny

Nazev MK nazev k q R?

Dodekanova C12:0 0,0009 -0,0068 0,9992
Myristova C14:0 0,0023 -0,0323 0,9930
Myristolejova Cl14:1 (n-5) 0,0015 0,0039 0,8984
Pentadekanova C15:0 0,0021 -0,0065 0,9651
Palmitova C16:0 0,0024 0,4654 0,9756
Palmitolejova Cl16:1 (n-7) 0,0018 0,0090 0,9874
Heptadekanova C17:0 0,0021 0,0252 0,9754
Stearova C18:0 0,0027 0,1662 0,9709
Olejova C18:1 (n-9cis) 0,0013 0,1991 0,9986
cis-Vacenova C18:1 (n-7cis) 0,0020 0,0377 0,9966
Linolova C18:2 (n-6 cis) 0,0016 -0,2977 0,9991
Arachidova C20:0 0,0028 0,0229 0,9925
v-Linolenova C18:3 (n-6 cis) 0,0008 -0,0054 0,9923
Linolenova C18:3 (n-3 cis) 0,0012 -0,0156 0,9988
Behenova C22:0 0,0019 0,0555 0,8131

Eikosatrienovéa C20:3 (n-6 cis) 0,0011 0,0633 0,9949
Arachidonova C20:4 (n-6 cis) 0,0018 0,2436 0,9667

Trikosanova C23:0 0,0040 0,0321 0,9898
Eikosapentaenova C20:5 (n-3 cis) 0,0010 -0,0104 0,9966
Tetrakosanova C24:0 0,0005 0,0906 0,1546

Dokosatetraecnova C22:4 (n-6 cis) 0,0006 0,0186 0,6310
Dokosapentaenova C22:5 (n-6 cis) 0,0003 0,0130 0,8141

Dokosahexaenova (C22:6 (n-3cis) 0,0013 0,0422 0,9689
MK, mastna kyselina
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Tabulka 16 Parametry kalibracnich krivek pro stanoveni vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché
kapky krve (pomér plochy piku jednotlive mastné kyseliny k plose piku vnitiniho standardu pocitany
druhym zpiisobem)

ZKkraceny

Niazev MK nazev k q R?

Dodekanova C12:0 0,0009 -0,0109 0,9995
Myristova C14:0 0,0023 -0,0621 0,9925
Myristolejova Cl14:1 (n-5) 0,0014 -0,0174 0,9987
Pentadekanova C15:0 0,0020 -0,0201 0,9218
Palmitova C16:0 0,0023 -0,4194 0,9980
Palmitolejova C16:1 (n-7) 0,0018 -0,0534 0,9966
Heptadekanova Cl17:0 0,0020 0,0165 0,9976
Stearova C18:0 0,0026 -0,2714 0,9972
Olejova C18:1 (n-9cis) 0,0013 -0,5225 0,9985
cis-Vacenova C18:1 (n-7 cis) 0,0020 -0,0659 0,9965
Linolova C18:2 (n-6 cis) 0,0016 -0,6416 0,9995
Arachidova C20:0 0,0028 0,0116  0,9929
v-Linolenova C18:3 (n-6 cis)  0,0008 -0,0096 0,9941
Linolenova C18:3 (n-3 cis) 0,0012 -0,0240 0,9990
Behenova C22:0 0,0018 0,0351  0,7973
Eikosatrienova C20:3 (n-6 cis) 0,0011 0,0479  0,9939
Arachidonova C20:4 (n-6 cis) 0,0017 -0,0033 0,9646
Trikosanova C23:0 0,0040 0,0321  0,9898
Eikosapentaenova C20:5 (n-3 cis) 0,0010 -0,0262  0,9983
Tetrakosanova C24:0 0,0004 0,0563  0,0420
Dokosatetraecnova C22:4 (n-6 cis) 0,0005 -0,0099 0,5600
Dokosapentaenova C22:5 (n-6 cis) 0,0003 0,0066  0,6937
Dokosahexaenova (C22:6 (n-3 cis) 0,0013 -0,0076  0,8840

MK, mastna kyselina

Z vysledk je patrné, Ze hodnota R? je pro celou fadu MK pod hodnotou 0,99. Vétsinou
se jedna o MK, jejichz hladina v krvi je nizkd, a tedy i kalibracni standardy maji nizkou
koncentraci, jsou tudiZz obtizné kvantifikovany. Re$enim by mohlo byt zvyseni citlivosti

metody.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo zaméfit se na nckteré faktory ovliviujici kvantitativni analyzu
vybranych MK ve vzorcich DBS a postupy piipravy vzorkii DBS pied samotnou GC-MS
analyzou. Prace byla zaméiena predevsim na piipravu vzorku pied analyzou, castecné byla
modifikovana metoda GC. Z parametra ovliviiujicich kvantitativni vysledky byly testovany
chromatografické u¢inky analytii v krvi po jejim nanesenim na odb&rovou kartu. Porovnavany
byly také poméry plochy piku jednotlivé MK k plose piku IS mezi vzorky ziskanymi vysekem
ter¢iku vzorku DBS a analyzou stejného celého vzorku DBS. Testovali jsme 5 raznych technik
zavadéni IS ke vzorku DBS. Nejvhodnéjsim zptisobem se jevi separatni extrakce terciku vzorku
DBS a terciku s IS aplikovanym na stejnou odbérovou kartu v blizkosti vzorku DBS.
Z praktického hlediska je nejvhodnéjsi extrahovat MK ze vzorku DBS organickym
rozpoustédlem obsahujici IS. Z analytickych parametrii metody stanoveni MK ve vzorku DBS
metodou GC-MS jsme testovali linearitu a nepfesnost v sérii. Vysledky ukazuji, Ze tato metoda
neni v soucasné dobé pouzitelnd pro analyzu vzorki krve ziskanych technikou suché kapky.
Bude zapottebi zvysit citlivost metody, testovat dal$i parametry ovliviiujici kvantitativni
analyzu a pokud mozno zkrétit dobu analyzy pouZzitim kratsi kapilarni kolony s vyssi u€innosti

S€parace.
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Priloha 1 Hladiny vybranych mastnych kyselin [umol/l] v plazmé zdravych jedincii publikované riiznymi

autory

Nazev MK [80] [79] [81] [82] [83] [84]
Volne MK Volne MK

C14:0 (myristova) 7,16£3,00 90420 63,6+37,1 12+£2
C15:0 1,34+0,91 17,8+6,7
(pentadecylova)
C16:0 (palmitova) 122448 23604430 1631,1+459,3  1905+£537 144+21 2187,04+97,11
C16:1 n-7 1,97+1,40 250+70 133,0+67,2 14+3
(palmitoleova)
C18:0 (stearova) 48,8421,0 770+110  489,5+124,3 12194315 43045 661,86+21,44
C18:1 n-9 cis 122456 2170+£600 1285,54416,7 12124518 1640421  2249,56+114,69
(olejova)
C18:2 n-6 cis 83,8+38,0 3250+£600 2233,8+622,6  359+162  64+11 3330,96+538,52
(linolova)
C18:3n-3 5,11£3,80  100+40 54,4+25,1 354+119  2+0 34,84+2,16
(linolenova)
C18:4 n-3 0,408+0,4 0,2+0,5
(stearidonova) 00
C20:4 n-6 14£12 50+120 393,0+119,1 5744202 742 699,84+40,07
(arachidonova)
C20:5n-3 1,09+0,72 200£110  40,3+28,3 328+112 96,53+19,83
(eikosapentaenova)
C22:4 n-6 1,01+£0,48 15,4+23,0
(dokosatetraenova)
C22:5n-6 0,953+0,5 8,0+£5,9
(dokosapentaenovad) 10
C22:6 n-3 4,66+3,30 420+110  88,8+36,8 7544340 272,45+15,53
(dokosahexaenova)
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Piiloha 2 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve

Chromatograficky zdznam (Cerveng) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy vyseknuty tercik ze vzorku suché kapky krve byl pfi derivatizaci

ponechdn ve zkumavce. Chromatograficky zdznam (modie) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy vyseknuty tercik suché kapky krve byl pred

derivatizaci vyjmut ze zkumavky.
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Piky: 1 — myristova, 2 — palmitova, 3 — palmitolejova, 4 — stearova, 5 — olejova, 6 — linolova, 7 — behenova, 8 — eikosatrienovd, 9 — arachidonova,

10 — eikosapentaenova, 11 — tetrakosanova, 12 — dokosatetraenova, 13 — dokosahexaenova
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Priloha 3 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve vzorku suché kapky krve (priblizeni chromatografického zaznamu uvedeného
v priloze 2)

Chromatograficky zdznam (Cervené) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy vyseknuty tercik ze vzorku suché kapky krve byl pii derivatizaci
ponechan ve zkumavce. Chromatograficky zdznam (modie) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy vyseknuty tercik suché kapky krve byl pred

derivatizaci vyjmut ze zkumavky.
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Piky: 1 — palmitova, 2 — palmitolejova, 3 — stearova, 4 — olejova, S — cis-vacenova, 6 — linolova
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Piiloha 4 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésném standardu

Chromatograficky zaznam (Cerven€) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy pfi derivatizaci byla pouzita smés ethanolu a acetylchloridu (5:1, v/v).

Chromatograficky zdznam (modie) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy pfi derivatizaci byl pouZzit 10% fluorid bority v ethanolu.
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Piky: 1 — dodekanova, 2 — tridekanova, 3 — palmitova, 4 — palmitolejova, S — heptadekanova, 6 — stearova, 7 — elaidova, 8 — linolelaidova, 9 — linolova, 10 —
arachidova, 11 — linolenova, 12 — eikosatrienova, 13 — arachidonova, 14 — eikosapentaenovd, 15— dokosatrienova, 16 — dokosatetraenova, 17 —

dokosapentaenova, 18 — dokosahexaenova
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Piiloha 5 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésnéem standardu

Chromatograficky zaznam (Cerven€) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy pfi derivatizaci byla pouzita smés ethanolu a acetylchloridu (5:1, v/v).

Chromatograficky zdznam (modie) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy pfi derivatizaci byl pouzit 10% fluorid bority v ethanolu.
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Piky: 1 — myristové, 2 — myristolejova, 3 — pentadekanova, 4 — fytanova, 5 — trans-vacenova, 6 — olejova, 7 — cis-vacenova, 8 — nonadekanova, 9 — y-linolenova,

10 — heneikosanova, 11 — stearidonova, 12 — behenova, 13 — erukova, 14 — trikosanova, 15 — tetrakosanova, 16 — hexakosanova
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Piiloha 6 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smesnéem standardu

Chromatograficky zaznam (Cerven€) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy pfi derivatizaci byla pouzita smés ethanolu a acetylchloridu (5:1, v/v).

Chromatograficky zdznam (modie) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy pfi derivatizaci byl pouzit 10% fluorid bority v ethanolu.
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Piky: 1 — undekanova, 2 — dodekanova, 3 — tridekanova
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Piiloha 7 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésnéem standardu

Chromatograficky zaznam (Cerven€) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy ethylestery mastnych kyselin byly extrahovany n-hexanem.

Chromatograficky zdznam (modie) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy ethylestery mastnych kyselin byly extrahovany ethylacetatem.
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Piky: 1 — undekanova, 2 — dodekanova, 3 — tridekanova, 4 — myristova, 5 — myristolejova, 6 — pentadekanova, 7 — palmitova, 8 — palmitolejova/fytanova, 9 —
heptadekanova, 10 — stearova, 11 — elaidova/tfrans-vacenova, 12 — olejova, 13 — cis-vacenova, 14 — nonadekanova/linolelaidova, 15 — linolova, 16 — arachidova,
17 — y-linolenova, 18 — linolenova, 19 — heneikosanova, 20 — stearidonova, 21 — behenova, 22 — eikosatrienova, 23 — arachidonova, 24 — erukova, 25 —
trikosanova, 26 — eikosapentaenova, 27 — tetrakosanova, 28 — dokosatrienova, 29— dokosatetracnovd, 30 — dokosapentaenova, 31 -—

hexakosanova/dokosahexaenova
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Priloha 8 Chromatograficky zdaznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésném standardu (priblizeni chromatografického zaznamu uvedeného
v priloze 7)

Chromatograficky zaznam (Cerven€) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy ethylestery mastnych kyselin byly extrahovdny n-hexanem.

Chromatograficky zdznam (modie) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy ethylestery mastnych kyselin byly extrahovany ethylacetatem.
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Piky: 1 — dodekanova, 2 — tridekanova, 3 — myristova, 4 — myristolejova, 5 — pentadekanova, 6 — palmitova
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Priloha 9 Chromatograficky zdaznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésném standardu (priblizeni chromatografického zaznamu uvedeného
v priloze 7)

Chromatograficky zaznam (Cerven€) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy ethylestery mastnych kyselin byly extrahovany n-hexanem.
Chromatograficky zaznam (modie) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy ethylestery mastnych kyselin byly extrahovany ethylacetatem.
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Piky: 1 — eikosapentaenova, 2 — tetrakosanova, 3 — dokosatrienova, 4 — dokosatetraenova
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Piiloha 10 Chromatograficky zdznam stanoveni vybranych mastnych kyselin ve smésném standardu

Chromatograficky zaznam (Cervené) odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy organické rozpoustédlo bylo po extrakci ethylestert mastnych kyselin
odpareno v atmosféte dusiku (organickym rozpoustédlem byl n-hexan, ke kterému pied odpafenim nebyl pfidan ethanol). Chromatograficky zaznam (modie)
odpovida stanoveni vybranych mastnych kyselin, kdy organické rozpoustédlo bylo po extrakci ethylesteri mastnych kyselin odpaieno v atmosféie dusiku

(organickym rozpoustédlem byl n-hexan, ke kterému pfed odpatenim byl pfidan ethanol).
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Piky: 1 — dodekanova, 2 — tridekanova, 3 — myristova, 4 — myristolejova, 5 — pentadekanova

90



Priloha 11 Porovnani pomeéru plochy pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitiniho standardu pri technice zavadeni vnitiniho standardu (na
odbérovou kartu prvné aplikovan vnitini standard, poté krev)

Krev s vnitinim standardem Prvné IS, poté krev

Nazev MK Vyseknuty tercik Cely vzorek Vyseknuty tercik Cely vzorek

Priamér

pomeéru plochy Prumér poméru Primér poméru Priumér poméru

piku MK plochy pika MK plochy piki MK plochy pika MK

a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Dodekanova 0,073 0,020 0,134 0,021 0,359 0,086 0,095 0,010
Myristova 0,589 0,104 0,669 0,012 2,277 0,098 0,514 0,072
Myristolejova 0,404 0,034 0,356 0,078 1,571 0,123 0,242 0,003
Pentadekanova 0,210 0,027 0,251 0,023 0,812 0,039 0,230 0,052
Palmitova 13,342 0,309 10,813 0,150 49,733 1,110 8,436 0,252
Palmitolejova 1,088 0,064 0,724 0,037 3,773 0,286 0,532 0,002
Heptadekanova 0,197 0,049 0,161 0,027 0,624 0,083 0,116 0,016
Stearova 6,623 0,165 4,835 0,211 25,008 0,391 3,757 0,132
Olejova 7,388 0,246 5,091 0,126 25,579 0,677 3,979 0,237
cis-Vacenova 0,630 0,053 0,445 0,031 2,188 0,130 0,334 0,013
Linolova 7,988 0,285 5,348 0,183 26,593 0,773 3,948 0,045
Arachidova 0,151 0,032 0,184 0,013 0,745 0,068 0,144 0,038
Linolenova 0,135 0,086 0,182 0,038 0,782 0,186 0,067 0,048
Behenova 0,563 0,097 0,463 0,031 1,807 0,313 0,337 0,050
Eikosatrienova 0,465 0,036 0,315 0,014 1,901 0,168 0,246 0,037
Arachidonova 4,270 0,172 2,678 0,084 15,452 0,153 2,167 0,073
Eikosapentaecnova 0,074 0,052 0,123 0,017 0,610 0,125 0,060 0,033
Tetrakosanova 0,852 0,140 0,632 0,057 3,198 0,576 0,577 0,023
Dokosatetraenova 0,718 0,036 0,485 0,051 2,875 0,144 0,357 0,030
Dokosapentaenova 0,114 0,060 0,127 0,009 0,770 0,239 0,065 0,012
Dokosahexaenova 1,222 0,163 0,748 0,128 4,267 0,096 0,546 0,042
Vnitini standard 616,667 38,422 834,667 67,613 211,000 13,491 1043,667 79,939

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka
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Priloha 12 Porovnani poméru plochy pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitiniho standardu pri technice zavadeéni vnitiniho standardu (vnitini
standard a vzorek krve aplikovany na odbérovou kartu oddélené, ale zpracovany spolecné)

Krev s vnitinim standardem IS a krev aplikovany oddélené

Nazev MK Vyseknuty tercik Cely vzorek Vyseknuty tercik Cely vzorek

Prumér poméru Priamér poméru Prumér poméru Primér poméru

plochy piki MK plochy pika MK plochy piki MK plochy piki MK

a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Dodekanova 0,073 0,020 0,134 0,021 0,118 0,014 0,160 0,014
Myristova 0,589 0,104 0,669 0,012 0,430 0,036 0,615 0,145
Myristolejova 0,404 0,034 0,356 0,078 0,230 0,030 0,265 0,020
Pentadekanova 0,210 0,027 0,251 0,023 0,176 0,024 0,274 0,055
Palmitova 13,342 0,309 10,813 0,150 7,486 0,586 8,341 0,626
Palmitolejova 1,088 0,064 0,724 0,037 0,500 0,024 0,460 0,023
Heptadekanova 0,197 0,049 0,161 0,027 0,108 0,011 0,134 0,013
Stearova 6,623 0,165 4,835 0,211 3,377 0,187 3,410 0,277
Olejova 7,388 0,246 5,091 0,126 3,559 0,136 3,392 0,171
cis-Vacenova 0,630 0,053 0,445 0,031 0,281 0,044 0,287 0,054
Linolova 7,988 0,285 5,348 0,183 3,693 0,244 3,332 0,086
Arachidova 0,151 0,032 0,184 0,013 0,095 0,006 0,126 0,021
Linolenova 0,135 0,086 0,182 0,038 0,085 0,018 0,139 0,049
Behenova 0,563 0,097 0,463 0,031 0,278 0,062 0,379 0,037
Eikosatrienova 0,465 0,036 0,315 0,014 0,208 0,039 0,191 0,023
Arachidonova 4,270 0,172 2,678 0,084 1,844 0,049 0,056 0,020
Eikosapentaenova 0,074 0,052 0,123 0,017 0,053 0,008 0,529 0,038
Tetrakosanova 0,852 0,140 0,632 0,057 0,457 0,069 0,350 0,027
Dokosatetraenova 0,718 0,036 0,485 0,051 0,328 0,006 0,074 0,008
Dokosapentaenova 0,114 0,060 0,127 0,009 0,060 0,007 0,411 0,020
Dokosahexaenova 1,222 0,163 0,748 0,128 0,452 0,047 0,546 0,042
Vnitini standard 616,667 38,422 834,667 67,613 1494,333 154,931 1166,333 157,525

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka
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Priloha 13 Porovnani poméru plochy pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitiniho standardu pri technice zavadeni vnitiniho standardu (vnitini
standard v extrakcnim cinidle)

Krev s vnitinim standardem IS v extrakénim Cinidle

Nazev MK Vyseknuty tercik Cely vzorek Vyseknuty tercik Cely vzorek

Prumér poméru Priamér poméru Prumér poméru Primér poméru

plochy piki MK plochy pika MK plochy piki MK plochy piki MK

a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Dodekanova 0,073 0,020 0,134 0,021 0,034 0,005 0,062 0,019
Myristova 0,589 0,104 0,669 0,012 0,236 0,003 0,389 0,069
Myristolejova 0,404 0,034 0,356 0,078 0,132 0,008 0,141 0,028
Pentadekanova 0,210 0,027 0,251 0,023 0,070 0,003 0,159 0,029
Palmitova 13,342 0,309 10,813 0,150 5,082 0,078 5,779 0,684
Palmitolejova 1,088 0,064 0,724 0,037 0,375 0,020 0,354 0,035
Heptadekanova 0,197 0,049 0,161 0,027 0,068 0,016 0,079 0,014
Stearova 6,623 0,165 4,835 0,211 2,372 0,041 2,427 0,271
Olejova 7,388 0,246 5,091 0,126 2,510 0,033 2,621 0,419
cis-Vacenova 0,630 0,053 0,445 0,031 0,196 0,011 0,216 0,053
Linolova 7,988 0,285 5,348 0,183 2,562 0,039 2,582 0,327
Arachidova 0,151 0,032 0,184 0,013 0,067 0,002 0,078 0,011
Linolenova 0,135 0,086 0,182 0,038 0,052 0,014 0,062 0,000
Behenova 0,563 0,097 0,463 0,031 0,188 0,010 0,198 0,028
Eikosatrienova 0,465 0,036 0,315 0,014 0,136 0,001 0,144 0,022
Arachidonova 4,270 0,172 2,678 0,084 1,449 0,025 1,315 0,219
Eikosapentaenova 0,074 0,052 0,123 0,017 0,038 0,003 0,041 0,009
Tetrakosanova 0,852 0,140 0,632 0,057 0,335 0,016 0,328 0,054
Dokosatetraenova 0,718 0,036 0,485 0,051 0,232 0,005 0,195 0,027
Dokosapentaenova 0,114 0,060 0,127 0,009 0,076 0,011 0,063 0,013
Dokosahexaenova 1,222 0,163 0,748 0,128 0414 0,005 0,355 0,058
Vnitini standard 616,667 38,422 834,667 67,613  2498,000 68,196 2071,333 191,893

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka
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Priloha 14 Porovnani poméru plochy pikii jednotlivych mastnych kyselin k plose piku vnitiniho standardu pri technice zavadeni vnitrniho standardu (prvné na
odbérovou kartu aplikovana krev a na vzorek suché kapky krve aplikovan vnitini standard)

Krev s vnitinim standardem Prvné krev, poté IS

Nazev MK Vyseknuty tercik Cely vzorek Vyseknuty tercik Cely vzorek

Prumér poméru Priamér poméru Prumér poméru Pramér poméru

plochy piki MK plochy pika MK plochy piki MK plochy pika MK

a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Dodekanova 0,073 0,020 0,134 0,021 0,114 0,032 0,060 0,014
Myristova 0,589 0,104 0,669 0,012 0,480 0,084 0,386 0,045
Myristolejova 0,404 0,034 0,356 0,078 0,209 0,047 0,116 0,021
Pentadekanova 0,210 0,027 0,251 0,023 0,190 0,083 0,180 0,041
Palmitova 13,342 0,309 10,813 0,150 8,219 0,874 5,759 0,363
Palmitolejova 1,088 0,064 0,724 0,037 0,462 0,011 0,323 0,040
Heptadekanova 0,197 0,049 0,161 0,027 0,112 0,033 0,109 0,014
Stearova 6,623 0,165 4,835 0,211 3,645 0,490 2,247 0,144
Olejova 7,388 0,246 5,091 0,126 3,821 0,269 2,399 0,192
cis-Vacenova 0,630 0,053 0,445 0,031 0,313 0,061 0,232 0,028
Linolova 7,988 0,285 5,348 0,183 4,305 0,370 2,582 0,170
Arachidova 0,151 0,032 0,184 0,013 0,126 0,028 0,098 0,011
Linolenova 0,135 0,086 0,182 0,038 0,169 0,052 0,073 0,024
Behenova 0,563 0,097 0,463 0,031 0,242 0,021 0,168 0,023
Eikosatrienova 0,465 0,036 0,315 0,014 0,204 0,029 0,136 0,022
Arachidonova 4,270 0,172 2,678 0,084 1,460 0,087 0,874 0,086
Eikosapentaenova 0,074 0,052 0,123 0,017 0,107 0,011 0,035 0,009
Tetrakosanova 0,852 0,140 0,632 0,057 0,332 0,032 0,279 0,033
Dokosatetraenova 0,718 0,036 0,485 0,051 0,207 0,042 0,149 0,006
Dokosapentaenova 0,114 0,060 0,127 0,009 0,067 0,056 0,053 0,038
Dokosahexaenova 1,222 0,163 0,748 0,128 0,390 0,051 0,185 0,032
Vnitini standard 616,667 38,422 834,667 67,613 757,000 155,957 1202,667 57,069

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka
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Priloha 15a Stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve osetrenych butylovanym hydroxytoluenem, které byly skladovany pri pokojové

teploté

0h 24 h 48 h 72 h 1 tyden
Nazev MK 1% roztok BHT

Prumér poméru Prumér poméru Primér poméru Primér poméru Prumér poméru

plochy pikua plochy pika MK plochy piki MK plochy piki MK plochy piki MK

MK a piku IS SD a piku IS SD a plochy IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Dodekanova 0,029 0,004 0,035 0,007 0,124 0,015 0,041 0,003 0,036 0,006
Myristova 0,211 0,016 0,233 0,007 0,829 0,047 0,255 0,045 0,673 0,055
Myristolejova 0,134 0,011 0,154 0,014 0,511 0,032 0,144 0,015 0,416 0,039
Pentadekanova 0,068 0,013 0,076 0,010 0,244 0,013 0,083 0,013 0,223 0,063
Palmitova 4,836 0,263 5,309 0,113 18,368 0,974 5,252 0,337 15,846 0,948
Palmitolejova 0,358 0,016 0,396 0,027 1,330 0,055 0,375 0,026 1,074 0,034
Heptadekanova 0,058 0,008 0,067 0,007 0,233 0,033 0,056 0,004 0,158 0,020
Stearova 2,331 0,088 2,599 0,050 8,358 0,433 2,433 0,097 7,413 0,407
Olejova 2,427 0,158 2,649 0,175 10,149 1,989 2,578 0,169 7,594 0,439
cis-Vacenova 0,213 0,026 0,203 0,019 0,769 0,090 0,189 0,026 0,613 0,034
Linolova 2,483 0,177 2,718 0,158 9,102 0,322 2,569 0,132 7,432 0,323
Arachidova 0,070 0,008 0,072 0,003 0,251 0,029 0,067 0,010 0,175 0,006
Linolenova 0,069 0,008 0,075 0,004 0,262 0,011 0,066 0,013 0,175 0,053
Behenova 0,193 0,014 0,168 0,011 0,692 0,033 0,176 0,023 0,527 0,039
Eikosatrienova 0,159 0,017 0,171 0,016 0,562 0,060 0,150 0,002 0,431 0,044
Arachidonova 1,410 0,093 1,485 0,065 4,905 0,050 1,436 0,017 4,147 0,204
Trikosanova 0,033 0,011 0,035 0,005 0,122 0,033 0,033 0,013 0,121 0,011
Eikosapentaenova 0,042 0,008 0,044 0,009 0,155 0,027 0,043 0,012 0,132 0,018
Tetrakosanova 0,328 0,029 0,310 0,033 1,142 0,096 0,304 0,007 1,001 0,031
Dokosatetraenova 0,224 0,023 0,236 0,019 0,798 0,100 0,215 0,006 0,668 0,085

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka; BHT, butylovany hydroxytoluen
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Priloha 15b Stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve osetrenych butylovanym hydroxytoluenem, ktere byly skladovany pri pokojové

teploté

0h 24 h 48 h 72 h 1 tyden
Nazev MK 1% roztok BHT

Prumér poméru Priumér poméru Primér poméru Primér poméru Prumér poméru

plochy pikia MK plochy pika MK plochy piki MK plochy piki MK plochy piki MK

a piku IS SD a piku IS SD a plochy IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Dokosapentaenova 0,048 0,007 0,062 0,014 0,162 0,001 0,073 0,007 0,123 0,010
Dokosahexaenova 0,362 0,041 0,393 0,028 1,205 0,031 0,371 0,027 1,045 0,027

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka; BHT, butylovany hydroxytoluen

Piiloha 16a Stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve neosetienych butylovanym hydroxytoluenem, které byly skladovany pri pokojové

teploté

Oh 24 h 48 h 72 h 1 tyden
Nazev MK bez BHT

Prumér poméru Primér poméru Primér poméru Primér poméru Primér poméru

plochy piki MK plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK

a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Dodekanova 0,042 0,010 0,034 0,011 0,114 0,007 0,035 0,009 0,039 0,009
Myristova 0,233 0,039 0,221 0,023 0,787 0,040 0,696 0,041 0,232 0,049
Myristolejova 0,134 0,012 0,114 0,009 0,486 0,032 0,391 0,045 0,127 0,005
Pentadekanova 0,081 0,020 0,068 0,008 0,276 0,043 0,211 0,029 0,085 0,018
Palmitova 4,989 0,232 4,880 0,152 15,968 0,458 15,079 0,400 4,979 0,353
Palmitolejova 0,347 0,019 0,329 0,004 1,137 0,049 0,934 0,056 0,334 0,026
Heptadekanova 0,059 0,015 0,056 0,006 0,197 0,022 0,179 0,015 0,059 0,004
Stearova 2,532 0,161 2,459 0,103 7,539 0,261 6,956 0,232 2,370 0,115

MK, mastné kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatné odchylka; BHT, butylovany hydroxytoluen
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Priloha 16b Stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve neosetrenych butylovanym hydroxytoluenem, které byly skladovany pri pokojové

teploté

Oh 24 h 48 h 72 h 1 tyden

bez

Nazev MK BHT

Primér poméru Primér poméru Primér poméru Primér poméru Prumér poméru

plochy piki MK plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK

a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Olejova 2,339 0,094 2,304 0,029 7,683 0,137 7,032 0,279 2,272 0,091
cis-Vacenova 0,188 0,004 0,178 0,011 0,645 0,035 0,603 0,057 0,194 0,035
Linolova 2,368 0,133 2,284 0,059 7,580 0,063 6,895 0,343 2,178 0,091
Arachidova 0,071 0,009 0,070 0,005 0,225 0,021 0,173 0,036 0,068 0,012
Linolenova 0,068 0,018 0,048 0,010 0,183 0,030 0,160 0,029 0,064 0,016
Behenova 0,178 0,008 0,160 0,018 0,610 0,048 0,502 0,067 0,189 0,021
Eikosatrienova 0,157 0,021 0,145 0,010 0,510 0,078 0,422 0,046 0,164 0,007
Arachidonova 1,318 0,083 1,323 0,010 4,277 0,015 3,858 0,252 1,347 0,060
Trikosanova 0,032 0,014 0,022 0,001 0,100 0,030 0,039 0,002 0,027 0,008
Eikosapentaenova 0,050 0,010 0,039 0,010 0,116 0,035 0,135 0,027 0,034 0,003
Tetrakosanova 0,343 0,023 0,278 0,018 1,061 0,037 0,872 0,051 0,382 0,032
Dokosatetraenova 0,207 0,025 0,203 0,018 0,704 0,059 0,587 0,044 0,228 0,010
Dokosapentaenova 0,059 0,017 0,049 0,024 0,142 0,043 0,132 0,040 0,048 0,006
Dokosahexaenova 0,333 0,031 0,322 0,009 1,023 0,062 0,998 0,068 0,347 0,048

MK, mastna kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka; BHT, butylovany hydroxytoluen
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Piiloha 17 Stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve oSetienych butylovanym hydroxytoluenem, které byly skladovany pri 4 °C

0 tydna 1 tyden 2 tydny 3 tydny
Nazev MK 1% roztok BHT

Prumér poméru Prumér poméru Prumér poméru Primér poméru

plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK

a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD a piku IS SD
Dodekanova 0,029 0,004 0,038 0,008 0,093 0,031 0,093 0,007
Myristova 0,211 0,016 0,256 0,008 0,425 0,060 0,511 0,124
Myristolejova 0,134 0,011 0,146 0,002 0,245 0,010 0,292 0,046
Pentadekanova 0,068 0,013 0,092 0,009 0,176 0,029 0,233 0,032
Palmitova 4,836 0,263 5,400 0,138 7,382 0,554 7311 0,546
Palmitolejova 0,358 0,016 0,385 0,023 0,579 0,076 0,579 0,065
Heptadekanova 0,058 0,008 0,071 0,013 0,098 0,013 0,148 0,008
Stearova 2,331 0,088 2,533 0,057 3,375 0,244 3,200 0,185
Olejova 2,427 0,158 2,656 0,044 3,861 0,307 3,895 0,313
cis-Vacenova 0,213 0,026 0,224 0,019 0,372 0,051 0,303 0,045
Linolova 2,483 0,177 2,626 0,057 3,821 0,262 3,640 0,292
Arachidova 0,070 0,008 0,080 0,014 0,127 0,018 0,134 0,023
Linolenova 0,069 0,008 0,074 0,005 0,083 0,003 0,116 0,011
Behenova 0,193 0,014 0,214 0,029 0,299 0,019 0,245 0,079
Eikosatrienova 0,159 0,017 0,171 0,018 0,245 0,019 0,260 0,029
Arachidonova 1,410 0,093 1,425 0,044 2352 0,149 2,092 0,168
Trikosanova 0,033 0,011 0,045 0,007 0,067 0,002 - -
Eikosapentaenova 0,042 0,008 0,044 0,005 0,120 0,004 0,124 0,020
Tetrakosanova 0,328 0,029 0,361 0,017 0,468 0,069 0,502 0,021
Dokosatetraenova 0,224 0,023 0,232 0,026 0,374 0,042 0,371 0,013
Dokosapentaenova 0,048 0,007 0,062 0,007 - — 0,300 0,053
Dokosahexaenova 0,362 0,041 0,397 0,026 0,656 0,087 0,586 0,032

MK, mastné kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatné odchylka; BHT, butylovany hydroxytoluen
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Piiloha 18 Stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve neosetienych butylovanym hydroxytoluenem, které byly skladovany pri 4 °C

0 tydna 1 tyden 2 tydny 3 tydny
Nazev MK bez BHT

Primér poméru Prumér poméru Prumér poméru Primér poméru

plochy piki MK plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK

a piku IS SD  apikulS SD  apikulS SD  apiku IS SD
Dodekanova 0,042 0,010 0,038 0,007 0,127 0,031 0,078 0,011
Myristova 0,233 0,039 0,230 0,011 0,467 0,121 0,110 0,014
Myristolejova 0,134 0,012 0,121 0,003 0,248 0,010 0,073 0,004
Pentadekanova 0,081 0,020 0,079 0,006 0,184 0,053 0,045 0,012
Palmitova 4,989 0,232 4,796 0,100 7,304 0,554 1,901 0,086
Palmitolejova 0,347 0,019 0,311 0,003 0,486 0,051 0,133 0,010
Heptadekanova 0,059 0,015 0,063 0,011 0,161 0,021 0,032 0,010
Stearova 2,532 0,161 2,317 0,079 3,209 0,258 0,874 0,031
Olejova 2,339 0,094 2,242 0,052 3,575 0,171 1,011 0,035
cis-Vacenova 0,188 0,004 0,185 0,014 0,350 0,060 0,089 0,010
Linolova 2,368 0,133 2,222 0,059 3,420 0,127 0,900 0,068
Arachidova 0,071 0,009 0,065 0,011 0,186 0,040 0,040 0,003
Linolenova 0,068 0,018 0,062 0,014 0,147 0,024 0,036 0,008
Behenova 0,178 0,008 0,179 0,019 0,317 0,062 0,085 0,007
Eikosatrienova 0,157 0,021 0,141 0,009 0,336 0,021 0,068 0,001
Arachidonova 1,318 0,083 1,315 0,059 2,197 0,163 0,587 0,061
Trikosanova 0,032 0,014 0,023 0,004 0,070 0,050 0,032 0,001
Eikosapentaenova 0,050 0,010 0,050 0,011 0,051 0,073 0,025 0,006
Tetrakosanova 0,343 0,023 0,284 0,023 0,480 0,007 0,124 0,008
Dokosatetraenova 0,207 0,025 0,220 0,024 0,394 0,015 0,109 0,008
Dokosapentaenova 0,059 0,017 0,045 0,009 — — 0,059 0,002
Dokosahexaenova 0,333 0,031 0,341 0,011 0,667 0,031 0,149 0,019

MK, mastné kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatna odchylka; BHT, butylovany hydroxytoluen
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Piiloha 19 Stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve osetienych butylovanym hydroxytoluenem, které byly skladovany pri —20 °C

0 tydna 1 tyden 2 tydny 3 tydny
Nazev MK 1% roztok BHT

Prumér poméru Prumér poméru Prumér poméru Priumér poméru

plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK

a piku IS SD a piku IS SD  apiku IS SD a piku IS SD
Dodekanova 0,029 0,004 0,038 0,009 0,087 0,009 0,108 0,027
Myristova 0,211 0,016 0,229 0,019 0,427 0,032 0,456 0,063
Myristolejova 0,134 0,011 0,137 0,007 0,261 0,026 0,213 0,033
Pentadekanova 0,068 0,013 0,073 0,010 0,217 0,056 0,201 0,061
Palmitova 4,836 0,263 5,223 0,135 7,586 0,439 7,121 0,172
Palmitolejova 0,358 0,016 0,349 0,023 0,645 0,080 0,510 0,029
Heptadekanova 0,058 0,008 0,052 0,003 0,136 0,036 0,116 0,010
Stearova 2,331 0,088 2,457 0,046 3,394 0,154 2,210 1,550
Olejova 2,427 0,158 2,464 0,076 4,027 0,275 3,516 0,165
cis-Vacenova 0,213 0,026 0,196 0,010 0,367 0,014 0,328 0,009
Linolova 2,483 0,177 2,595 0,083 4,113 0,298 3,542 0,150
Arachidova 0,070 0,008 0,075 0,014 0,132 0,001 0,127 0,038
Linolenova 0,069 0,008 0,072 0,011 0,227 0,054 0,119 0,032
Behenova 0,193 0,014 0,180 0,033 0,320 0,043 0,290 0,033
Eikosatrienova 0,159 0,017 0,167 0,013 0,255 0,054 0,243 0,006
Arachidonova 1,410 0,093 1,438 0,003 2,394 0,160 1,964 0,126
Trikosanova 0,033 0,011 0,031 0,005 — - - -
Eikosapentaenova 0,042 0,008 0,050 0,013 0,110 0,007 0,096 0,016
Tetrakosanova 0,328 0,029 0,345 0,004 0,477 0,027 0,406 0,070
Dokosatetraenova 0,224 0,023 0,219 0,028 0,389 0,068 0,342 0,015
Dokosapentaenova 0,048 0,007 0,054 0,008 — — 0,155 0,090
Dokosahexaenova 0,362 0,041 0,379 0,014 0,723 0,010 0,555 0,032

MK, mastné kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatné odchylka; BHT, butylovany hydroxytoluen
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Priiloha 20 Stabilita vybranych mastnych kyselin ve vzorcich suché kapky krve neosetienych butylovanym hydroxytoluenem, které byly skladovany pri —20 °C

0 tydna 1 tyden 2 tydny 3 tydny
Nazev MK bez BHT

Primér poméru Prumér poméru Prumér poméru Primér poméru

plochy piki MK plochy pika MK plochy pika MK plochy pika MK

a piku IS SD  apikulS SD  apikulS SD  apiku IS SD
Dodekanova 0,042 0,010 0,026 0,004 0,092 0,031 0,073 0,019
Myristova 0,233 0,039 0,202 0,002 0,335 0,046 0,202 0,100
Myristolejova 0,134 0,012 0,108 0,012 0,232 0,013 0,071 0,004
Pentadekanova 0,081 0,020 0,056 0,008 0,132 0,034 0,087 0,066
Palmitova 4,989 0,232 4,615 0,119 6,278 0,379 2,489 0,352
Palmitolejova 0,347 0,019 0,310 0,007 0,525 0,036 0,178 0,007
Heptadekanova 0,059 0,015 0,055 0,006 0,106 0,012 0,047 0,016
Stearova 2,532 0,161 2,239 0,085 3,005 0,145 1,018 0,059
Olejova 2,339 0,094 2,177 0,114 3,452 0,255 1,183 0,033
cis-Vacenova 0,188 0,004 0,180 0,003 0,296 0,073 0,094 0,003
Linolova 2,368 0,133 2,186 0,135 3,393 0,152 1,178 0,053
Arachidova 0,071 0,009 0,072 0,013 0,149 0,007 0,047 0,012
Linolenova 0,068 0,018 0,052 0,004 0,159 0,001 0,048 0,005
Behenova 0,178 0,008 0,168 0,009 0,316 0,051 0,091 0,016
Eikosatrienova 0,157 0,021 0,152 0,022 0,267 0,043 0,078 0,005
Arachidonova 1,318 0,083 1,276 0,066 2,019 0,044 0,697 0,021
Trikosanova 0,032 0,014 0,031 0,006 — - - -
Eikosapentaenova 0,050 0,010 0,037 0,009 0,110 0,036 0,033 0,006
Tetrakosanova 0,343 0,023 0,287 0,013 0,421 0,017 0,156 0,012
Dokosatetraenova 0,207 0,025 0,200 0,016 0,389 0,052 0,128 0,021
Dokosapentaenova 0,059 0,017 0,054 0,025 — — 0,036 0,001
Dokosahexaenova 0,333 0,031 0,281 0,007 0,574 0,050 0,174 0,003

MK, mastné kyselina; IS, vnitini standard; SD, smérodatné odchylka; BHT, butylovany hydroxytoluen
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