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ANOTACE 
Bakalářská práce se zabývá izomerií lipidů, jejich rolí v různých onemocněních 

a metodami pro jejich detekci v biologických vzorcích. V první kapitole jsou shrnuty 

základní informace o lipidech a jednotlivých izomeriích. Druhá kapitola je zaměřena 

na popis jejich důležitosti v souvislosti s konkrétními onemocněními. Analytické 

možnosti pro rozlišení jednotlivých typů izomerů lipidů jsou finálně shrnuty v třetí 

části, v které jsou diskutovány principy založené na chromatografické separaci, na 

iontové mobilitní spektrometrii a tandemové hmotnostní spektrometrií včetně využití 

derivatizačních reakcí. 
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on the description of their importance in connection with specific diseases. Analytical 

options for the distinguishing individual types of lipid isomers are finally summarized 
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discussed. 
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ÚVOD 
Lipidomika je rychle se rozvíjející obor zabývající se studiem lipidů a jejich reakcemi 

v biologickém systému. Samotné lipidy se hojně vyskytují téměř ve všech organismech, jelikož 

jsou součástí buněčných membrán, různých tkání, tělních tekutin atd. S vývojem nových 

technologií, zejména v oblasti tandemové hmotnostní spektrometrie a iontové mobility, se 

objevují nové možnosti pro analýzu lipidů a jejich složitých struktur včetně rozlišení jejich 

izomerie. Komplexní lipidomická analýza a detekce konkrétních izomerů by mohla pomoci 

pochopit biochemické mechanismy probíhající v souvislosti s výskytem některých závažných 

onemocnění jako jsou například diabetes mellitus, kardiovaskulární choroby, rakovina atd. 

Nové poznatky mohou přispět k preventivním opatřením v dietě, vývoji nových léčiv a objevu 

vhodných biomarkerů, které by mohly pomoci detekovat choroby spojené s pozměněným 

metabolismem lipidů ve včasném stádiu, což by umožnilo zahájení léčby dříve než se nemoc 

rozvine do těžko léčitelné formy. 



14 

1 Lipidy a jejich izomerie 
Lipidy jsou chemické látky, které se podílí na řadě biologických funkcí. Je možné je nalézt 

například v buněčných membránách, kde tvoří fosfolipidovou dvojvrstvu. Amfifilní fosfolipidy 

jsou v ní uspořádány tak, že polární část (hydrofilní) v obou vrstvách je orientována směrem 

ven a nepolární (hydrofobní) řetězce acylů jsou uvnitř membrány. Kromě fosfolipidů lze 

v buňkách najít i další kategorie lipidů (sfingolipidy, glykosfingolipidy, cholesterol), které plní 

další funkce, např. buněčnou signalizaci, regulační funkce (snižování či zvyšování propustnosti 

membrány), atd. Lipidy také slouží jako zásobní zdroj energie pro organismus. Tuto funkci plní 

zejména triacylglyceroly (TG), při jejichž metabolismu (odbourávání) dochází k uvolnění 

značného množství energie. 

Lipidy jako takové jsou velmi strukturně rozmanité sloučeniny, obecně je rozdělujeme na 

“jednoduché” a “složené”. Označením jednoduché lipidy se rozumí, že při hydrolytické reakci 

poskytují maximálně dva typy produktů, naopak složené lipidy poskytují při hydrolytické 

reakci tři a více produktů. 

Vědní obor zabývající se studiem lipidů a jejich biochemických drah v biologických 

systémech se nazývá lipidomika a poskytuje poznatky o mnoha fyziologických činnostech 

lipidů v organismech a onemocněních spojených s dysregulovaným metabolismem lipidů, 

např. diabetes mellitus, kardiovaskulární onemocnění, rakovina, neurodegenerativní 

onemocnění, atd. Jedná se poměrně o mladou vědní disciplínu, která se bleskově rozvíjí 

v souvislosti s dnešním neustálým vývojem v lékařství, analytické chemii a informačních 

technologiích. Ve výzkumu se pracuje s obrovskými kvanty dat, které poskytují informace o 

změnách jak obsahu lipidů, tak o složení jednotlivých tříd. V praxi to vypadá tak, že při 

lipidomické analýze dochází k identifikaci jednotlivých lipidů v rámci různých lipidových tříd, 

jejich kvantifikaci a případně i studiu jejich interakcí s ostatními sloučeninami. 

Lipidy rozdělujeme do základních osmi kategorii podle jejich základních stavebních 

kamenů, a to na glycerolfosfolipidy, glycerolipidy, mastné acyly, steroly, sfingolipidy, prenoly, 

polyketidy a sacharolipidy. Ty se dále dělí na lipidové třidy a podtřídy, pro které byl navržen 

společný způsob rozdělení dle chemické struktury jednotlivých lipidů a byl stanoven 

dvanáctimístný identifikátor. Celková klasifikace je k nalezení on-line na stránkách LIPID 

MAPS, kde je zaznamenáno okolo 44 tisíc jednotlivých lipidů (https://www.lipidmaps.org). 

Podle některých zdrojů toto číslo nemusí být zdaleka konečné a spekuluje se o množství přes 

100 tisíc sloučenin. [1,2,3,4] 

https://www.lipidmaps.org/
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Obrázek 1 – Příklady struktur lipidů reprezentující jednotlivé kategorie lipidů 

Na obrázku jsou znázorněny reprezentativní struktury pro jednotlivé kategorie lipidů, kde 

označení „R1“ symbolizuje připojený mastný acyl, který je dlouhý zhruba 14-26 uhlíků 

(typická délka pro lipidy v lidském organismu) a obsahuje většinou 0 až 6 dvojných vazeb 

v závislosti na jeho délce. Jednotlivé lipidy se často vyskytují ve více izomerních formách, tzn. 

mají stejné sumární vzorce (součet protonů a neutronů je tedy pro tyto sloučeniny stejný), ale 

jejich strukturní uspořádání je odlišné. 
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Jednotlivé orientace neboli izomery dělíme na konstituční a konformační (viz níže). Dále 

se v lipidomice setkáváme s pojmy izobarický lipid a izotop lipidu. Izobary lipidů mají stejnou 

nominální hmotnost, ale liší se přesnou hmotností, tzn. součet protonů a neutronů se pro ně liší. 

Vzhledem k tomu, že se lipidy skládají převážně z prvků, které obsahují více než jeden izotop, 

např. uhlík má izotopy 12C (98,9 %) a 13C (1,1 %), kyslík má izotopy 16O (99,8) a 18O (0,2 %), 

atd.), tak má i každý lipid určitý počet izotopů. Každý lipid má tedy monoizotopickou hmotnost 

(Mmono), která je doprovázena hmotností dalších izotopů (Mmono+1, Mmono+2, Mmono +3, atd.), 

jejichž počet a intenzita se mění v závislosti na daném elementárním složení. 

1.1 Konstituční izomery 
Konstituční izomery se liší pořadím atomů ve sloučenině a umístěním násobných vazeb. 

Rozlišujeme je na izomery řetězcové, polohové, skupinové (funkční) a tautomery. 

1.1.1 Řetězové izomery 

Řetězové izomery jsou látky, které mají odlišné délky řetězce. Tím pádem mohou 

obsahovat různé větvení jako u příkladu 13-methyltertradekanové kyseliny a 12-

methyltetradekanové kyseliny (viz obrázek 2). 

Obrázek 2 – Příklad řetězové izomerie dvou větvených mastných kyselin 

1.1.2 Polohové izomery 

Pro polohové izomery je charakteristické rozdílné umístění dvojné vazby. U 

nenasycených uhlovodíků obsahující dvojnou vazbu dochází k časté migraci dvojné vazby. U 

triacylgylerolů se kromě polohy dvojných vazeb v jednotlivých mastných acylech mohou 

vyskytovat i další izomerie související s polohou na glycerolu, přičemž názvosloví je určováno 

podle stereo-specifického umístění pozic (viz. obrázek 3).  
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1.1.3 Tautomerie 

Tautomery jsou izomery, které vznikají změnou umístění dvojné vazby a atomu vodíku H, 

popřípadě protonu. Jednotlivé tautomery mezi sebou velmi rychle a ochotně přechází. Jedním 

z typů tautomerie je například keto/enol tautomerie. U ní je charakteristické, že enolová forma 

je mnohem nestabilnější než keto forma, nicméně jednotlivé zastoupení záleží na pH. 

Čím je pH vyšší, tím je více upřednostněna keto forma.  

1.1.4 Skupinová izomerie 

Skupinová neboli funkční izomerie se vyznačuje opět stejným sumárním vzorcem, ale 

její složení, konkrétně funkční skupina, je ovšem rozdílné viz obrázek 4 – Tautomerie. 

Obrázek 3 – Ukázka možných polohových izomerů pro molekuly tryacylglycerolů 

Obrázek 4 – Ukázka tautomerie 
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1.2 Konfigurační izomery 
Prostorové izomery neboli konfigurační či stereoizomery, mají stejné konstituční složení, 

ale liší se prostorovým uspořádáním. Prostorové izomery dále dělíme na konformační, 

geometrické a optické.  

1.2.1 Konformační izomery 

Konformační izomerie rozlišujeme na zákrytovou a nezákrytovou konformaci. Vzniká 

pomocí rotace kolem jednoduché vazby. Je to prostorové uspořádání různých verzí molekul 

stejné sloučeniny. [5] 

1.2.2 Geometrické izomery 

Geometrické izomery rozlišujeme cis a trans neboli po staru „židlička“ a „vanička“. Na 

rozdíl od konformačních izomerů, zde není možnost rotace kolem vazby, jelikož zde už není 

vazba jednoduchá, ale dvojná. Na obrázku 6 je možné vidět kyselinu linolovou se dvěma 

vazbami v cis uspořádání na 9 a 12 uhlíku. Poté je na obrázku znázorněna kyselina 

cis-trans-oktadeka-9,11-dienová, z jejíž názvu je možné vyčíst uspořádání cis dvojné vazby na 

9 uhlíku a trans uspořádání vazby na 11 uhlíku.  

Na poslední struktuře je vidět kyselina trans-oktadek-11-enová, která obsahuje jednu 

dvojnou vazbu v uspořádání trans. 

Obrázek 5 – Ukázka konformační izomerie (Převzato z [6]) 
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1.2.3 Optická izomerie 

Optické izomery se rozlišují na R- a S-, případně D- a L- izomery. Což znamená, že daná 

skupina izomerů se liší v umístění dané funkční skupiny na chirálním atomu, která je buď 

vpravo, anebo vlevo. Na obrázku 7 je pro příklad zvolen obecný triacylglycerol, který může na 

sobě mít navázané celkem tři různé acylové skupiny. Pro tento příklad bude zvoleno A, B a C. 

Celkem při této situaci mohou vzniknout tři páry enantiomerů, a kromě toho ještě tři polohové 

izomery. Samotné enantiomery mají úplně stejná hmotnostní spektra, a proto je od sebe nelze 

jednoznačně rozlišit. Pro jejich rozlišení existuje několik možností, které budou diskutovány 

v kapitole 3.  

Obrázek 6 – Ukázka cis/trans izomerie 

Obrázek 7 – Ukázka chirálních izomerů pro molekuly tryacylglycerolů 
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2 Biologická důležitost lipidových izomerií 
Lipidy se vyskytují ve všech buněčných organismech a mají mnoho funkcí. Změna určitého 

patologického stavu (např. zdraví organismus / nemocný organismus) má za následek kaskádu 

biochemických reakcí, které vedou ke změnám lipidového profilu v tkáních i tělních tekutinách. 

Mezi pozorovanými změnami mohou být i koncentrační změny konkrétních izomerů 

lipidů. V této kapitole jsou uvedeny vybrané příklady z literatury, kde autoři popisují vliv 

lipidových izomerů ve výživě na rozvoj vybraných onemocnění a případně popisují jejich 

koncentrační změny v lidském nebo zvířecím organismu v souvislosti s těmito konkrétními 

onemocněními. 

2.1 Diabetes mellitus 
Diabetes mellitus neboli cukrovka je chronické, metabolické, autoimunitní onemocnění, 

které se projevuje hyperglykémií, která vzniká částečnou nebo úplnou poruchou sekrece 

inzulínu ze slinivky. Konkrétně postihuje β-buňky Langerhanzových ostrůvků, které jsou 

zodpovědné za produkci inzulínu. Což je hormon, který pomáhá štěpit cukry a snižovat tak 

množství glukózy v krvi (3,5 - 5,5 mmol/l). Toto onemocnění má dva základní typy: diabetes 

I. typu a II. typu. První typ onemocnění je vrozený, projevuje se obvykle od dětství či dospívání

a spočívá v autoimunitní reakci těla, kdy T-lymfocyty napadají β-buňky v pankreatu a

v důsledku zániku Langerhanzových ostrůvků dochází k úplnému nedostatku inzulínu. Druhý

typ diabetu je mnohem častější, rozvíjí se pozvolna a vyskytuje se u 90 % případů. Vznik tohoto

onemocnění je zejména spojen s dlouhodobým nadměrným energetickým přísunem, obezitou

a narůstajícím věkem.

2.1.1 Antioxidační a protizánětlivý účinek konjugovaných izomerů kyseliny linolenové 

proti streptozotocinem indukovanému diabetu 

Cílem této studie[4] bylo zhodnocení účinku kyselin α-eleostearové a punicické. Jedná se 

o izomery konjugované kyseliny linolenové (CLnA), které působí proti oxidativnímu stresu,

zánětům a aberacím na erytrocytech způsobených právě diabetem.
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 Experiment spočíval v tom, že se sledovaly celkem čtyři skupiny po osmi samcích albínů 

potkana z kmene Charles Foster, kteří vážili v rozmezí 120-130 gramů. První skupina byla tzv. 

kontrolní neboli bez vnějšího vlivu. U druhé, třetí a čtvrté skupiny byl vyvolán diabetes pomocí 

třídenní série injekcí, které obsahovaly streptozotocin (STZ). Jedna tato dávka obsahovala 60 

mg/kg STZ rozpuštěných v citrátu sodném. U třetí skupiny bylo kromě injekcí STZ přidáváno 

množství 0,5% kyseliny α-eleostearové jednou denně. Čtvrté skupině bylo per orálně (ústně) 

podáváno stejné množství kyseliny punicické ve stejném časovém intervalu jako u třetí skupiny. 

Po třídenní sérii injekcí STZ měli potkani 2., 3. a 4. skupiny glykémii okolo 3000 mg/l 

v důsledku úplné destrukce β-buněk v pankreatu. U třetí a čtvrté skupiny bylo zjištěno 

významné snížení oxidativního stresu a obnovily se protizánětlivé a antioxidační enzymy jako 

například superoxid bismutáza, kataláza a glutationperoxidáza díky dávkám izomerů CLnA. 

Bylo pozorováno i snížení koncentrace glutationu a lýza erytrocytů v krvi. Z analytického testu 

antioxidační síly redukce železitého iontu krevní plazmy bylo zjištěno, že léčba pomocí CLnA 

způsobila zlepšení oproti 2. skupině s diabetem. Nicméně po přerušení podávání CLnA došlo 

u daných jedinců ke zhoršení jejich stavu.

Závěrem je, že CLnA vykazovaly po dobu léčby silné antioxidační a protizánětlivé 

účinky. Konkrétně kyselina punicická měla protizánětlivé účinky díky vyššímu obsahu cis-

vazeb, a naopak kyselina α-eleostearová měla vyšší antioxidační účinky právě kvůli vyššímu 

obsahu trans-vazeb. [7] 

2.2 Kardiovaskulární onemocnění 
Mezi nejčastější kardiovaskulární onemocnění se řádí ischemická choroba srdeční 

(ICHS), která se vyznačuje nedostatečným okysličením srdce. ICHS patří mezi nejčastější 

příčiny smrti v „civilizovaných“ zemích a může být chronického nebo akutního charakteru. 

Obrázek 8 - Struktury kyselin punicické a alfa-eleostearové 
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První možností je tzv. Angina pectoris neboli námahová srdeční bolest, která se projevuje 

svíravou bolestí na hrudi, která polevuje buď v klidovém stavu nebo po dávce nitroglycerinu. 

Akutní varianta ICHS je infarkt myokardu, což je nevratné, ložiskové, nekrotické poškození 

způsobené neodkrvením srdečního svalu. Projevuje se dlouhotrvající silnou bolestí na hrudi, na 

paži i krku. Může se projevit při námaze, rozčílení, ale nejčastěji v klidu. 

Podíl na ICHS má mimo jiné i výživa. Součástí potravy, kterou přijímáme jsou mastné 

kyseliny. Ty se rozdělují na nasycené a nenasycené. Nasycené znamená, že neobsahují žádné 

dvojné vazby. Mezi ně se například řadí kyselina máselná, palmitová, stearová, arachidová, atd. 

Pro tuto bakalářskou práci jsou důležitější větvené mastné kyseliny nebo nenasycené mastné 

kyseliny, které právě obsahují minimálně jednu dvojnou vazbu. To zapříčiňuje existenci 

jednotlivých izomerů. Mezi nenasycené mastné kyseliny se řadí například kyselina olejová, 

linolová, linoleová, arachidonová atd. Tyto izomerie jsou spojeny s diabetem a 

kardiovaskulárními nemocemi. 

2.2.1 Efekt izomerů kyseliny olejové a linolové na výskyt ischemické srdeční choroby 

Tato studie se zaměřila na hypotézu, že trans-izomery kyseliny olejové a linolové zvyšují 

riziko náhlé srdeční smrti v důsledku ischemické choroby srdeční. 

Obrázek 9 - Struktury kyselin olejové a linolové 

Celkový podíl jednotlivých trans-izomerů kyselin olejové a linolové byl v tukové tkáni 

subjektů stanoven pomocí plynové a kapalinové chromatografie. Průměrný podíl celkových 

trans-mastných kyselin (C18:1 a C18:2) byl významně nižší [2,68 % (0,08)] než u zdravých 

jedinců [2,86 % (0,04); p<0,05]. Výskyt trans-izomerů C18:1 byl celkem u 2,1 % (0,7) případů 

ve srovnání se zdravými jedinci [2,27 % (0,04); p<0,05]. Podíl všech trans-izomerů kyseliny 

linolové byl 0,58 % (0,02) ve srovnání se zdravými jedinci, kteří měli 0,59 % (0,01; p=0,98). 

Odhadované riziko náhlé srdeční smrti ve spojení s trans-izomery mastných kyselin C18:1 a 

C18:2 se dohromady významně nelišilo od 1,0 ve vztahu k rozložení u zdravé populace. 
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Výsledkem byl závěr, že nebyl celkově prokázán vztah mezi kombinací trans-izomerů 

kyselin olejové a linolové a náhlou srdeční smrtí. Jediný faktor, který zůstal spojen s náhlou 

srdeční smrtí bylo kouření. Nicméně samostatné trans-izomery kyseliny olejové byly negativně 

spojeny s náhlou srdeční smrtí, naopak u trans-izomerů kyseliny linolové nebyly žádné 

prokazatelné souvislosti. [8] 

2.3 Rakovina 
Rakovina je systémové onemocnění, při kterém v postiženém orgánu nebo orgánech 

dochází k nekontrolovatelnému množení buněk a vzniku nádorů. Samotné nádory si lze 

představit jako výrůstek, ztvrdlinu, popřípadě barevně odlišnou část daného orgánu. Dělí se na 

benigní neboli nezhoubné (zůstávají v místě vzniku) a maligní neboli zhoubné, které jsou pro 

organismus nebezpečné, protože se dokážou šířit do těla pomocí krve nebo lymfatického 

systému. Diagnóza ve většině případů závisí na biopsii a následném histopatologickém 

vyšetření. [9,10] Pozornost se směřuje i na vývoj metod, které by pomohly k diagnóze rakoviny 

na základě analýzy krevních vzorků pomocí koncentračních změn pro určité sloučeniny, např. 

specifických lipidů. [11] 

Lipidy tvoří u eukaryotických buněk zhruba 50 % buněčné hmoty [12] a koncentrační 

změny lipidů v krvi byly popsány v souvislosti s různými typy rakoviny, např. duktální 

adenokarcinom pankreatu [13], světlobuněčný renální karcinom [14], rakovina prsu a prostaty. [15] 

Uvedená práce popisuje koncentrační změny lipidů nejvýše na úrovni lipidů rozlišení mastných 

acylů, avšak nezaměřují se na rozlišení dvojných vazeb, cis/trans izomerii apod. Tyto další 

strukturní informace by však mohly zlepšit pohled na danou problematiku a zpřesnit tak 

biologické hypotézy spojenými s těmito dysregulacemi. 

2.3.1 Hmotnostně spektrometrické zobrazování izomerů lipidů v tkáni karcinomu 

prostaty 

Jako příklad toho, že rozlišení izomerů lipidů poskytuje důležité informace, lze uvést 

práci australských vědců, kteří zkoumali lipidové složení v tkáních pacientů s karcinomem 

prostaty [16], celosvětově čtvrtým nejčastějším nádorovým onemocněním. [17] V této práci se 

autoři zaměřují právě na rozlišení polohy dvojných vazeb u konkrétních lipidů a popisují jejich 

koncentrační změny napříč nádorovou a okolní nenapadenou tkání s využitím hmotnostně 

spektrometrického zobrazování a ozonolýzy, která bude blíže diskutována v kapitole 3. [18] 
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Při sledování membránového lipidu fosfatidylcholinu 34:1 (PC) byla zjištěna vysoká pozitivní 

korelace mezi izomerem PC n-9 a epiteliárními buňkami z potenciálních přednádorových lézí, 

zatím co hojnost izomeru PC n-7 korelovala s infiltrací imunitních buněk a zánětem. 

Závěrem bylo zjištění, že do budoucna by mohly metody obsahující hmotnostní 

spektrometrii pomoci s rozlišováním izomerů a tím pádem i pomoci patologům s diagnostikou 

rakoviny prostaty a stratifikací pacientů. [19]  
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3 Analytické možnosti pro rozlišení lipidových izomerií 
Lipidomika v posledním desetiletí zaznamenala rostoucí zájem, protože lipidy jsou 

považovány za biologicky aktivní sloučeniny, které mají v lidském těle (organismu) mnoho 

funkcí. Jsou hlavní formou zásobní energie u savců, zdrojem nebo uložištěm vitamínů 

rozpustných v tucích a esenciálních mastných kyselin, biologických membrán nebo působí jako 

buněčná signalizace. [20-22] Extrémní strukturní rozmanitost lipidů v reálných biologických 

vzorcích představuje výzvu pro analytické techniky používané při lipidomické analýze 

vzhledem k velkým rozdílům ve fyzikálně-chemických vlastnostech jednotlivých druhů. 

V současné době se v lipidomice využívají různé strategie, které jsou založené buď čistě na 

hmotnostní spektrometrii nebo její kombinaci s chromatografickými technikami. [23-25] 

3.1 Rozlišení izomerů lipidů s využitím separačních technik 
V minulosti se často požívala k analýze lipidů tenkovrstvá chromatografie, ale 

v současnosti se hlavně používá pro preparativní izolaci vybraných lipidů nebo tříd lipidů. 

Plynová chromatografie v kombinaci s hmotnostní spektrometrií (GC/MS) je technika 

zavedená pro analýzu metylesterů mastných kyselin po trans esterifikaci lipidů, která poskytuje 

informace o složení mastných kyselin všech zmýdelnitelných lipidů, ale další strukturní 

informace neposkytuje. [26] Klíčovou analytickou konfigurací v lipidomice je spojení 

hmotnostní spektrometrie s kapalinovou (LC/MS) nebo superkritickou fluidní chromatografií 

(SFC/MS). [25,27,28] Hlavní výhodou LC-MS pro lipidomickou analýzu je její široká škála 

separačních režimů, které za konkrétních podmínek dokážou rozlišit různé izomerie lipidů. 

Nejrozšířenějším režimem je LC s obrácenými (reverzními) fázemi (RP-LC), která je schopna 

poskytovat komplexní separaci na základě délky acylového řetězce, počtu dvojných vazeb a je 

schopná rozlišit i geometrické izomery, např. cis/trans izomerii. [29,30] V RP-LC je možné využít 

i bezvodé mobilní fáze (NARP) podobně jako v chromatografii s normálními fázemi, což se 

využívá pro účinnou separaci nepolárních lipidů jako jsou acylglyceroly. Další speciální 

separační mód, který se v lipidomice využívá, a to pro rozlišení polohy a počtu dvojných vazeb, 

je argentační chromatografie, která využívá stříbrných iontů zakotvených v polární stacionární 

fázi. [31] Naopak pro separaci tříd lipidů na základě polárních funkčních skupin je vhodná 

kombinace MS s hydrofilní kapalinovou chromatografií (HILIC), která dokáže rozdělit 

izomerie právě v této polární části (např. lactosylceramidy od digalyctosylceramidů apod.), ale 

nedokáže rozdělit izomerie přítomné v nepolárních řetězcích. [32] 
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Současným trendem v LC je používání částic o velikosti pod 2 µm a ultra-vysokých 

pracovních tlaků převyšujících 1000 bar (ultra vysokoúčinná kapalinová chromatografie; 

UHPLC), což vede ke zvýšení rychlosti separace a účinnosti separace. Dalším populárním 

nástrojem je použití dvourozměrné (2D) LC, kdy lze spojit dvě chromatografické metody 

s ortogonální selektivitou a zajistit tak vyšší kapacitu píků v online [33] nebo off-line [32] režimu. 

Velký potenciál ukazuje ultra vysokoúčinná chromatografie se superkritickou kapalinou 

(UHPSFC). Ta se používá pro separaci a kvalifikaci lipidových tříd jak u nepolárních, tak 

polárních směsí v extrémně krátkých časových intervalech analýzy. [25,34] 

3.1.1  Kapalinová chromatografie s obrácenými fázemi 

V případě RP-LC je mobilní fáze polární. Velmi často je to směs rozpouštědel založená 

na vodné složce s polárními organickými rozpouštědly mísitelnými s vodou. Stacionární fáze 

je nejčastěji nepolární oktadecylsilikagel nebo jiná nepolární modifikace silikagelu. Metody 

LC/MS obvykle poskytují komplexnější informace o složení lipidů, ale jsou obvykle časově 

náročné, ačkoliv v dnešní době lze s využitím UHPLC tyto analýzy výrazně zkrátit, nicméně se 

i tak analýza, která dokáže pokrýt stovky lipidů z různých lipidových tříd, pohybuje v desítkách 

minut v případě speciálních metod pro separaci izomerů. [24,35] 

Studie, která popisuje tuto metodu, se zabývala vznikem těkavých látek, které se podílejí 

na chuti potravin, z hydroperoxidu lipidů při oxidaci lipidů. V této studii byly navrženy cesty, 

které mohou souvisle vysvětlit rozklad hydroperoxidu lipidů se zaměřením na izomery 

hydroperoxidů kyseliny oktadekadienové (HpODE) (9-EZ-HpODE, 9-EE-HpODE, 10-

HpODE, 12-HpODE, 13-ZE-HpODE a 13-EE-HpODE), které jsou hlavními hydroperoxidy 

v jedlých olejích. Každý standard byl nejprve připraven a tepelně rozložen. Vzniklé těkavé a 

netěkavé sloučeniny byly analyzovány pomocí plynové chromatografie spojenou s MS (GC-

MS) a LC-MS/MS. Výsledkem bylo, že všechny rozkladné produkty HpODE byly založeny na 

faktorech jako je příznivé štěpení, delokalizace radikálů a cyklizace. Zajímavé bylo, že při 

rozkladu HpODE byla prokázána tvorba 8-HpODE a 14-HpODE. 

Poznatky získané touto studií by mohly vysvětlit cesty vzniku chuti podílející se na kvalitě 

potravin. [36] 
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Obrázek 11 - 8-HpODE 

3.1.2 Argentační chromatografie 

Argentační chromatografie je technika, která se používá k separaci a následné detekci 

analytu pomocí stříbrného iontu (Ag+), jejichž vlastností je vytvářet slabé reverzibilně polární 

komplexy s nenasycenými centry v organických molekulách. Umožňuje separaci podle počtu, 

geometrické konfigurace (cis/trans) a do jisté míry i polohy těchto dvojných vazeb. Technika 

byla přizpůsobena chromatografii na tenké vrstvě (TLC) [36], sloupcové chromatografii, [37] 

vysokoúčinné kapalinové chromatografii (HPLC) [38] a superkritické fluidní chromatografii 

(SFC). [25,34] 

Separační účinnost a reprodukovatelnost argentační sloupcové chromatografie je velmi 

nízká. Proto má reálný význam zejména využití argentační HPLC s normální fází, což je 

výkonná technika pro selektivní separaci nenasycených sloučenin. Nejdůležitějším faktorem 

pro separaci je obsah stříbrného iontu naneseného na stacionární fázi. [27,28] 

Jako příklad využití této metody se nabízí studie zabývající se charakterizací 

regioizomerů triacylglycerolů za pomoci HPLC s normální fází stříbra ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií s chemickou ionizací pracující za atmosférického tlaku. Tato metoda poskytuje 

za optimalizovaných podmínek vynikající selektivitu pro separaci lipidů, které se liší počtem a 

polohou dvojných vazeb v řetězci mastné kyseliny včetně rozlišení regioizomerů TG. U této 

konkrétní metody byly pro dostačenou separaci spojeny tři kolony ChromSpher Lipids 

(v sériovém zapojení) o celkové délce 75 cm. Jako mobilní fáze byla použita 

Obrázek 10 - 14-HpODE 
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směs hexan/acetonitril/2-propanol, která poskytla lepší rozlišení a také reprodukovatelnost 

oproti dříve používaným mobilním fázím. Pro tvorbu řady TG regioizomerů byla použita 

chemická randomizace několika standardů TG vždy s jednou konkrétní kyselinou, což mělo za 

důsledek náhodné rozložení mastných kyselin v TG při dobře definovaných koncentračních 

poměrech. V této práci byla poprvé prezentována separace regioizomerních dvojic TG 

obsahující až tři dvojné vazby a částečná separace regioizomerů TG se čtyřmi až sedmi 

dvojnými vazbami. Tato metoda byla použita pro charakterizaci regioizomerů u komplexních 

vzorků rostlinných olejů a živočišných tuků. Výsledky ukázaly rozdílnou preferenci obsazování 

pozic sn-2 u rostlinných olejů (tj. nenasycené mastné kyseliny) oproti tukům živočišným (tj. 

opak rostlinných). Závěrem bylo, že tato metoda prokázala dostatečnou účinnost pro analýzu 

regioizomerů TG rostlinných olejů a živočišných tuků. Celkem tato metoda umožnila 

identifikaci 196 TG obsahujících 0-11 dvojných vazeb a délku řetězce mastných kyselin o délce 

14-24 atomů uhlíku. [39] 

3.1.3 Chirální separace 

Tato metoda je založena na separaci molekul se stejným sumárním a konstitučním 

vzorcem, které se liší v prostorovém uspořádání na jednom nebo více chirálních atomech, což 

jsou jinými slovy stereoizomery. Pro tento typ separace je potřeba speciálního selektoru a je 

možné ji provést dvěma způsoby. První způsob je tzv. přímá separace, což spočívá ve vzniku 

transitního izomeru, který vznikne mezi chirální stacionární fází nebo chirálním selektorem 

v mobilní fázi a enantiomerem během samotné chromatografické separace. Druhý způsob je 

opakem prvního neboli nepřímá separace. Ta je založena na vzniku diastereoizomerů díky 

chemické reakci mezi chirálním činidlem a enantiomerním párem, což lze jinak nazvat jako 

chirální derivatizace. [25,40] 

Jako příklad chirální separace lze uvést práci, která se věnovala systematické 

charakterizaci enantiomerů TG v reálných vzorcích pomocí chirální vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (HPLC) s hmotnostní spektrometrií s chemickou ionizací za atmosférického 

tlaku (APCI-MS). Chirální metoda HPLC/APCI-MS byla založena na použitých dvou celulosa-

tris-(3,5-dimethylfenylkarbamátových) kolonách zapojených sériově s použitím gradientu 

mobilní fáze hexan-2-propanol. Všechny enantiomery TG, které obsahovaly 1-8 dvojných 

vazeb a různě délky mastného acylového řetězce byly separovány právě pomocí zmíněné 

chirální HPLC metody s výjimkou TG, které měly kombinaci nasycených a di- nebo 

trinenasycených mastných acylů v polohách sn-1 a sn-3. Dále byla použita pro přípravu všech 
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enantiomerů a regioizomerů TG ve směsi randomizační reakce standardů monoacyl TG, 

zatímco pro syntézu enantiomerů TG byla použita stereospecifická esterifikace 1,2- nebo 2,3-

isopropyliden-sn-gylcerolů vybranými mastnými kyselinami. Bylo stanoveno složení 

regioizomerů a enantiomerů TG ve vzorcích lískooříškového oleje a lidské plazmy. 

Nenasycené mastné kyseliny byly v oleji z lískových oříšků přednostně esterifikovány v poloze 

sn-2, naopak u lidské plazmy nebyla pozorována výrazná preference nasycených ani 

nenasycených mastných acylů. Mastné kyseliny s vyšším počtem dvojných vazeb byly 

preferovány v poloze sn-1 enantiomerů TG v oleji z lískových oříšků na rozdíl od mírné 

preference sn-3 v lidské plazmě. [41] 

Chirálních separací lze dosáhnout i s využitím UHPSFC. V roce 2015 byla konfigurace 

UHSPFC/MS představena jako významný nástroj pro analýzu nepolárních i některých 

polárních lipidů. V této práci byla použita kolona vhodná pro separaci lipidových třid, která 

dokázala sice do jisté míry rozlišit izomerie v polární části lipidů, ale není vhodná pro analýzu 

dalších lipidových izomerií. [25] V novějším článku z roku 2023 je však superkritická fluidní 

chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií využita pro analýzu chirálních izomerů 

monoacylglycerolu a diacylglycerolu. Pro vývoj této metody bylo celkem syntetizováno 28 

enantiomerních standardů monoacylglycerolů a diacylglycerolů za použití nejčastěji se 

vyskytujících přírodních mastných kyselin jako jsou například kyselina palmitová, olejová, 

stearová, linolenová, arachidonová a dokosahexaenová. Výsledky získané během optimalizace 

experimentů ukázaly, že nevýraznější vliv na separaci chirálních izomerů má typ stacionární 

fáze a modifikátoru mobilní fáze. Optimalizované podmínky SFC využívaly tris(3,5-

dimethylfenylkarbamátu) derivátu amylosy jako chirálního selektoru a čistého methanolu jako 

modifikátoru mobilní fáze. Základní separace všech enantiomerů monoacylglycerolů a 

diacylglycerolů trvaly za daných optimalizovaných podmínek 5 minut. Vyvinutá metoda byla 

použita k analýze produktů hydrolýzy devíti různých triacylglycerolů obsahující identické 

mastné acyly a tří izomerů diacylglycerolů katalyzovaných lipázou. Pro lipázy z prasečí 

slinivky břišní (PPL) a Pseudomonas fluorescens (PFL) byly pozorovány rozdílné 

stereoselektivity, které silně závisely na typu prochirálního substrátu. PFL vykazoval preferenci 

k hydrolýze mastného acylu z sn-1 poloze triacylglycerolů, která byla výraznější u substrátů s 

dlouhými polynenasycenými mastnými acyly, zatímco PPL vůči TG stereoselektivitu 

nevykazovala. Naopak PPL preferovala, na rozdíl od PFL, hydrolýzu z pozice sn-1 

prochirálního sn-1, 3-DG regioizomeru. Obě lipázy vykazovaly selektivitu pro hydrolýzu 

vnějších pozic DG enantiomerů. Tato zjištění ukazují složitý reakční mechanismus lipázou 
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katalyzované hydrolýzy, která silně závisí na lipáze a povaze substrátu. Použití této metody by 

mohlo být rozšířeno na hodnocení stereoselektivity jiných lipáz nebo na analýzu izomerů 

diacylglycerolů a monoacylglyvereolů v biologických vzorcích, a to i pro další enantiomerní 

páry, které v článku nebyly zahrnuty. [40]  

3.2 Principy založené na iontové mobilitě 
Iontová mobilitní spektrometrie (IMS) je metoda separace v plynné fázi, která umožňuje 

separaci iontů prostřednictvím vícenásobných srážek s inertním plynem v prostředí 

elektrického pole na základě rozdílné hmotnosti, velikosti a tvaru molekul. K separaci dochází 

v horizontu několika milisekund, takže je vhodná pro spojení s MS bez nebo s předřazenou 

chromatografickou separací (tj. IMS-MS nebo LC-IMS-MS). [42,43]  

V současné době se dají komerčně dostupné přístroje IMS-MS, vhodné pro separaci 

izomerů, rozdělit na tři typy. [44] Za zmínku stojí iontová mobilitní spektrometrie s využitím 

driftové trubice (drift tube IM-MS, DTIMS), iontová mobilitní spektrometrie na principu 

záchytu iontů (TIMS) a iontová mobilitní spektrometrie s putující vlnou (TWIMS) včetně 

cyklické iontové mobility (cIM). Zařazení iontové mobility do MS konfigurace má zejména 

dvě výhody. První je ortogonální separace pro zlepšení poměru signálu k šumu a kapacity píků 

a druhá je poskytnutí charakteristického parametru srážkového (kolizního) průřezu (CCS), 

který odráží právě velikost, tvar a hmotnost sloučenin a podobně jako chromatografie poskytuje 

podpůrnou informaci pro identifikaci sloučenin, včetně různých izomerií. [5,45-48] Detailní popis 

principů jednotlivých technik je nad rámec této bakalářské práce, ale lze je dohledat 

v literatuře. [49]  

Přidání IMS k tradičnímu lipidomickému pracovnímu postupu zlepšuje rozlišení izomerů 

a separaci lipidů v komplexních biologických matricích. Technický vývoj hardwaru i softwaru 

v oblasti IMS-MS umožnil přečistit hmotnostní spektra od interferujících signálů izobarických 

sloučenin jak v základním, tak i v MS/MS režimu. [50] Pro tento účel stačí i nižší rozlišení 

mobilitní separace, avšak pro rozlišení polohy dvojné vazby či cis/trans izomerie je zapotřebí 

vyšší rozlišovací schopnost pro získání konkrétních CCS hodnot, které účinně zvyšují jistotu 

při identifikaci lipidů. Avšak validace hodnot CCS je omezena na omezený počet komerčně 

dostupných standardů lipidů. Proto je potřeba CCS hodnoty pro zlepšení účinnosti identifikace 

vhodně predikovat. Pro predikci lze využít faktu, že v řadě případů jsou lipidy homologické 

řady podobných sloučenin, které se liší délkou acylových řetězců a počtem dvojných vazeb. 

Díky tomu jsou například v RP-LC, kde je separace ovlivněna zejména přítomnými acylovými 
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řetězci, v separaci vidět různé retenční závislosti, jak dokládá publikace z týmu  

prof. Holčapka. [51] Podobně v záznamech separací pořízených iontovou mobilitou jsou vidět 

homologické řady různých lipidů, jak dokládá řada publikací. [46,48,52,53] 

Využití iontové mobility pro separaci izomerů lipidů bylo publikováno v mnoho pracích 

a je shrnuto v několika shrnujících článcích. [46,48,52,54,55] Níže je uvedeno několik z mého 

pohledu zajímavých aplikací, které ukazují, že iontová mobilita je v této problematice velmi 

výkonným nástrojem. 

Jedním příkladem je využití TIMS v hmotnostně spektrometrickém zobrazování. Tato 

práce se zabývá mapováním neutrálních lipidových tříd v biologických tkáních. Ionizace 

neutrálních druhů lipidů jako jsou například triacylglyceroly (TG), cholestrylové estery (CE) a 

hexosylceramidy (HexCers) z biologických tkání, zůstává nadále zobrazovací výzvou. Pro 

účinnou ionizaci těchto sloučenin s využitím laserové desorpce/ionizace autoři využili 

křemíkové nanomateriály NAPAs (silicon nanopost array), které poskytnuly pro analýzu 

zmíněných lipidů vysokou specifičnost a také, vzhledem k jejich velikosti, umožnily měření 

s vysokým prostorovým rozlišením. Zlepšení specifičnosti analýzy neutrálních lipidů pomocí 

TIMS bylo prokázáno u vzorku ledvin potkana, kdy došlo k separaci TG, CE, HexCer a 

fosfolipidů na základě odlišných trendů pohyblivosti v plynné fázi. Dále tato technologie 

umožnila separaci polohových izomerů lipidů včetně těch s odlišnou prostorovou lokalizací 

v řezu ledvin potkanů (viz obrázek 12). [54] 

Obrázek 12 - Snímek z NAPA-LDI-IMS ledviny potkana [54] 
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3.3 Principy založené na tandemové hmotnostní spektrometrii 
Tandemová hmotnostní spektrometrie (MS/MS) umožnuje fragmentaci vybraných 

prekurzorových iontů, které jsou s využitím jednoho analyzátoru izolovány, následně jsou 

podrobeny vhodné energetické aktivaci a vzniklé produktové ionty jsou pak rozděleny v dalším 

hmotnostním analyzátoru stejného nebo jiného typu. Možnosti identifikace komplexních lipidů 

a rozlišení jejich izomerií s využitím MS/MS jsou shrnuty v několika shrnujících článcích, kde 

je diskutována [56,57] identifikace na úrovni umístění dvojné vazby a polohy, jakož i 

charakterizace modifikací acylového řetězce. [58,59,56] 

Pro energetickou aktivaci prekurzorových iontů a následnou disociaci se používá různých 

principů. Mezi nejběžnější aktivaci patří kolizně indukovaná disociace (CID), která je nejčastěji 

ve většině konfiguracích v nízkoenergetickém (E<100eV) nebo vysokoenergetické kolize 

(E<100eV), pomocí kterých lze dosáhnout i fragmentace na energeticky méně výhodných 

pozicích a získat tak informace o poloze dvojných vazeb v acylových řetězcích 

fragmentovaných lipidových iontů. Vysokoenergetické kolize lze ale uskutečnit pouze pomocí 

některých konfigurací hmotnostních spektrometrů (tandemové uspořádání analyzátorů doby 

letu nebo magnetických sektorových analyzátorů), v kterých ionty dokážou získat dostatečnou 

rychlost. [56] Nízkoenergetické kolize, které je možné uskutečnit na většině tandemových 

hmotnostních spektrometrech pro určení polohy dvojných vazeb, nejsou dostačující a používají 

se pouze pro rozlišení polohových izomerií, které lze určit na základě specifického poměru 

produktových iontů. Nicméně určitým řešením je tvorba speciálních aduktových iontů, [M+Li]+ 

nebo [M+Ag]+, kde daný kation interaguje s dvojnou vazbou a následně po fragmentaci 

poskytuje typické produktové ionty, z kterých lze určit i polohu dvojné vazby v mastných 

acylech. [60,61] 

Další disociační technikou, která je vhodná pro rozlišení dvojných vazeb, je fotodisociace 

ultrafialovým zářením (UVPD). Tato metoda byla zkoumána ve studií, která se mino to 

zaměřovala i na zkoumání polohy dvojné vazby v nenasycených mastných kyselinách. Ukázalo 

se, že UVPD poskytuje dvojici jedinečných diagnostických produktových iontů, které vznikly 

štěpením v blízkosti dvojné vazby, což umožňuje jednoznačnou lokalizaci místa nebo míst 

nenasycení v těchto lipidech. Na pozorované fragmentační chování a na účinnost metody mělo 

vliv několik experimentálních proměnných, mezi nimiž lze například uvést vliv energie 

použitého UV záření o vlnové délce 193 nm nebo typ fragmentovaných aduktových iontů. 

V této práci byl zkoumán i efekt pozice dvojných vazeb, konjugace dvojných vazeb, při čemž 



33 

bylo zjištěno, že ve všech případech lze získat informace o poloze dvojných vazeb, avšak 

relativní zastoupení diagnostických produktových iontů pro mastné kyseliny s konjugovanými 

dvojnými vazbami je v porovnání s nekonjugovanými analogy značně nižší. Závěrem bylo díky 

charakteristickým fragmentovým iontům možné charakterizovat změny poměrů polohových 

izomerů dvojných vazeb mastných kyselin v izogenních buněčných liniích kolorektálního 

karcinomu. [62] 

Další MS/MS metoda je disociace aktivovaná elektronem (EAD), která mimo jiné 

umožňuje určení polohy dvojných vazeb a cis/trans konfigurace. EAD byla použita pro 

objasnění struktury glycerofosfolipidů, sfingolipidů a acylglycerolů. Na rozdíl od metody CID 

poskytuje podobně jako UVPD množství unikátních fragmentových iontů, které jsou pro 

kompletní strukturní charakterizaci lipidů rozhodující. [63] 

3.4 Principy založené na derivatizačních reakcích a následné MS/MS 
Pro určení polohy dvojných vazeb lze využít i vybrané derivatizační reakce, které lze 

zařadit před vlastní ionizací nebo je lze v případě speciální úpravy hmotnostního spektrometru 

provést i uvnitř přístroje. V rámci této bakalářské práce uvádím dva příklady, kde prvním je 

využití ozonolýzy a v druhém Paternò–Büchi reakce. 

3.4.1 Stanovení dvojné vazby v lipidech pomocí ozonolýzy ve spojení s MS/MS 

To, že reakce ozonolýzy ve spojení s MS poskytuje informace o lokalizaci dvojných 

vazeb bylo dokázáno v mnoha pracích. [64-67] Ozonolýzu lze provést například během ionizace, 
[64,66] avšak pokud jsou v daný okamžik při ionizaci přítomny i nečistoty, dochází ke komplexní 

fragmentaci, která může ovlivnit následnou interpretaci výsledků. Řešením je zavedení ozonu 

přímo do hmotnostního analyzátoru, čímž lze selektivně fragmentovat konkrétní prekurzor, 

avšak pro tento účel je potřeba komerční přístroje. [68] 
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Dalším elegantním řešením je implementace průtokového reaktoru, v kterém je generován ozon 

pomocí nízkotlaké rtuťové lampy z přítomného kyslíku. Ozon dále reaguje s dvojnou vazbou 

v přítomnou v acylových řetězcích lipidů a generuje aldehydové produkty, které poskytují 

informaci o poloze dvojné vazby (podobně jako v předchozích případech). Tato konfigurace 

umožnuje online ozonolýzu pro LC/MS analýzy, nicméně diagnostické ionty a jejich intenzita 

značně závisí na rychlosti průtoku vzorku reaktorem. [6] Schéma reaktoru je vidět na obrázku 

13. Další aplikace ozonolýzy je již popsána v kapitole 2.3.1.

3.4.2 Derivatizace dvojných vazeb pomocí Paternò–Büchi reakce 

Mezi další derivatizační reakci hojně využívanou v lipidomice pro určení polohy 

dvojných vazeb je Paternò–Büchi reakce ve spojení s tandemovou spektrometrii (MS/MS).  

Této reakce lze využít v off-line [70,71] nebo online uspořádání, [59,72] přičemž praktičtější 

význam nabízí druhá zmíněná varianta. 

Jedna z klíčových studií popisuje využití průtokového mikroreaktoru pro provedení 

online Paternò–Büchiho reakce při spojení kapalinové chromatografie s reverzní fází a 

hmotnostní spektrometrie (RP-LC/MS) s cílem lepší analýzy izomerů a izobarů fosfolipidů. 

Obrázek 13 - Schéma mikroreaktoru ozonolýzy [69] 
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Jako složka mobilní fáze byl využit aceton, který vykazoval dobrý eluční výkon pro separaci 

fosfolipidů a zároveň působil jako reaktant pro PB reakci. 

Obrázek 14 - Schéma pracovního postupu RP-LC-PB-MS/MS [73] 

Vylepšený průtokový mikroreaktor umožňoval derivatizaci dvojné vazby u fosfolipidů 

za 20 sekund. Schéma mikroreaktoru je uvedeno na obrázku 14. Začlenění online Paternò–

Büchi reakce do pracovního postupu RP-LC-MS umožňovalo identifikaci umístění dvojných 

vazeb v izobarických etherově vázaných diacylfosfolipidech, 13C izobarech a izomerech 

acylového řetězce ve studovaných lipidových extraktech. [73] 
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ZÁVĚR 
V této práci byly shrnuty informace o lipidech a jednotlivých izomeriích, 

onemocněních, ve kterých mají důležitou roli, a jednotlivých metodách a principech pro jejich 

analýzu, které by do budoucna mohly pomoci s detekcí lipidových izomerů v různých 

aplikacích. 

Vzhledem k dohledaným studiím bylo zjištěno, že důležitým nástrojem pro separaci 

polohových, a dokonce i geometrických izomerů lipidů, je kapalinová chromatografie v režimu 

obrácených fází. Tento typ chromatografie je vhodný aplikovat pro širokou škálu lipidů z 

různých lipidových tříd, a to i pro detailní charakterizaci triacylglycerolů v případě použití 

bezvodých mobilních fází. Důležitým faktorem je vhodný typ stacionární fáze a délka 

chromatografické kolony. Nicméně nezbytnou součástí je znalost retence jednotlivých 

separovaných izomerů, které lze získat proměřeným vhodných standardů. Další možností je 

využití tandemové hmotností spektrometrie, která dokáže na základě charakteristických 

fragmentových iontů izomery rozlišit. Nejčastější možností, která je dostupná na většině 

přístrojů, je měření MS/MS s využitím kolizně indukované disociace, která vede k odlišným 

intenzitám fragmentů v závislosti na poloze acylu na glycerolu a pomáhá tak při identifikaci 

konkrétního regioizomeru. Více strukturních informací lze získat pomocí MS/MS s jiným 

typem aktivace prekurzoru jako je UVPD nebo EAD. Tyto techniky umožňují v mnoha 

případech určit i polohu dvojné vazby nebo dokonce i cis/trans izomerii, ale tento typ disociace 

lze provést pouze na vybraných typech přístrojů. Velmi silným nástrojem pro separaci izomerů 

je i iontová mobilitní spektrometrie, kterou lze implementovat mezi iontový zdroj a analyzátor 

hmotnostního spektrometru a získat tak další dimenzi informací. Podobně jako 

v chromatografii je však potřeba pořadí jednotlivých izomerů v získaném časovém záznamu 

ověřit pomocí standardů lipidů. Současným trendem je využití dodatečných derivatizačních 

reakcí (ozonolýza, Paternò−Büchi reakce), které vedou ke vzniku charakteristických produktů, 

které poskytují specifické produktové ionty, jenž poskytují informace o poloze dvojné vazby. 

Mezi derivatizační reakci lze svým způsobem zařadit i argentační chromatografii, při které 

dochází na stacionární k reverzibilní tvorbě komplexů stříbrných iontů s nenasycenými centry 

v organických molekulách, která následně vede k separaci nenasycených lipidů v závislosti na 

počtu, poloze a geometrii dvojných vazeb. V případě, kdy je potřeba rozlišit enantiomery lipidů 

je nejpreferovanějším řešením aplikace speciálních chirálních stacionárních fází, které jsou 
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v současné době k dispozici jak pro kapalinovou chromatografii, tak i superkritickou fluidní 

chromatografii.  

Závěrem je nutné zmínit, že lipidomika je stále se rozvíjející vědní obor a v příštích 

letech můžeme očekávat obrovský vývoj v analytických postupech a následně i spoustu nových 

poznatku na poli porozumění onemocnění spojených s metabolismem lipidů.  
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