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ANOTACE

Diplomovéa priace se zabyvd vyvojem a optimalizaci nového spojeni
analytickych separacnich technik pro stanoveni mastnych kyselin v lipidickych frakci
ze vzorku lidské plazmy. V teoretické ¢asti jsou shrnuty zakladni informace o lipidech,
jejich téidach a jednotlivych analytickych metodach, které lze vyuzit pro jejich
stanoveni. Experimentéalni ¢ast prace zahrnovala optimalizaci separace lipidickych tiid
pomoci kapalinové chromatografie a nasledné byly lipidy v najimanych frakcich
prevedeny na methylestery mastnych kyselin a analyzovany plynovou chromatografii
spojenou s hmotnostnim spektrometrem. Diky tomuto postupu mohlo byt sledovano

zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych lipidickych t¥idach.

KLICOVA SLOVA

Lipidy, mastné kyseliny, esterifikace, estery mastnych kyselin, kapalinova
chromatografie hydrofilnich interakci, plynova chromatografie, hmotnostni

spektrometrie, lipidomické analyza

TITLE

GC/MS analyses of fatty acids in human plasma lipid classes

ANNOTATION

The diploma thesis focuses on the development and optimization of a novel
combination of analytical separation techniques for the determination of fatty acids
in lipid fractions from human plasma samples. The theoretical part summarizes
fundamental information about lipids, their classification, and the analytical methods
applicable for their determination. The experimental part involved the optimization
of lipid class separation using liquid chromatography. Subsequently, lipids in the col-
lected fractions were converted into fatty acid methyl esters and analyzed by gas
chromatography coupled with mass spectrometry. This approach enabled the
monitoring of the fatty acid composition within individual lipid classes.

KEYWORDS

Lipids, fatty acids, esterification, fatty acid esters, liquid chromatography of
hydrophilic interactions, gas chromatography, mass spectrometry, lipidomic analysis
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UvVoD

Lipidim se v dnesni dobé vénuje velké pozornosti, zejména v souvislosti S vyvojem
diagnostické metody pro ¢asné odhaleni zavaznych nemoci jako je naptiklad rakovina slinivky
biisni. Této oblasti se intenzivné vénuje prof. HolCapek se svym vyzkumnym tymem, ktery se
zamé&fuje na vyuziti lipidového profilu jako mozZného biomarkeru. Samotné lipidy hraji
dilezitou roli vtadé biologickych procest, vcetné bunééné signalizace, tvorby struktury
bunéénych membran nebo ukladani energie pro organismus. Déli se do osmi hlavnich kategorii,
kam se mimo jiné fadi i mastné kyseliny, které diky své jednoduché stavb¢ predstavuji zakladni
stavebni jednotky dal$ich lipidovych molekul.

V dnesni zrychlené dobé se klade dlraz na rychlost a pfesnost analyz, ¢imz vznika
poptavka po novych metodach nebo spojenich, které by umoznily efektivni separaci a stanoveni
mastnych kyselin ze slozitych matric.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat nové spojeni analytickych
technik, které vyuziva pro separaci jednotlivych lipidickych tiid z lidské plazmy kapalinovou
chromatografii hydrofilnich interakci a pro nasledné stanoveni mastnych kyselin osvédcené

spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Lipidy

Lipidy jsou poc¢etna skupina organickych chemickych slouéenin, které jsou nerozpustné
Vv polarnich rozpoustédlech (napiiklad ve vode), ale jsou rozpustné v nepolarnich organickych
rozpoustédlech jako jsou methanol, ethanol, benzen, chloroform, aj.

Lipidy Ize nalézt v zivych organismech jako soucast bunéfnych membran
(cytoplazmatické membrany), Ktera je sloZena z fosfolipidové dvojvrstvy. Dalsi funkci lipida
Je také zasobarna energie ve formé triacylglyceroltl. Jsou soucasti signalnich molekul, hormonti
a vyskytuji se 1 v potravinach.

Fosfolipidova dvojvrstva je tvotena z fosfolipidi, které se skladaji z polarni ¢asti neboli
hlavice a nepolarniho fetézce neboli ocasku. Polarni hlavice tvoti glycerol a fosfatové skupiny
a jsou orientovany do vnéjsich (extracelularnich) nebo vnitinich (intracelularnich) prostor.
Nepolarni fetézce jsou orientovany k sob¢, formuji tak hydrofobni prostiedi uvniti dvojvrstvy

a jsou tvofeny dvéma mastnymi kyselinami (MK). Schéma je mozné vidét na Obrazku 1.
Polarni
hlavice

Nepolarni
fetézce

Obrazek 1 — Schéma fosfolipidové dvojvrstvy

Fosfolipidova dvojvrstva dale obsahuje rizné druhy bilkovin, které maji transportni funkci,
nebo cholesterol, ktery je zodpovédny za rigiditu neboli tuhost vrstvy a zabranuje tak jeji
vysoké fluidité neboli tekutosti (viz Obrazek 2). [1]

Kromé fosfolipidii a cholesterolu lze v bunce nalézt naptiklad sfingolipidy nebo
glykosfingolipidy. Ty plni naptiklad signaliza¢ni funkci nebo regula¢ni funkci. Lipidy dale
slouzi organismu jako forma zasobarny energie ve formé tuki. Tuky jsou pievazné slozeny
z triacylglycerolt. [1; 2; 3; 4; 5; 6] Pti jejich odbouravani dochazi k uvolnéni velkého mnozstvi
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energie, cehoz dnes lze vyuzit i v experimentalni 1é¢bé rakoviny v USA metodou ,,Press-pulse®,
protoze rakovinna burika tuto energii neumi vyuzit. [7] Koncentrace lipida Vv krvi/krevnim
séru/plazmé je jednim z hlavnich ukazatelti po¢inajicich, ptipadné pokro¢ilych stadii mnoha
nemoci jako jsou rakovina, diabetes mellitus, kardiovaskularni choroby a Alzheimerova
choroba. [1; 2; 3; 4; 5; 6]

Bilkovinovy
receptor
Cholesterol

Transportni bilkovina

T
L

Intracelulirni prostor

Obrdazek 2 — Schéma cytoplazmatické membrdany

1.1.1 Klasifikace lipida

Lipidy se déli na jednoduché a slozené. Jednoduché jsou tvofeny pouze estery mastnych
kyselin a alkoholu. Pokud obsahuji navic naptiklad fosfat nebo cukr, pak se jedna o lipidy
slozené. Jednoduché lipidy se daji dale d¢€lit na acylglyceroly a vosky. Mezi slozené lipidy patii
napftiklad glykolipidy, fosfolipidy, lipoproteiny. Dale se lipidy dé€li na zakladé€ jejich skupenstvi
pii pokojové teploté na tuhé a kapalné, podle nasycenosti neboli poctu dvojnych vazeb na
nasycené a nenasycené nebo podle nutnosti pfijimat je ve stravé na esencidlni a neesencidlni.

Pro jednotnou klasifikaci lipidi byla vytvotfena databaze, kterd obsahuje celkem osm
zéakladnich kategorii podle jejich struktury a ty se dale d¢€li na tfidy a podttidy, pro které byl
vytvofen dvanactimistny identifikator. Mezi zakladni kategorie se fadi glycerolfosfolipidy,
glycerolipidy, mastné acyly, steroly, sfingolipidy, prenoly, polyketidy a sacharolipidy.
Jednotlivé tfidy jsou vyjmenovany v Tabulce 1 se zdkladnim popisem a se svymi obecnymi
strukturami, kde R znamend acyl. Celd databaze je online na strankach LIPID MAPS
(https://www.lipidmaps.org), kde je celkem zaznamenano okolo 48700 lipidu. Jiné zdroje

dokonce uvadéji pres 100 tisic sloucenin. [2; 3; 4; 8; 9]
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Tabulka 1 - Lipidové tridy; R znamend acyl

Kategorie lipida

Popis

Obecna struktura

Glycerofosfolipidy

Obsahuji dveé mastné
kyseliny, glycerol a

fosfatovou skupinu.

Glycerolipidy

Lipidy s glycerolem,
ktery je vdzan na mastné

kyseliny.

Sfingolipidy

Lipidy obsahujici
sfingosin, mastné
kyseliny a ptipadné dalsi
skupiny.

OH

OH

Steroly

Steroidni lipidy jako
napf. cholesterol,
steroidné hormony nebo

zlucové kyseliny.

Prenoly

Lipidy odvozené od
izoprenovych jednotek.

Sacharolipidy

Lipidy s kovalentné
vazanymi MK na

molekuly sacharidu.

Sekundarni metabolity

Polyketidy odvozené od
polyketidového systému.
Zakladni stavebni
Mastné acyly

jednotky lipidi.
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1.1.2 Glycerolfosfolipidy

Glycerofosfolipidy se skladaji z polarni hlavové skupiny, ktera je pfipojena ke glycero-
lovému skeletu a mohou obsahovat jeden nebo dva mastné acylové fetézce (viz Tabulka 1).
[2; 3; 6; 10] Glycerofosfolipidy se nachazeji v bunénych membranach, kde zajistuji jejich
fluiditu, stabilitu a permeabilitu neboli propustnost. [6; 11; 12] Dale se podileji na spravné
funkci membranovych proteinli, iontovych kanal, receptori a slouzi jako prekurzory
regulacnich a signalnich molekul. Lze je mimo jiné najit i V mozku, kde tvofi zhruba polovinu
z celkového mnozstvi lipidu. [2]

Glycerofosfolipidy se daji rozdélit do dalsich tiid podle umisténi polarni skupiny. Na
Obrazku 3 je patrna struktura glycerofosfolipidu a v poloze Rz se muze navazat néktera
z polarnich skupin. Jednotlivé funk¢éni skupiny jsou uvedeny v Tabulce 2. Ta se muze
vyskytovat v poloze sn-3 na glycerolovém skeletu, ktera je typicka pro eukaryotické bunky
(zivo€isné nebo rostlinné bunky). Pokud se polarni skupina nachazi v poloze sn-1, pak je to
typické pro prokaryotické bunky (jednoducha bunka bez jadra). Mezi piedstavitele
glycerofosfolipidu vyskytujici se v cytoplazmatické membrané patii fosfatidylcholin (PC nebo
lecitin), fosfatidylethanolamin (PE), fosfatidylinositol (PI), fosfatidylserin (PS), kyselina
fosfatidova, lysofosfolipidy, fosfatidylglycerol a dalsi (Tabulka 2). U glycerofosfoglycerolt
a glycerofosfoglycerofosfati je druha glycerolova skupina soucasti polarni ¢asti molekuly.
U glycerofosfoglycerofosfoglyceroltl (kardiolipinil) se ptidava tieti glycerolova jednotka, ktera
na sob& obsahuje pfipojené mastné kyseliny Vv polohach sn-1'asn-2', které davaji molekule
symetricky tvar. Tato jednotka neni soucéasti polarni casti molekuly. Rizné kombinace
glycerofosfolipidovych hlavovych skupin a mastnych acylovych fetézci dévaji vzniknout

tisicim molekularnich druht. [2; 6; 10; 11; 13]

O\KR

(e}
° I
o—= O—P—-~20
H | \
R OH R2

Obrazek 3 - Obecna struktura glycerofosfolipidu; R znamenda acyl;, Rz je misto pro navazani funkcni skupiny viz. Tabulka 2

18



Tabulka 2 - Funkcéni skupiny gylcerolfosfolipidii

Nazev tridy Specifické substituenty Struktura substituentu
/CH3
Fosfatidylcholin Cholinova skupina \/\N+\
/  CH,
HsC
OH
HO OH
Fosfatidylinositol Inositol
OH
OH
H
Fosfatidylethanolamin Ethanolova skupina /N\
H
H
O
OH
Fosfatidylserin Serin
H
il
H O\
H
Kyselina fosfatidova Zakladni fosfolipid —H
OH
Dv¢ fosfatidové jednotky
Kardiolipin spojené glycerolem se
¢tyfmi mastnymi kyselinami
y y y OH
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1.1.3 Glycerolipidy

Glycerolipidy se skladaji z glycerolového skeletu, na ktery miize byt navazana jedna az
tii mastné kyseliny pomoci esterové vazby. Podle jejich poctu se déli na monoacylglyceroly,
diacylglyceroly a triacylglyceroly (Obrazek 4). Triacylglyceroly se v ptirod¢ nachazi ve formé
tukovych zasob zivych organisma [2; 3; 14], v plazm¢ a tvoii zhruba 40 % potravy u lidi. [15]
ZvySena hladina triacylglyceroli v plazmé s niz§im celkovym poétem uhlika (48C-50C)
a mensim poctem nasyceni souvisi s se zvySenym rizikem diabetu. [16; 17; 18]

O

|
R/\O
@) O
i r O
H\/Oﬁ/o R\H/O R R._O R

OH R H

© 0
Monoacylglycerol Diacylglycerol Triacylglycerol

OH

Obrdzek 4 - Struktury mono-, di- a triacylglycerolu; R znamenda acyl
Enzymatickou nebo chemickou hydrolyzou triacylglyceroltt vznikaji regioizomerni

diacylglyceroly. Regioizomerni diacylglyceroly jsou izomery, které se li§i v umisténi mastné

kyseliny na glycerolovém skeletu. Mohou vzniknout celkem dva typy izomeri sn-1,3 a sn-2,3

(Obrazek 5). [16]
HO
R OH
0~ Yo Y
0] 0]
Y R\H/O R
R o}

sn-1,2 sn-1,3

Obrazek 5 - Struktura regioizomerit diacylglycerolu; R znamena acyl

Diacylglyceroly vznikaji jako meziprodukty metabolismu lipidii nebo funguji jako signalni
molekuly a ovliviuji fadu procesti. Regioizomery se vyskytuji i u monoacylglyceroli a to sn-1

a sn-2 (Obrazek 6). [2; 3; 6; 15]

20



O

OH ||
N
(@] R
(0] /O
e
OH R
sn-1 sn-2

Obrazek 6 - Regioizomery monoacylglycerolu; R znamenda acyl

1.14 Mastné acyly

Mastné acyly jsou oznacovany za nejjednodussi formu lipida a funguji jako zékladni
karboxylové kyseliny s alkylovym fetézcem, ktery je ve vétSin¢ piipadii nerozvétveny
a obsahuje sudy pocet uhlikt (8-20). SlouZi jako zasobarna energie organismi nebo jako
zakladni slozka biomembran a signalnich molekul. [2; 3; 20; 21]

Mastné kyseliny se skladaji z polarni karboxylové skupiny (-COOH) a z hydrofobniho
acylového fetézce. Na zaklad¢ nasycenosti acylového fetézce je lze rozd€lit na nasycené
a nenasycené. Nasycené mastné kyseliny neobsahuji zddné dvojné vazby na acylovém fetézci.
Jako zastupce nasycenych mastnych kyselin Ize zafadit kyselinu palmitovou nebo stearovou
(Obrazek 7).

OH

N
H3C/\/\/\/\/\/\/\/\) o

Obrazek 7 - Struktura kyseliny stearové

Nenasycené mastné kyseliny obsahuji jednu nebo vice dvojnych vazeb nebo i trojnou
vazbu na acylovém fetézci. Nejcastéji se dvojna vazba vyskytuje na 9. uhliku. Do této skupiny

lze zatadit napfiklad kyselinu linolovou (Obrazek 8) nebo olejovou.

O/WWCHg

Obrazek 8 - Struktura kyseliny linolové

Dale se daji mastné kyseliny délit podle nutnosti pfijimat je v potravé neboli esenciality.
Esencialni mastné kyseliny jsou nepostradatelné pro lidsky organismus a je nutné je pfijimat ve
stravé. Patfi sem napiiklad kyselina linolova a linolenova. Neesencialni mastné kyseliny si je

schopen lidsky organismus syntetizovat sam a neni nutné je pfijimat ve strave. [19; 20; 22]
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1.1.5 Steroly

Steroly jsou kategorii lipidt, ktera se vyznacuje steroidnim jadrem neboli steranem,
ktery je slozen ze ¢ty cyklickych struktur (tfi SestiClennych a jednoho péti¢lenného kruhu).
Dale obsahuje hydroxylovou skupinu, ktera je navazana na 3. uhliku tohoto skeletu. Na této
struktuie se jesté vyskytuje postranni fetézec, ktery je piipojen na 17. uhliku (viz Tabulka 1).

Nejznaméjsim zastupcem sterolu je cholesterol (Obrazek 9). [2; 3; 6; 21; 23]

HO
Obrazek 9 - Struktura cholesterolu [24]

Steroly lze nalézt jako soucast bunéénych membran, kde hraji dileZitou roli v jeji
struktufe. Steroly slouzi také jako prekurzory pro syntézu zluCovych kyselin, ktera hraje
dilezitou roli pfi traveni. Jsou dilezité pro syntézu hormoni jako jsou estrogen, testosteron,

kortizol nebo aldosteron. Nebo se uplatiuji jako prekurzor pii vzniku vitaminu D. [2; 3; 6]

1.1.6 Sfingolipidy

Sfingolipidy jsou kategorii lipidt, jejichz skelet se sklada z dlouhého alifatického
aminoalkoholu neboli molekuly sfingosinu, kde je pfes amidovou vazbu navazan mastny
acylovy fetézec (viz Tabulka 1). V pfirodé se vyskytuje velké mnozstvi sfingolipida, které se
mohou lisit délkou fetézce, umisténim dvojné vazby nebo ptitomnosti hydroxylovych skupin.
Lze je nalézt v nervové tkani vV myelinové pochvé, v bunééné membrané nebo se vyskytuji
v krvi. Sfingolipidy se dale déli na ceramidy, sfingoidni baze, fosfosfingolipidy, neutralni
a kyselé sfingolipidy. Kyselé¢ sfingoidni baze mohou obsahovat misto sulfonové skupiny
naptiklad karboxylovou skupinu. P¥ehled jednotlivych tfid lipida je uveden v Tabulce 3, ktera
shrnuje jejich strukturu, vyskyt a funkci. [2; 3; 6; 25]
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Tabulka 3 - Prrehled sfingolipidovych trid,; R znamend acyl

sfin]g;]f)llcilgi du Struktura Funkce Vyskyt
OH
Signalni
A Ktze a
_ R OH molekuly, o
Ceramidy Fosni baric bunééné
R NH ozni bariéra,
N membrany
apoptdza
o
OH Prekurzory
) sfingolipidti, | VSechny
Sfingoidni baze R/\/ o o o
bunécna tkané
NH, signalizace
I g St | Strukturalni
\\p/ 0\/\N+/ Nervova
AN o\ / el funkee,
OH HsC tké.fl,
Fosfosfingolipid R NH myelinové
\“/ membrany
pochvy,
° ) ) neuront
signalizace
OH Q HO - ,
\\P o ou| Rozpoznavan | Nervova
Neutrdlni ~ N\, i bungk, thea,
O.
sfingolipidy R NH ' stabilita Servené
OH
\I(!/ membran krvinky
OH
o °=7—° | Buné&tna
) 0\\ o o . Nervova
Kyselé ~ /P/ signalizace, ;
Soustava a
sfingolipidy ° \OH o receptorové
R NH ofi membrany
\\“// funkce
OH
[e]
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1.1.7 Prenoly

Prenoly se skladaji z péti uhlikovych isoprenovych jednotek (Obrazek 10). Ty mohou
obsahovat linedrni, cyklické nebo rozvétvené fetézce, které se mohou skladat z MK,
postrannich fetézcti s charakteristickymi skupinami, cukri nebo dvojnych vazeb. Diky

variabilité iSoprenolovych jednotek existuje tisice jedine¢nych lipidi. [3; 6]

Obrazek 10 - Struktura isoprenové jednotky

Dtlezitymi prenoly jsou karotenoidy. To jsou jednoduché isoprenoidy, které slouzi jako
antioxidanty a prekurzor vitaminu A. Dal$imi biologicky vyznamnymi prenoly jsou chinony

a hydrochinony. Mezi né se fadi naptiklad vitamin E (Obrazek 11), K a ubichinony. [2; 3]

Obrazek 11 — Strukturni vzorec vitaminu E [24]

1.1.8 Polyketidy

Polyketidy vznikaji polymeraci acetylovych a propionovych podjednotek pomoci
enzymu, které maji stejné mechanismy jako syntazy mastnych kyselin. Do této skupiny patii
také velké mnozstvi sekundarnich metabolitti a pfirodnich produkti s velkou rtznorodosti.
Nemalé mnozstvi polyketidi jsou cyklické molekuly, které jsou ¢asto modifikovany
glykosylaci, methylaci, hydroxylaci, oxidaci, anebo dal§imi procesy. Na Obrazku 12 je uveden
zastupce polyketidt Trichostatin.

Polyketidy vyuzivame dnes a denn€, jsou soucasti antimikrobidlnich, antiparazitnich
a protinadorovych latek. [2; 3] Krom¢ toho se vyskytuji v membranach a mohou slouzit jako

zdroj energie. [6]
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Obrdazek 12 - Polyketidy: Trichostatin [24]

1.1.9 Sacharolipidy
Sacharolipidy jsou chemické slou¢eniny, pro které je charakteristické spojeni MK
acukerné slozky. Cukr ve struktufe nahrazuje glycerolovy skelet, ktery se naléza
v glycerolipidech a glycerofosfolipidech. Piiklad sacharolipidu 2-O-hexadekanoyl-3-O-
(2R,4S,6S-trimethyl-3R-hydroxy-trikosanoyl)-a,a-trehaldza je mozné vidét na Obrazku 13.
V piirod¢ jsou sacharolipidy kompatibilni s membranami buné¢k. Znamymi zastupci této
skupiny jsou acylové glukosaminové prekurzory, které jsou pottebné pro rust naptiklad bakterie

E. Coli. [2; 3; 6]

OH

Obrazek 13 - Sacharolipid: 2-O-hexadekanoyl-3-O-(2R,4S,6S-trimethyl-3R-hydroxy-trikosanoyl)-a, a-trehaléza [24]
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1.2 Analyza lipidu

Vé&dni obor, ktery se zabyva komplexnim studiem lipidt a jejich biochemickych drah
v organismech, se nazyva lipidomika. Pfinasi cenné informace o funkci lipidd v organismu
a o jejich roli pfi vzniku ruznych onemocnéni, ktera souvisi s poruchami pii metabolismu
lipidt. Mezi tyto onemocnéni patii napiiklad diabetes mellitus, rakovina, neurodegenerativni
onemocnéni nebo kardiovaskularni onemocnéni. Jedné se o pomérn€ novy védni obor, ktery se
dynamicky rozviji diky rozvoji v informacnich technologii, pokrokim v Iékaistvi a analytické
chemii. Lipidomicky vyzkum pracuje s velkym mnozstvim dat, které poskytuji detailni piehled
nejen 0 zménach v mnozstvi lipidu, ale i 0 slozeni jednotlivych lipidovych tiid. Lipidomicka
analyza se pak zamétuje na identifikaci konkrétnich lipidi v ramci jednotlivych tiid a jejich
kvantifikaci. Dale se pak zaméfuje také na studium stanovenych lipidi a jejich interakce
s dalsimi molekulami. [4; 6]

Lipidomicka analyza pracuje S vysokou rozmanitosti lipidd. Vzhledem Kk rychlé
degradaci nekterych lipidickych tfid (Eikosanoidl) je vylouceno pouziti univerzalnich technik
pro jejich extrakci ze vzorku, zejména z plazmy. [6; 26] Jedna se komplexni proces, ktery
zahrnuje odbéry vzorki od pacienta (krev, plazmu, tkén) a jejich naslednou upravu pomoci
extrakénich metod. Vyextrahované lipidy se nasledné separuji na kapalinové chromatografii
nebo se derivatizuji a jejich t€kavé derivaty je mozné stanovit pomoci plynové chromatografie.
Po separaci se stanovuji kvalitativné i kvantitativné pomoci hmotnostni spektrometrie. Ziskana

data je nutné statisticky vyhodnotit. Obecny postup je uveden na Obrazku 14. [6; 26]
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Obrazek 14 - Schéma pripravy vzorku z plazmy [6]
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1.2.1 Priprava vzorku

Spravna manipulace se vzorky tvoii nezbytnou soucast lipidomické analyzy a je nezbytna
pro nasledné ziskani relevantnich a reprodukovatelnych vysledk. Timto pojmem Se rozumi
vhodny odbér vzorku, ptiprava, jejich skladovani a nasledné zpracovani pied jejich analyzou.
Ptiprava vzorku by méla byt rychld, reprodukovatelna a méla by byt schopnd pracovat s Sirokou
Skalou lipidt bez ovlivnéni jejich struktury. [6; 9; 27]

V lipidomické analyze se pracuje nejcastéji se vzorky plazmy nebo se vzorky rostlin. Ta
je odebirana od pacienti na piislusném odbérovém misté nebo v nemocnici. Pokud nelze
provést analyzu ihned po odbéru, je nutné plazmu uchovat. Vzorky plazmy se uchovavaji ve
zmrazeném stavu pii teploté -80 °C jinak by dochazelo k degradaci vlivem biochemickych
procesu. [6; 27; 28; 29; 30]

Pred extrakci se do vzorkt pfidava interni standard. To je lipid, ktery je bud’ izotopicky
znaceny, nebo lipid s lichym pocétem uhlikll, protoze Vv ptirode se vyskytuji téméf vzdy lipidy
se sudym poctem uhliki. Mezi hlavni metody extrakce lipidd v lipidomické analyze patii
extrakce kapalina — kapalina, sraZzeni pomoci organického rozpoustédla a extrakce na pevném
sorbentu. Nejvice vyuzivanou metodou extrakce je pomoci organického rozpoustédla. [6; 27,

28; 30; 31; 32; 33]

1.2.1.1 Extrakce lipidi ze vzorku

Pro extrakci lipida z biologické matrice se pouziva n€kolik zakladnich metod, které se
odlisuji ve slozeni rozpoustédel i ve zpusobu provedeni prace (Tabulka 4). Klasickou metodou
je postup podle Bligha a Dyera, ktery vyuziva smés chloroformu, methanolu a vody. Tato
metoda je vhodna pro extrakci lipidt z malého mnozstvi biologického materialu. Nevyhodou
je pouziti chloroformu, ktery patii mezi Skodlivé latky, a také to, ze lipidy se nachazi ve spodni
vrstve, odkud je nutné je odebirat. Prinik Spicky pipety pfes vodnou horni vrstvu muize vést
k pfenosu ve vodé rozpustnych necistot do vzorku. [6; 9; 30; 34; 35; 36] Na podobném principu
funguje 1 upravena Folchova metoda, ktera pouziva smes chloroformu, methanolu a vody nebo
fyziologického roztoku chloridu sodného (0,9 % roztok NaCl). I tato metoda méa podobné
vyhody 1 nevyhody, protoze pracuje také s chloroformem a lipidy se také nachédzi ve spodni
vrstvé. [6; 9; 30; 35; 36; 37] Novym pfistupem je metoda, ktera pouziva k extrakci lipidického
podilu methyl-terc-butyl ether (MTBE). Vyhodou je, ze lipidy po oddéleni fazi zGstavaji
V horni vrstvé. To usnadiiuje manipulaci pii jejim odbéru. Nevyhoda naopak je, Ze tato vrstva

obsahuje relativné vysoky podil vody, a tim padem 1 potencidlni ve vod¢ rozpustné
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kontaminanty, které mohou negativné ovlivnit vysledky analyzy. [6; 30; 35; 36] Dals$i mozZnosti
je metoda pouziti smési butanolu a methanolu (BUME). Tato metoda ¢aste¢né fesi problém
s pienosem kontaminantl, které jsou ve vodé rozpustné, protoze omezuje jejich vyskyt
v organické fazi. Na druhou stranu, butanol se obtizné zbavuje ze vzorku, protoze se Spatné
odpatuje, ¢imz prodluzuje Cas pripravy a celé analyzy.

V neposledni fad¢ je mozné pouzit proteinové vysrazeni neboli precipitaci. Tato metoda
se pouziva pro vysrazeni proteinti ze vzorku pomoci vhodného rozpoustédla a je nutné, aby
dané rozpoustédlo dobie rozpoustélo lipidy. Lipidy ve vzorku piedstavuji mensi podil ve
srovnani s proteiny, které tvoii pfevaznou &ast analyzované matrice. Casto se po proteinové
precipitaci v lipidomice zafazuje je$té metoda extrakce na tuhé fazi (SPE). Pro lipidomickou
analyzu je SPE vhodnéjsi metodou nez extrakce kapalina—kapalina, protoze umoziiuje
frakcionaci jednotlivych lipidovych tfid. Hlavni vyhodou SPE je, Ze analyt sorbovany na pevné
fazi se nemlze rozkladat a mize byt uchovan, aniz by se zménila jejich koncentrace. Dalsi
nespornou vyhodou je, ze SPE muzZe byt pouzita pro extrakci Siroké Skaly organickych
sloucenin z biologickych, potravinovych, enviromentalnich vzorkli. Nevyhodou SPE je Casova
naro¢nost. [30; 35; 36; 38]

Kazda z téchto metod ma tedy své vyhody i nevyhody a volba konkrétniho postupu zavisi

na typu vzorku, pozadované analyze a dostupném vybaveni.
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Tabulka 4 - Prrehled extrakcnich metod pro izolaci lipidi

Nazev o . , -
metody Vzorky SloZeni rozpoustédla Vyhody Nevyhody
Toxicky
Malé mnozstvi chloroform, lipidy
Bligh a biologického CHCI3s/MeOH/H,0 Dobré extrakce | ve spodni vrstve,
Dyer materialu (2:1:0,9; viviv) lipidt riziko
(do 50 mg) kontaminace
vodni fazi
Toxicky
Vétsi mnozstvi o
. ) CHCI3/MeOH/nasyceny chloroform, lipidy
biologického
) roztok NaCl (H20) Dobra vytéznost | ve spodni vrstve,
Folch materialu (0,19) o
(2:1; v/v a potom 0,2 lipida riziko
(obdobné jako ] ]
] objemu) kontaminace
Bligh a Dyer)
vodni fazi
o Vrchni faze
Extrakce lipidt Lipidy ve vrchni ]
MTBE:MeOH obsahuje vodu
MTBE s lepsi vrstvé (snadny
. (5:1,5:1,45; viviv) (mozna
manipulaci odbér), )
kontaminace)
1) Butanol:MeOH
Extrakce lipidil s Obtizné
(3:1; viv) ]
omezenim Alternativa bez odstranéni
BUME 2) Heptan: ethyl
vodorozpustnych chloroformu butanolu — ¢asové
) acetat (3:1; v/v)
kontaminantti narocné
3) 1% CHsCOOH
Odstranéni Odstranéni
. _ Nutnost nasledné
. ) proteinti ze proteinti
Proteinova Naptiklad MeOH nebo ) extrakce, nizka
o vzorku a o z matrice, .
precipitace acetonitril selektivita k
CasteCna extrakce Vhodné pied o
lipidim
lipida SPE
Frakcionace Frakcionace Casova naro¢nost,
SPE lipidovych tfid a Specifické sorbenty lipidu, stabilita, nutnost
¢isténi vzorku Siroké pouziti optimalizace
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1.2.2 Separaéni techniky v lipidomice

V minulosti se k analyze lipidu pouzivala tenkovrstva chromatografie. Ta se v dnesni
dobé uplatiiuje predevSim pfi preparativni izolaci konkrétnich lipidii nebo lipidovych tfid.
Plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) je osvédcenou metodou
pro analyzu methylestert MK po transesterifikaci lipidd, ktera umoziuje ziskat idaje o slozeni
MK, ale ztraci naopak informace o ptivodnich lipidech.

Pro polarné nabité metabolity se vyuziva spojeni elektroforézy s MS. V posledni dob¢ se
ke zlepSeni identifikace lipidli pouZivaji techniky iontové mobility (IM) spojené s MS
(IM-MS). Kromé MS je mozné pro analyzu polarnich a nepolarnich metabolitli pouzit
i nuklearni magnetickou rezonanci (NMR). [35] Nejrozsifenéjsi a nejspolehlivéjsi separacni
technikou pro separaci lipidd je vysokoU¢innd nebo ultra vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC nebo UHPLC). Ta ve spojeni s MS se stava jednim z klicovych nastrojii
pro lipidomickou analyzu. [28] Bohuzel HPLC, UHPLC a GC ve spojeni s MS maji omezenou
schopnost separace a nasledné identifikace vSech lipidd. Zde se muze uplatnit dvourozmérné
chromatografické metody. [39] Nicméné i multidimenzionalni techniky maji své nevyhody.
Mezi nevyhody patii ¢asovd narocnost analyzy, technickd naroCnost na vybaveni, sloZzita
interpretace dat nebo snizend mez detekce v dusledku fedéni vzorku pii prichodu obéma

rozmery.

1.2.2.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metoda, kterd obsahuje dvé faze — mobilni
a staciondrni. Mobilni faze (MF) je pohybliva a jedna se o kapalinu. Stacionarni faze (SF) je
pevna a tvoii napli chromatografické kolony. Samotna separace probiha tak, ze vzorek je
zaveden do systému, kde je pomoci MF piivadén na kolonu se SF. Molekuly vzorku prochazi
skrz kolonu a jejich rychlost pohybu kolonou zavisi na jejich interakci se SF. Latky s vyssi
afinitou ke stacionarni fazi se zadrzuji a pohybuji se tak pomaleji, zatimco latky s nizsi afinitou
k SF se pohybuji rychleji. Vysledkem je, ze se jednotlivé slozky ze vzorku rozdéli a postupné
prichézi jiz rozdélené na detektor, kde jsou detekovany a zaznamenany jejich elucni Casy.
V kapalinové chromatografii se pouzivaji rtizné typy detektord jako napiiklad UV-VIS,
refraktometricky, coulometricky, fluorescencni, hmotnostni spektrometr a dalsi. Obecné

schéma kapalinového chromatografu je zndzornéno na Obrazku 15.
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Obrazek 15 - Schema HPLC

V soucCasnosti existuji rizné mody kapalinové chromatografie jako napiiklad HPLC
snormalnimi fazemi (NP-HPLC), sobracenymi fazemi (RP-HPLC), chromatografie
hydrofilnich interakci (HILIC), nebo superkriticka fluidni chromatografie (SFC). [6; 40]
Chromatografie s normalnimi fazemi obsahuje polarni stacionarni fazi a nepolarni
mobilni fazi. Mezi nejcastéji pouzivané naplné kolon v NP-HPLC patii silikagel, alumina,
vazané aminové, nitrilové nebo diolové skupiny. Jako MF se se pouzivaji rizna organicka
rozpoustédla a jejich smési, naptiklad hexan, methanol, methyl acetat, acetonitril. U NP-HPLC
se bézn¢ vyuziva gradientova eluce, kdy separace zacind s vysokym obsahem organického
rozpoustédla a postupné se zvySuje mnozstvi vody. NP-HPLC se pouziva pro separaci
glycerofosfolipidu diky jejich polarni hlavici nebo pro separaci lipidovych ttid. [6; 39; 40; 41]
Dalsim bézné vyuzivanym moédem je chromatografie s obracenymi fazemi. Tento mod
ma opacny princip jako NP-HPLC, tedy vyuziva nepolarni SF a polarni MF. Mezi nejcasté;ji
pouzivané naplné kolon v RP-HPLC patii oktadecyl (C18), oktyl (C8), triakontyl (C30), vazané
nitrilové skupiny nebo hydrofobni polymery vazané na silikagelu. [42] Jako mobilni faze se
pouzivaji smési vody s organickymi rozpoustédly jako naptiklad methanol, acetonitril,
isopropanol nebo tetrahydrofuran. [39; 41] Tento mod je nejpouzivangjsi v lipidomické

analyze, protoze lipidy patii mezi nepolarni latky a interaguji stimto typem staciondrni
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faze. [43] Konkrétn¢ se RP-HPLC vyuziva naptiklad pro separaci mastnych kyselin s dlouhymi
nasycenymi fetézci nebo pro analyzu ceramidu. [6; 27; 28; 35; 39; 44]

Kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci je dal§im hojné vyuZzivanym méodem
LC vyuzivajici se na déleni tid lipida. Principem HILIC je separace polarnich latek na polarni
stacionarni fazi. Mobilni faze obsahuje smés acetonitrilu (ACN) nebo methanolu s vodou,
pfi¢emz voda je silné elu¢ni ¢inidlo. Gradientova eluce zac¢ina obvykle s 2-5 % vody v MF a se
zvySujicim se Casem roste jeji podil v mobilni fazi. Do mobilni faze je nutné piidavat pufry,
jako jsou octan amonny nebo mravenc¢an amonny, Které stabilizuji iontové interakce a zlepsuji
opakovatelnost separace. V HILIC se vyuziva riizné slozeni stacionarnich fazi, jako napiiklad
oxid kiemicity, aminopropylsilan, alkyl amid nebo sulfobetainové skupiny. [39; 41] Separa¢ni
mechanismus v HILIC je zaloZen na vzniku vodné vrstvy na povrchu stacionarni faze. Vodna
vrstva umoznuje interakci polarnich analytt pomoci vodikovych vazeb, dipdlovych interakci
nebo elektrostatickych sil (viz Obrazek 16). [6; 39; 41; 42; 43; 45] V lipidomické analyze se
HILIC naptiklad pouziva k separaci jednotlivych lipidovych kategorii ze vzorku plazmy. [6]

Kapilara
ACN:H,O
wo wo WO
OH ,OH OH
Wy
I w2 | wo l wo

Kapilara

Obrazek 16 - Schéma principu separace v HILIC
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1.2.2.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie funguje na principu separace tékavych latek podle jejich afinity
ke staciondrni fazi. Spojeni plynové chromatografie shmotnostni spektrometrii je
druhou nejlepsi metodou pro analyzu tékavych a primarnich metabolitt [43; 46], které je nutné
pfed samotnou analyzou derivatizovat (viz kapitola 1.2.2.2.1). [35; 47; 48] Toto spojeni ma
obrovskou vyhodu oproti HPLC-MS, a to ve form¢ knihovny spekter. Obecné schéma

plynového chromatografu je na Obrazku 17.

Injektor vzorku

Regulator tlaku

Termostat

Kolona

Lahev s plynem
Obrazek 17 - Schéma plynové chromatografie

Plynova chromatografie obsahuje mobilni a stacionarni fazi stejné jako kapalinova
chromatografie. Mobilni fazi je nosny plyn, ktery nereaguje s analytem neboli je inertni. Mezi
nejpouzivanéjsi nosné plyny patii dusik, helium, argon nebo vodik. Stacionarni faze je tvorena
tenkou vrstvou kapaliny, pevné latky nebo polymeru nanesenou na vnitini sténu kapilarni
kolony. Kolony dosahuji délky desitek metri 0 praméru nejéastéji 0,25 mm. [49] Separace
probihéd nésledovné. Vzorek je nadavkovan do davkovaciho prostoru, ktery je vyhiivan na
teplotu o zhruba 50 °C vyssi, nez je teplota varu vzorku. Kolona je vyhiivana na pocatecni
teplotu, ktera zavisi na tékavosti analytu. U velmi tékavych latek miize byt pocatecni teplota
40 °C a pro méné tékavé latky se voli pocate¢ni teplota obvykle okolo 80 °C s naslednym
teplotnim gradientem na 200-300 °C. Nasledn¢ molekuly plynného analytu proudi skrz kolonu.
Rychlost separace zavisi na jejich t€kavosti a jejich interakci se SF. Vysledkem je rozdéleni
jednotlivych slozek vzorku a jejich nasledna detekce.

V plynové chromatografii se pouzivaji rizné typy detektort, jako naptiklad plamenové

ioniza¢ni, tepelné vodivostni detektor, detektor elektronového zachytu nebo hmotnostni
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spektrometr. [50] Pro analyzu methylesteri mastnych kyselin tzv. FAME se vyuZzivaji
specializované kapilarni kolony. Nejbézné&jsi kolony pro analyzu FAME jsou kyanopropylové
kolony, které umoziuji presné rozliSeni podle délky fetézce, poctu dvojnych vazeb, vcetné
separace cis/trans izomerti a polohovych isomerti dvojnych vazeb. [51; 52; 53; 54] Dalsi
mozZnosti jsou polyethylglykolové kolony s vyssi polaritou vhodné pro separaci methylesteri
mastnych kyselin S podobnou molekulovou hmotnost, ale rozdilnou polaritou. [53; 54] Méné
Casto se pouzivaji polydimethylsiloxanové kolony, které jsou nepolarni az slabé polarni, termo
stabilni, ale maji niz8i selektivitu, a pouzivaji se pro separaci nasycenych FAME
a jednoduchych smési. [54; 55] Analyza FAME umoziuje piesnou identifikaci i kvantifikaci,
coz je klicové pro lipidomiku, metabolomiku a studium civiliza¢nich chorob. Nevyhoda GC
oproti HPLC je délka analyzy. Ta se zde pohybuje mezi 40-60 minutami na rozdil od primérné

doby analyzy u HPLC, ktera trva obvykle nékolik minut nebo nizsi desitky minut. [48]

1.2.2.2.1 Derivatizace lipida

Obvykle se derivatizuji mastné kyseliny s délkou fetézce 10C a vice, které¢ se nasledné
analyzuji pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Nej€astéji se mastné
kyseliny derivatizuji na methylestery tzv. FAME (fatty acid methyl ester). Mezi b&Zzné
pouzivand derivatizacni €inidla se fadi kyselina chlorovodikova (HCI), acetyl chlorid nebo
kyselina sirova. Tyto ¢inidla vstupuji do reakei jako katalyzatory a tvoii jak kyselé prostiedi,
tak aktivuji karboxylovou skupinu. [35; 56]

Nejcastéji se na derivatizaci mastnych kyselin voli pravé HCI kviili své jednoduchosti
a snadné aplikaci v laboratorni praxi. Kyselina chlorovodikova poskytuje pii reakci proton ve
form¢& H* ¢imz dochazi k aktivaci karboxylové skupiny -COOH (Rovnice 1) a nasledné s ni
reaguje methanol za vzniku methylesteru mastné kyseliny a soucasného odsté€peni vody
(Rovnice 2).

R—COOH +H* — R—-C(0OH)} 1)

R — C(OH)} + CH;0H —» R — C(OH)(OCHs)* > R — COOCH; + H,0 )

Samotna esterifikace pomoci HCI probiha nasledovné. K suchému lipidovému extraktu se prida
roztok methanolu a HCI a vznikd smés se nechd po urcitou dobu zahiivat. Vzhledem k tomu,
ze nékteré lipidy se mohou $patné rozpoustét v roztoku methanolu s HCI, mize byt nutné pridat
pied derivatizaci jiné rozpoustédlo, které zlepsi rozpustnost lipidi a zefektivni prabéh

derivatizace. Dal$i mozZnosti je derivatizatni metoda pomoci acetylchloridu, kterd byla
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zavedena v roce 1986. Tato metoda spociva v ptidani acetylchloridu k methanolovému roztoku
se vzorkem a necha se zahtivat po dobu 60 minut pii teploté 95-100 °C. Po derivatizaci je nutné
vzorek neutralizovat a extrahovat vzniklé FAME do organického rozpoustédla (methanol).
Nevyhodou je, Ze nckteré polynenasycené mastné kyseliny jsou pii vysokych teplotich
nestabilni, coz mize ovlivnit vysledky analyzy. [35; 56]

V neposledni fad¢ je mozné pouzit derivatizacni metodu pomoci methoxidu sodného
(NaOCHs). K lipidovému extraktu se ve vét$iné piipada piida 0,5M NaOCH3 rozpusténého
V bezvodém methanolu a roztok se nechd 5 minut reagovat pii 45 °C. Nasledné se roztok
zneutralizuje pomoci NaHSOs. Nakonec se lipidy vyextrahuji pomoci organického
rozpousStédla a analyzuji se pomoci plynové chromatografie. K derivatizaci lze vyuzit
i hydroxid draselny. Derivatizace je pomérné jednoducha a rychla. K lipidovému extraktu se
ptfida methanolicky roztok s KOH a necha se zahtivat pii 50 °C po dobu né¢kolika minut. Potom

se pfida dusi¢nan sodny a vznikly supernatan se odebere a analyzuje na plynové chromatografii.
[35; 56]

1.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie patfi mezi nejuniverzalnéjsi analytické techniky, ktera se
vyuziva v chemii, biochemii, farmacii, mediciné a mnoha dalich odvétvich. Vyhodou této
metody je vysoka citlivost a selektivita, extrémné mala spotfeba vzorku, moznost automatizace
a spojeni s dal$imi technikami jako je GC nebo HPLC. Nevyhodou je, Ze patii mezi destruktivni

metody, pomérné zna¢na potfizovaci cena a vysoké provozni naklady. [5; 40; 57; 58]

1.2.3.1 Princip

Zakladnim principem hmotnostni spektrometrie je déleni iontl na zakladé hmotnosti ku
naboji (M/z) a nasledného zaznamu jejich intenzit. Cely proces probiha za vysokého vakua, aby
nedochazelo k interakcim s molekulami vzduchu, které¢ by mohly negativné ovlivnit rozdéleni
vzniklych iontd. Tato metoda je uziteCna pro kvalitativni analyzu, protoze kazdd molekula ma
svuj specificky zpusob fragmentace, diky kterému ji 1ze nasledné rozpoznat. Samotny pfistroj

se sklada ze tii Casti: iontovy zdroj, hmotnostné selektivni analyzator a detektor (Obrazek 18).
[5; 6; 40; 57; 58]
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Obrdzek 18 - Schéma MS [58]

1.2.3.2 lonizacni techniky

Pted kazdou analyzou je nutné si vybrat optimalni ionizaci pro danou latku, protoZe dosud
neexistuje univerzalni ioniza¢ni technika. Ionizac¢ni techniky mohou pracovat jak za
atmosférického tlaku, tak i za vakua. Podle vnitini energie rozliSujeme ioniza¢ni techniky na
dv¢ skupiny: tvrdé a me¢kké. [6; 59]

Tvrdou ionizacni technikou je elektronova ionizace (EI) a je typickd pro GC/MS
(Obrazek 19). Principem této techniky je, ze zhavena katoda z wolframu nebo rhenia emituje
elektrony, které jsou pfitahovany k anod¢. V reakénim prostoru se s elektrony z katody srazi
plynny vzorek, diky ¢emuz dojde k vyrazeni elektronu z molekuly vzorku, ¢imz vznikne kladny
molekulovy iont (M**). Nové vznikly iont je ve vétsing pripadl nestabilni a mtize se rozpadnout
na fragmenty. Tyto fragmenty jsou urychleny pomoci elektrického pole do hmotnostniho

analyzatoru, kde jsou méfeny podle jejich m/z. Cely tento proces probiha za vakua. [6; 59; 60]

El CI
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Vstup Anoda Vstup/ Anoda
vzorku vzorku Privod reakéniho

plynu

Obrdazek 19 - Schema elektronoveé a chemické ionizace
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Mezi mékké ionizacni techniky pro spojeni s GC patii chemicka ionizace (CI). Tato
technika se odliSuje od EI v tom, Ze dovnitf do reakéniho prostoru je privadén reakéni plyn
(Obrazek 19), ktery se nejprve ionizuje pomoci elektronti vyzafenych z katody a nasledné
reaguje s analytem na zaklad¢ ion-molekularnich interakci. Mezi pouzivané plyny patii
naptiklad methan, isobutan nebo amoniak. Diky zvoleni spravného reakéniho plynu dochézi
k selektivni ionizaci neboli ke vzniku pozadovanych iont.

Dale k mékkym ioniza¢nim technikam patii techniky pracujici za atmosférického tlaku
jako jsou ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI),
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) a dalsi. Pro tyto zminéné techniky je typické
spojeni s HPLC. Tyto tfi techniky pracuji na podobném principu. Kapilarou je pfiveden roztok
analytu s MF, ktery je pomoci zmlZovaciho plynu (nejéastéji N2) pieveden na aerosol. U ESI
dochazi diky napéti na kapilafe ke sprejovani ve formé tzv. Taylorova kuzelu. Nasledné dochazi
k Reilegové efektu, coz je odpafovani rozpoustéla V kapickach aerosolu, az dojde ke
Coulombické explozi, ¢imz vzniknou nejmensi mozné kapicky. Nasledné jsou tyto miniaturni

kapic¢ky vtazeny do hmotnostniho analyzatoru (viz Obrazek 20). [6; 59; 60]

odparovani ismeme>  yvolfieni iontu
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g ont
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\ .
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\-;'E;“
St ——
Kapilara

Obrdazek 20 - Schéma ESI [59]
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U APCI neni aplikovano napéti na kapilare, ale az na vybojové jehle. APPI mé misto vybojové

jehly UV lampu (viz Obrazek 21). [6; 59; 60]
APCI APPI
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v

Zmlzujici plyn ZmlZujici plyn
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Obrdazek 21 - Schéma mékkych ionizacnich technik APCI a APPI

1.2.3.3 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory jsou jednou ze tfi dilezitych ¢asti MS. Jejich tikolem je separace
iontu na zakladé m/z. Mezi hlavni typy MS analyzatort patii magneticky sektorovy analyzator
nebo magneticky sektorovy analyzator s dvojitou fokusaci, kvadrupolovy analyzator, iontova
past, analyzator doby letu (TOF), Orbitrap nebo cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci. [61]

Kvadrupélovy analyzator je hmotnostni analyzétor, ktery se skladd ze ctyt tyci, dvé
obsahuji kladné napéti a zbylé dvé maji zaporné napéti. Tyto ty€e jsou umistény rovnob&zné
a mezi nimi se generuje elektrické pole, kde se stfida stejnosmérné i stfidavé napéti. Diky tomu
je umoznéno prachodu pouze t€m iontim, které spliuji specifické m/z a maji stabilni oscilace.
Ostatni jsou pfitdhnuty k jednotlivym ty¢im, diky nestabilnim oscilacim, a jsou odstranény

(Obrazek 22). [61]

Fokusovany iont

Detektor
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Obrazek 22 - Schéma kvadrupolového analyzatoru
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Analyzator doby letu funguje na principu, Ze u vstupu jsou ionty urychleny a nasledné se méfi
Cas doby letu iontd na detektor. Tento analyzator muze obsahovat tzv. reflektron, coz je
soustava elektrod, kterd je umisténa v ohybu drahy a zplisobi zpomaleni rychlych ionti tak, ze
se ,,zabofi“ a pfi opusténi reflektronu maji ionty stejnou kinetickou energii (viz Obrazek 23).
[61]

Vstup ionti
Reflektron

Obrazek 23 - Schéma analyzatoru TOF

Detektor

1.2.3.4 Detekce iontii v hmotnostni spektrometrii

Nejbéznéjsim detektorem v hmotnostni spektrometrii je elektronasobi¢ (Obrazek 24). Ten
funguje na principu emise sekundarnich elektronti. Ty jsou urychlovany a usmérnovany na dalsi
dynody, kde se proces vyrazeni elektronti opakuje. Kazda z dynod nasobi pocet elektronti, az

vznikne silny proud elektront, ktery je na konci detekovan jako elektricky signal. [58]

Systém dynod

>Vystupni signal

AN\

Vstup
ionti

Obrazek 24 - Schéma detektoru MS (fotondsobic)
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2 EXPERIMTALNI CAST

2.1 Seznam pristroji a zarizeni

e Analytické vahy ABJ320-4NM — Kern & Sohn GmbH (Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Némecko)

e Automatické pipety Sartorius (Sartorius, Gottingen, Némecko)

e Kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1290 (Agilent Technologies,
Waldbromn, Némecko) a tandemovy hmotnostni spektrometr Xevo G2-XS QTOF
Waters (Waters, Milford, USA)

e Kolona GC TR FAME Thermo Fisher Scientific (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA)

e Kolona HPLC Ascentis Express HILIC (15 cm x 3,0 mm, 2,7 um) (Belleforte, USA)

e Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s hmotnostnim spektrometrem
Agilent Techologies 5977A MSD s kvadrup6lovym analyzatorem (Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, USA) a autosamplerem G4513A (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA)

e Referen¢ni systém ¢isténi vody Milli-Q — Millipore (Molsheim, Francie)

e Termoblok IKA dry block heater 1 (IKA, Staufen, Némecko)

e Ultrazvukova lazen Bandelin sonorex TK52 (Bandelin, Berlin, Némecko)

e Vortex (IKA, Staufen, Némecko)

2.2 Seznam chemikalii
e Acetonitril (ACN) — MS ¢istota (>99,9%), Honeywell (Seelze, Némecko)
e Ultra Cista voda po tpravé Milli-Q
e Hexan (Hex) — MS distota (>99,9%), Honeywell (Seelze, Némecko)
e Chlorid sodny — &istota 99,9%, Penta, (Chrudim, Ceské republika)
e Chloroform — Honeywell (Seelze, Némecko)
e Methanolat sodny — Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
e Methanol (MeOH) — MS distota (>99,9%), Honeywell (Seelze, Némecko)
e Mravenc¢an amonny — Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
e Smés standardli methylestert mastnych kyselin 37 Component FAME Mix (Sigma

Aldrich, Mnichov, Némecko) — slozeni smési je uvedeno v Piiloze 1
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2.3 Priprava vzorku

2.3.1 MTBE extrakce

Do sklenénych vialek o objemu 4 ml bylo ptidano 20 pl IS mixu, 25 pl plazmy, 0,7 ml
methanolu a 2,3 ml MTBE. Vznikla smés byla vloZzena na 15 minut do ultrazvukové lazné
o teploté 30 °C. Po vychladnuti bylo pfidano 0,6 ml 250mM uhli¢itanu amonného o pH 5.
Vznikla smés byla promichana po dobu 5 minut pii 20 °C. Po ochlazeni byla smés vloZzena do
odstfedivky na 5 minu s 6000 otackami za minutu. Poté byla odebrana horni vrstva MTBE do
8ml vialky (prvni frakce). Nasledné bylo pfidano 2,3 ml MTBE k vodné vrstvé a opét se
promichalo po dobu 5 minut pfi teploté 20 °C. Po uplynuti 5 minut byla smés vloZena opét do
odstfedivky na 6000 otac¢ek za minutu na 5 minut. Byla odebrana vrstva MTBE a vlozena do
vialky s prvni frakci. Nasledné bylo MTBE odpafeno pod proudem dusiku pii 35 °C do sucha
a nasledn¢ rozpusténo v 250 pl smési CHCls/MeOH.

2.4 Kapalinova chromatografie

Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 skolonou Ascentis Express HILIC
(15cm x 3,0 mm, 2,7 um) byl pouzit pro separaci do lipidovych t¥id pomoci kapalinové
chromatografie. Kolona byla po celou dobu vyhiivana termostatem na 40 °C. Byly ptipraveny
dvé mobilni faze, které obsahovaly smés ACN:H20 a 10mM pufr mravenc¢anu amonného.
Mobilni faze A (MF (A)) obsahovala ACN:H20 v poméru 96:4 a mobilni faze B (MF (B))
obsahovala ACN:H20 v poméru 50:50. Nasledné¢ bylo nutné pro ustaleni pocateénich
podminek kolony nechat protékat mobilni fazi A o pratoku 0,5 ml/min po dobu 30 minut. Po
uplynuti doby bylo mozné spustit analyzu. Byl nadavkovan 1 pl jiz vyextrahovaného vzorku
plazmy a byl pouzit oplach davkovaci jehly. Jehla byla oplachnuta pfed nastiikem na kolonu
v hexanu z divodu mozné kontaminace vzorku do nasledujici analyzy. Byl pouzit gradient
prutoku mobilnich fazi: 0. — 12. min 100 % MF (A), 12. — 25. min 90 % MF (A), 25. — 26. min
50 % MF (A) a 26. —40. min 100 % MF (A). Krom¢ gradientu mobilnich fazi se ménil i gradient
pratoku: 0. — 25,9. min pratok 0,5 ml/min, 26. — 39,9. min pritok 0,8 ml/min a ve 40. minuté
byl vracen na hodnotu 0,5 ml/min. Po skonceni analyzy bylo nutné pockat na ustaleni tlaku

a prutoku na koloné.
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2.5 Hmotnostni spektrometr Xevo G2-XS QTOF

Pro experimenty spojené s identifikaci a izolaci jednotlivych frakei lipida byly provedeny na
hmotnostnim spektrometru Xevo G2-XS (Waters, Milford, USA). Data byla ziskdvana
V rezimu ,,sensitivity* pfi snimani kladnych iont za podminek, které jsou v Tabulce 5. Peptid
leucin enkefalin byl pouzit jako referen¢ni hmotnost (lock mass) pro hmotnostni korekci

naméfenych hodnot m/z.

Tabulka 5 - Podminky MS (Xevo)

Napéti na kapilare 3kV
Napéti na vstupni kuzelové elektrodé 20V
Offset zdroje 90V
Teplota zdroje 150 °C
Teplota susiciho plynu 500 °C
Priitok plynu do vstupniho kuZelu 50 I/h
Priitok susiciho plynu 1000 I/h
Rozsah méfeni 100-1500 m/z
Doba snimani 0,5 s (kontinudlni profilovy rezim)

2.5.1 Odbér frakei

Po analyze plazmy a zjisténi reten¢nich ¢ast jednotlivych lipidovych tfid byly manualné
odebrany jednotlivé frakce. Z hmotnostniho spektrometru byla vyjmuta Kkapila-
ra a v prislusnych ¢asovych rozmezich by sebrany frakce eluatu do 4ml vialek. Kazdy sbér byl
proveden 2x. Po obou shérech bylo nutné se ptresvédcit o pritomnosti dané lipidové tridy.
Z vialek byl odebran 1 ml do 2ml vialek a ty byly nasledné analyzovany s nasttikem 4 pl. Po
nastiiku byl zbytek frakce pfendan ke zbytku sbéru zpét do 4ml vialky. Celkem bylo odebrano
5 frakci v ¢asovych intervalech: 1. sbér 0. — 3. minuta; 2. sbér 10. — 14,7. minuta; 3. sbér 15. —
16,4. minuta; 4. sbér 17. — 19,5. minuta a 5. sbér 19,7. — 21,5. minuta.

2.6 Prevedeni lipidovych frakci na methylestery
Do vialky o objemu 4 ml bylo navazeno pfiblizn¢ 100 mg vzorku, a k nému bylo ptidano
1,5 ml methanolického roztoku methanolatu sodného. Obsah vialky byl fadné promichan na

vortexu a poté byl vloZen na 20 minut do termobloku vyhtatého na 60 °C a v prib¢hu reakce
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bylo s vialkou tfepano vzdy po uplynuti 5 minut. Po vychladnuti byl k roztoku piidan 1 ml
nasyceného vodného roztoku NaCl a 2 ml hexanu a vialka byla vlozena na minutu do vortexu.
Po protiepani doslo k oddéleni fazi a ndslednému odebrani horni organické faze. Tato ¢ast byla

odpaiena do sucha pod proudem dusiku a rozpusténa 100 ul hexanu.

2.7 GC-MS

Podminky pro méfeni v sytému GC jsou v Tabulce 6 a MS podminky v Tabulce 7.

Tabulka 6 - GC podminky separace

Kolona TR FAME 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm
Nosny plyn Helium
Pritok nosného plynu 1,5 ml/min
Teplota nastriku 250 °C
Pocatecni teplota: 80 °C
Teplotni program Gradient: 10 °C/min do 150 °C, 3 °C/min
do 235 °C drzeni 20 min
Davkovany objem vzorku Sul
Splitovaci pomér 1:1
Tabulka 7 - MS podminky
lonizace El +
Zapnuti MS 8 minut
Frekvence skenovani 5 skenti za sekundu
Teplota EI zdroje 250 °C
Teplota kvadrupdlu 150 °C
Teplota MSD transfer line 300 °C
Rozsah skenu (m/z) 50-600

2.8 Zpracovani experimentalnich dat

Vysledky z HPLC/MS byly interpretovany v programu MassLynx Waters (Waters,
Milford, USA), vysledky z GC/MS byly interpretovany v programu Agilent MassHunter Data
Analysis (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) a v programu knihovny NIST. Nasledné
jiz interpretovana data byla zpracovana v programu Microsoft Excel (Microsoft, Redmond,
USA) a Microsoft Word (Microsoft, Redmond, USA). Obrazky byly tvofeny v programu

Goodnotes 6 (GoodNotes Limited, Londyn, Velka Britanie).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat metodu pro izolaci riznych lipidovych tiid
Z lidské plazmy s vyuzitim kapalinové chromatografie v HILIC modu, sbér eluatu do frakci
podle reten¢nich Casti a nasledné analyzovat sloZzeni mastnych kyselin v izolovanych tfidach
lipidi pomoci GC/MS.

Obdrzeny vzorek lidské plazmy byl jiz vyextrahovan pomoci MTBE metody. Takto
ptipraveny vzorek nebylo jiz nutné nijak upravovat. Spojeni metod HILIC a GC/MS bylo
vybrano poprvé a bylo nutné ovéfit, zda koncentrace lipidi v odebranych frakcich bude

dostacujici pro naslednou detekci po prevedeni na methylestery v GC/MS.

3.1 Optimalizace metody HPLC

Nejprve bylo nutné optimalizovat metodu HPLC v modu HILIC pro separaci
jednotlivych frakci lipidickych tfid z lidské plazmy. Byla provedena optimalizace davkovani
vzorku i gradientu mobilnich fazi.

Po celou dobu optimalizace a nasledné analyzy byla pouzita kolona Ascentis Express
HILIC (15 ¢cm x 3,0 mm; 2,7 um). Tato kolona obsahuje vysoce purifikovany silikagel, ktery
neobsahuje Zadné dalsi pfimési. Diky tomu je SF vysoce polarni a vhodna pro separaci
lipidovych tfid na zakladé jejich polarity. Jako mobilni faze byly zvoleny smési MF (A)
(ACN:H20 s 10mM pufrem mravenc¢anu amonného 96:4; v/v) a MF (B) (ACN:H20 s 10mM
pufrem mravencanu amonného 50:50; v/v), protoZze tyto systémy odpovidaji pozadavkum
HILIC separace. Acetonitril jako organické rozpoustédlo tvofi dominantni ¢ast mobilni faze
a podporuje retenéni mechanismus zaloZzeny na interakci polarnich analyti s povrchem
stacionarni faze. Voda je nezbytnou slozkou pro vytvoreni vodniho hydrata¢niho filmu, ktery
umoznuje vznik potfebnych interakci. Pfidavek pufru mraven¢anu amonného stabilizuje pH
systému, zlepsuje iontovou silu prostiedi a je vhodny pro detekci pomoci hmotnostni
spektrometrie.

Pti hledani vhodnych podminek pro separaci lipidickych tfid byl pouzit vzorek, ktery
obsahoval smés standardu s jednotlivymi zastupci lipidickych tid. Pro standardy bylo zvoleno
davkovani 1 pl. V pribéhu optimalizace byly vyzkouSeny riizné varianty gradientli mobilnich
fazi, a nakonec byl vybran gradient s programem 0. — 12. min 100 % MF (A), 12. — 25. min
90 % MF (A), 25. — 26. min 50 % MF (A) a 26. — 40. min 100 % MF (A). Dale byl upravovan
| prutok v gradientu: 0. —25,9. min 0,5 ml/min, 26. —39,9. min 0,8 ml/min a 40. min 0,5 ml/min.
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Uprava pritoku v ¢asovém rozmezi 26 — 39,9 min byla provedena z diivodu usetieni &asu
celkové analyzy. Pii piredchozich gradientech bylo vzdy nutné nechat po 30minutové analyze
dalSich 30 minut pro ustaleni kolony. Chromatogram se zaznamem standardi je mozné vidét
na Obrazku 25. Optimalizované podminky pro HILIC separaci byly nasledné aplikovany i na
analyzu extrahovaného vzorku z lidské plazmy. Pro identifikaci lipidovych tfid jak ze smési
standardu, tak z extraktu vzorku lidské plazmy, byl pouzit hmotnostni spektrometr (Xevo
QTOF).

Nepolarni lipidy PE, PI PC SM LPC
100, 128
2.66{5 o9
o
1.58
| 6.59
] 8.33 1153 4. 0512 |15.45 1012 | 22.482318
| T e
., W _
777 71— [ime
5.00 10.00 15.00 20.00

Obrazek 25 - Chromatogram standardu zastupcu lipidickych trid; Trida nepoldrnich lipidii obsahuje tracylglyceroly,
diacylglyceroly a monoacylglyceroly, tfida PE (Fosfatidylethanolaminy) a Pl (Fosfatidylinositoly), #ida PC
(Fosfatidylcholiny), tiida SM (Sfingomyeliny), trida LPC (Lysofosfatidylcholiny)
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3.2 Sbér frakci po HILIC separaci

Pro odbér jednotlivych frakei lipidovych tfid bylo nejprve zvoleno davkovani 4 pl vzorku
lidské plazmy z diivodu vyssi koncentrace lipidickych tiid ve vzorku a tim padem i jejich lepsi
detekci. Nicméné se vyskytl problém s ucpanim tzv. sedla davkovaci jehly u UHPLC a bylo
nutné zmeénit mnozstvi davkovaného vzorku na 2 pl na jednu analyzu. Celkem vzniklo 5 druhti
odebranych lipidovych frakci, které obsahovaly sbéry z jedné analyzy. Na Obrazku 26 je mozné

vidét chromatogram vzorku plazmy, kde jsou zndzornény Casové useky jednotlivych sbért.

100+ 1.14
1 3 4. 5
> » | > | —
1567
R 128 15134
‘6\_\__
15.11
- M 6.05 he 20.67 “
== ST RN | S __ Cas
' s00 1000 1500 2000 (min)

Obrdzek 26 - Chromatogram extraktu lidské plazmy, zndzornéni jednotlivych frakci; Frakee nepolarnich lipidii (1.), frakce PE
a Pl (2.), frakce PC (3.), frakce SM (4.) a frakce LPC (5.)

Prvni frakce obsahovala nepolarni lipidy, které tvotily zejména triacylglyceroly (TAG), diacyl-
glyceroly (DAG) a monoacylglyceroly (MAG). Druha frakce obsahovala fosfatidylinositoly
(PI) a fosfatidyethanolaminy (PE). Tteti sbér obsahoval fosfocholiny (PC), ¢tvrty sbér obsaho-
val sfingomyeliny (SM) a paty sbér lysofosfatidylcholiny (LPC). Celkovy souhrn je mozné
vidét v Tabulce 8. Elu¢ni potadi jednotlivych lipidickych tfid jak u standardi, tak

u extrahovaného vzorku lidské plazmy, je stejné jako V literatute. [45; 62; 63]

Tabulka 8 — Lipidické tridy v jednotlivych frakcich

Frakce Lipidické tiidy Cas sbéru (min)
1. TAG, DAG, MAG 0,0-3,0
2. PE, PI 10,0-14,7
3. PC 15,0-16,4
4. SM 17,0-19,5
5. LPC 19,7-21,5
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V prvnim sbéru byly davkovany 4 ul vzorku a u dalsich dvou sbért byly davkovany 2 ul vzorku
na jednu analyzu. Poté byla provedena analyza slepého pokusu, kterou je mozné vidét
v Ptiloze 2. Analyza slepého pokusu byla provedena z divodu ovéteni, ze nedochazelo
k pfenosu jednotlivych lipidickych tfid mezi nasbiranymi frakcemi neboli tzv. ,,carry over®.
Odebrané sbéry byly analyzovany za stejnych podminek a nebyla zjisténa kontaminace
u zadného z péti sbéru lipidickych tfi. Ovéfovaci chromatogram frakce ¢.4 (SM) je vidét na

Obrazku 27.
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. 4

%

18.94

18.18
22.34

L L L L S B S Cas
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, B (min)
Obrazek 27 - Ovérovani frakce SM (4.)

3.3 Analyza mastnych kyselin z frakei

Metoda esterifikace lipidovych frakci a nasledna analyza na GC/MS byla pievzata
z diplomové prace Ing. Michaely Merclové. [64] Principem bylo pievedeni frakei s lipidickymi
tiidami na methylestery mastnych kyselin pomoci methanolatu sodného a methanolu. Nasledné
byl vznikly roztok zahtivan pii 60 °C 20 minut a kazdych 5 minut byl protiepan. Po uplynuti
doby a vychladnuti smési byl pfidan roztok NaCl a byla provedena extrakce hexanem. Po
protiepani byla odebrana vrchni organickd faze, ktera byla odpafena na dusiku a znovu
rozpusténa v malém mnozstvi hexanu (viz kapitola 2.6). Pro analyzu na GC/MS byla vybrana
kolona TR FAME (60 m x 0,25 mm x 0,25 pum). Tato kolona byla zvolena z toho divodu,
protoze obsahuje SF na bazi kyanosilylovanych polysiloxanti a je tak vhodna nejen pro
samotnou separaci methylesterit MK, ale i pro rozliseni jejich geometrickych izomeru cis/trans
(Z/E) a polohovych izomert dvojnych vazeb. Podminky pro analyzu na GC/MS, které byly
zvoleny, jsou popsany vyse V Kapitole 2.7. Na Obrazku 28 je chromatogram smeési standardi
methylesterti mastnych kyselin 37 Component FAME Mix, ktery byl zméfen za vySe popsanych

podminek. Smés obsahovala methylestery mastnych kyselin S riznou délkou fetézce
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i s rozdilnym poctem dvojnych vazeb. Methylestery s krat§imi fetézci mély nizsi bod varu,
a proto eluovaly diive nez FAME s del$imi fetézci nebo s dvojnymi vazbami. U nenasycenych
FAME hrala roli nejen délka jejich fetézce ale i umisténi a pocdet dvojnych vazeb. Cim
vzdalen¢jsi byla dvojna vazba od uhliku karboxylové skupiny, tim pozdé&ji ester MK eluoval.
Také bylo ovéteno, ze se zvySujicim poctem dvojnych vazeb se linearné prodluzoval elu¢ni ¢as
danych FAME. Pokud se ve smési vyskytovaly cis i trans izomery jedné latky, tak nejprve

eluoval trans izomer, a pak nasledné cis izomer.
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Obrdazek 28 - Chromatogram smési standardu methylesterit MK

3.3.1 Mastné kyseliny v lipidickych frakcich

Mastné kyseliny byly analyzovany v 5 frakcich, které obsahovaly odliSnou lipidickou
ttidu. Jednotlivé methylestery byly identifikovany porovnavanim s reten¢nich ¢asti se standardy
a také porovnavanim pomoci knihovny hmotnostnich spekter NIST. Procentuélni zastoupeni
jednotlivych methylesterti mastnych kyselin ve frakcich bylo vypocteno ze sumy ploch pika
MK. Cilem bylo zjistit zastoupeni MK v jednotlivych frakcich a zjistit, v ¢em se jednotlivé
frakce od sebe 1i8i nebo co maji spole€ného. Seznam vSech mastnych kyselin, které se
vyskytovaly a jejich procentualni zastoupeni, jsou uvedeny v Tabulce 9 a jejich retencni Casy

jsou uvedeny v Ptiloze 3.
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Tabulka 9 - Zastoupeni MK (%) v jednotlivych frakcich; (-) znamend nedetekovino

Nazev Frakce 1. Frakce 2. Frakce 3. Frakce 4. Frakce 5.
C12:.0 0,05 - - - -
C 14.0 0,24 0,75 0,81 0,13 0,69
C 14:1% - 0,09 0,06 0,02 0,11
C 14:12112 0,04 - - - -
C 14:0 (12-methyl) 0,03 0,08 0,08 - 0,11
C 14:0 (13-methyl) - 0,05 0,03 - 0,04
C 15.0 0,09 0,26 0,40 0,07 0,29
C 15:141 - - 0,15 - -
C 14:1%° (14-methyl) - - 0,04 - -
C 16:0 10,95 34,13 32,51 8,23 33,19
C 16:1% - 0,62 - 0,23 0,89
C 16:1%97 0,29 0,08 0,71 0,20 -
C 9:0 (dikarboxylova) 0,02 0,03 0,02 0,01 -
C 9:0 (9-0x0) 0,08 0,09 0,04 0,08 -
C 16:227:10 0,04 - - 0,03 -
C17:0 0,15 0,27 0,23 0,12 0,18
C 17:1210 - - - - 0,09
C 17:14102 0,13 - - 0,08 -
C 16:327:10.13 0,06 - - 0,08 -
C 18:0 9,60 31,24 26,13 6,78 30,49
C 18:1%6 - 0,07 0,20 - -
C 18:1492 43,28 18,10 24,00 48,31 19,09
C 18:14!" - 1,18 1,63 0,03 -
C 18:1213F - - - - 1,20
C 18:22%12 14,33 - 8,00 14,94 5,58
C 18:24%122 - 5,44 - - -
C 19:1210 0,04 - - - -
C 18:3%%12.15 - - 2,24 5,87 1,85
C 18:3%%:12152 5,83 1,82 - - -
C 20:0 0,63 0,43 0,40 0,42 0,43
C 20:12!" - 0,35 0,45 1,32 0,37
C 20:12117 1,35 - - - -
C 20:1% - - - 0,04 -
C21:.0 0,01 - - - -
C 20:2211.14 - - 0,08 0,05 -
C 20:2211142 0,05 - - - -
C 20:4858.11.14 - 0,04 0,57 - -
C 20:4A5,8,11,14Z 0,06 _ _ _ _
C 22:0 0,37 0,17 0,18 0,31 0,16
C22:121 - - - - 0,37
C22:141 - - 0,06 0,22 -
C22:12132 0,23 0,05 - - -
Skvalan 0,11 0,30 0,38 0,50 0,61
C 22:0 (21-methyl) 0,02 - - - -
C 23:1222 0,01 - - - -
C 24:.0 0,07 0,11 0,12 - 0,09
16-B-monoglycerid 0,02 0,10 0,18 0,05 0,08
1,2-dipalmitinglycerol 0,01 - - - 0,11
Epoxystearat 11,81 4,16 5,03 11,86 4,16
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Nejvyznamnéj$i  zastoupeni v jednotlivych frakcich mély olejova kyselina
(C 18:1A%; 18,10-48,31 %), kyselina stearova (C 18:0; 6,78-31,24 %) a kyselina palmitova
(C 16:0; 8,23-34,13 %). Kyselina palmitova byla detekovana ve vSech frakcich, nejvice byla
zastoupena ve Frakci 2, Frakci 3 a ve Frakci 5. Vysoka koncentrace kyseliny stearové byla
zaznamenana ve Frakci 2, 3 a 5. Vysoky podil kyseliny olejové byl zjistén ve Frakci 1 a ve
Frakci 4. Ve srovnani s ostatnimi frakcemi je patrné, Ze pravé podil kyseliny olejové a kyseliny
palmitové rozdéluje frakce na dvé skupiny. Na skupinu frakeci obsahujici kyselinu olejovou
a na skupinu neobsahujici kyselinu olejovou. Ve vsech frakcich byl detekovan také
epoxystearat, coz nemusi byt neobvyklé. Epoxidy mohou vznikat vlivem zluknuti mastnych
kyselin. Ve frakcich se epoxidy vyskytovaly ve vy$si koncentraci (4—12 %).

Ve Frakci 1 (nepolarni lipidy) se nejvice vyskytovala olejova kyselina (C 18:1A%), jejiz
obsah byl 43,27 %. Druhou nejvice zastoupenou MK byla kyselina linolova (C 18:24%12)
s obsahem 14,32 %. Dale nasledovala kyselina palmitova (C 16:0) s obsahem 10,95 %
a kyselina stearova (C 18:0) s obsahem 9,60 %. Obsah dalSich mastnych kyselin se pohyboval
v rozsahu jednotek az setin procenta. V této jediné frakci se vyskytovaly ve vét§im poctu MK
s lichym poétem uhlik(i. Konkrétng C 23:14%2, C 21:0, C 19:121°, C 17:141°2, C 17:0 a C 15:0.
Dale se tato frakce odliSovala od ostatnich frakci vyskytem rozvétvenych MK
C 22:0 (21-methyl). Césti chromatogramti s popsanymi piky Frakce 1 jsou uvedené na

Obrazku 29 a 30. Z divodu lepsi Citelnosti jsou chromatogramy rozdéleny na dve ¢asti.
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Obrazek 29 - Prvni cast popsaného chromatogramu Frakce 1
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Obrazek 30 - Druha cast popsaného chromatogramu Frakce 1

Nejvice zastoupenou MK ve Frakci 2 (fosfatidylethanolaminy, fosfatidylinositoly) byla
kyselina palmitova (C 16:0) s obsahem 34,13 %. Potom nasledovala kyselina stearova (C 18:0)
s obsahem 31,24 %. Tieti nejvice zastoupenou MK byla olejova kyselina (C 18:1A%)
s obsahem 18,10 %. Tato frakce se odliSovala od ostatnich vyskytem Kkyseliny cis-linolové
(C 18:22%127) ktera byla zastoupena 5,44 %. Césti chromatogrami s popsanymi piky Frakce 2
1ze nalézt v Ptilohach (Ptiloha 4).

Frakce 3 (fosfatidylcholiny) obsahovala 32,51 % kyseliny palmitové, 26,13 % kyseliny
stearové, 24,00 % kyseliny olejové a 8,00 % kyseliny linolové. Tato frakce se odliSuje od
ostatnich vyskytem rozvétvené MK 14-methyltetradek-9-enové kyseliny (C 14:1%° (14-
methyl)). Casti chromatogramti s popsanymi piky Frakce 3 Ize nalézt v Piilohach (Piiloha 5).

Ve Frakci 4 (sfingomyeliny) byla nejzastoupenéjsi MK kyselina olejova (C 18:14%%)
S procentudlni zastoupenim 48,31 %. Touto MK se také tato frakce vyrazné liSila od ostatnich
frakci. Casti chromatogramii s popsanymi piky Frakce 4 lze nalézt v Piilohach (P¥iloha 6).

Posledni Frakce 5 (lysofosfatidylcholiny) obsahovala nejvice kyselinu palmitovou
(C 16:0) s obsahem 33,19 %, kyselinu stearovou (C 18:0) s obsahem 30,49 % a kyselinu
olejovou (C 18:1%%%) s obsahem 19,09 %. Tato frakce se odlisovala od ostatnich vyskytem MK
C 22:121"a C 17:12'°. Casti chromatogramil s popsanymi piky Frakce 5 lze nalézt v Piilohéch
(Ptiloha 7).

Byl pfipraven slepy vzorek, ktery namisto vzorku lipidické frakce obsahoval smés
chloroformu a MeOH 1:1 (v/v). Tato smés byla podrobena identickému postupu esterifikace

51



jako byl proveden u vzorka frakci lipidickych tfid. Ke smési byl pfidan methanolicky roztok
methanolatu sodného a vznikla smés byla zahtivana 20 minut pii 60 °C a kazdych 5 minut byla
protiepana. Po vychladnuti byl ke smési piidan nasyceny roztok NaCl a byla provedena
extrakce hexanem. Po oddéleni byla odebrana vrchni organicka faze, ktera byla poté odpatena
na proudu dusiku a znovu rozpusténa v hexanu (viz kapitola 2.6). Tento slepy vzorek byl
analyzovan na GC/MS za stejnych podminek jako vzorek frakce lipidické tfidy (viz
kapitola 2.7). Bylo zjisténo, ze tento slepy vzorek obsahoval kromé epoxidu i nékteré estery
mastnych kyselin. Jednalo se zejména 0 estery kyseliny palmitové, stearové a olejové. Tyto
latky by se ve slepém vzorku nemély vyskytovat, coz naznacuje moznou kontaminaci, kvuli
které¢ mohlo dojit ke zkresleni vysledkl analyzy. Vyskyt jednotlivych mastnych kyselin nebyl
ovlivnén kontaminaci, ale mohlo dojit ke zkresleni jejich kvantitativniho stanoveni.
Postupnymi analyzami a vylu€ovaci metodou bylo zjisténo, Ze zdrojem kontaminace byl
zasobni roztok methanolu. Tento roztok byl pouzivan na pfipravu methanolického roztoku
methanolatu sodného. Z diivodu €asové ndro€nosti a omezen¢ho mnozstvi vzorku plazmy
nebylo jiz mozné znovu nasbirat jednotlivé frakce lipidickych tfid, nasledné provést esterifikaci

a opétovné je analyzovat. Pfesny okamzik kontaminace methanolu nebylo tedy mozné ur¢it.

3.3.2 Nasycené a nenasycené mastné kyseliny ve frakcich
Jednotlivé frakce 1ze porovnat podle poméru zastoupeni nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin (viz Obrazek 31).
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Obrazek 31 - Graf zastoupeni nasycenych a nenasycenych MK ve frakcich

Z obrazku lze vy¢ist, ze pouze Frakce 1 a Frakce 4 obsahovaly vétsi mnozstvi nasycenych MK
nez nenasycenych MK. Ostatni frakce obsahovaly naopak vysoké procento nenasycenych

mastnych kyselin. Nejvétsi zastoupeni nenasycenych MK obsahovala Frakce 2 a to konkrétné

67,44 %.
52



ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo ovétit moznost vyuziti kombinaci technik kapalinové
chromatografie a plynové chromatografie na analyzu mastnych kyselin ve tfidach lipida.
Kapalinovéa chromatografie v HILIC modu rozseparovala lipidicky extrakt lidské plasmy dle
polarity do tfid, poté byly lipidy v nasbiranych frakcich pfevedeny na methylestery a nasledné
byla plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem pouzita na identifikaci a zjisténi
zastoupeni mastnych kyselin.

V prvni fazi byly optimalizovany podminky pro HILIC separaci. Nasbirano bylo 5 frakci,
pficemz Frakce 1 obsahovala nepolarni lipidy (TAG, DAG, MAG), Frakce 2 obsahovala
lipidické tridy fosfatidylethanolaminy a fosfatidylinositoly, Frakce 3 obsahovala pouze
lipidickou tfidu fosfatidylcholini, Frakce 4 obsahovala lipidickou tfidu sfingomyelind
a Frakce 5 obsahovala lipidickou tiidu lysofosfatidylcholind.

Ziskané frakce byly esterifikovany pomoci mehtanolatu sodného a methanolu a vzniklé
estery mastnych kyselin byly analyzovany pomoci plynové chromatografie spojenou
s hmotnostni spektrometrii. Diky analyze bylo zjiSténo rozdilné sloZeni mastnych kyselin mezi
jednotlivymi frakcemi. Byly identifikovany nasycené, nenasycené i1 rozvétvené mastné
kyseliny. Kazda frakce se vyznacovala obsahem urcitych mastnych kyselin. Napfiklad Frakce 1
se mimo jin¢ vyznacovala vys$im obsahem mastnych kyselin s lichym poctem uhlikd. Kromé
zadanych ukolil bylo nutné vyftesit problém s vysokymi koncentracemi epoxidii ve vzorcich.
Byla zjisténa kontaminace zasobniho roztoku methanolu nejen epoxidy, ale i dalsimi estery
mastnych kyselin.

Ziskané vysledky ukazuji detailni profil mastnych kyselin, ktery by mohl pomoci
v rozliSovani mezi zdravymi pacienty a pacienty trpici onemocnénim, jako je napiiklad
rakovina, plicni fibroza, Alzheimerova choroba aj, které se mohou vyznafovat zménami
vV metabolismu lipidi. Ovéfeni této teorie by vyzadovalo vétsi mnozstvi vzorkli nez jeden a bylo
by nutné tuto metodu validovat.

Tato prace potvrzuje, Ze toto spojeni technik HILIC a GC/MS s timto konkrétnim
gradientem a nastiikem je vhodné pro detailni analyzu mastnych kyselin jednotlivych

lipidickych tfid ze vzorku lidské plazmy a mé potencial k vyuziti v oblasti klinické diagnostiky.
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Priloha 1 - Seznam standardit MK a jejich koncentrace ve smési

Nazev methylesteru MK \Vzorec Koncentrace (ng/ml)
Maselna C4:.0 400
Kapronova C6:0 400
Kaprylova C8:0 400
Kaprinova C 10:0 400
Undekanova C11:.0 200
Laurova C12.0 400
Tridecylova C13:.0 200
Myristova C 14:0 400
Mpyristoolejova Cl14:1 200
Pentadecylova C15:.0 200
Cis-10 pentadecylova C 15:14102 200
Palmitova C 16:0 600
Palmitoolejova C 16:14% 200
Heptadecylova C17.0 200
Cis-10 heptadecylova C 17:1412 200
Stearova C 18:0 400
Elaidova C 18:1% 200
Olejova C 18:14% 400
Linoelaidova C 18:22912F 200
Linolova C 18:249122 200
y-Linolenova C 18:346912Z 200
a-Linolenova C 18:34912.152 200
Arachidonova C 20:0 400
Cis-11-Tkosanova C 20:121%2 200
Heneikosanova Cc?21.0 200
Cis-11,14-Ikosadienova C 20:2A11.142 200
Cis-8,11,14-Tkosatrienova C 20:32811.142 200
Cis-5,8,11,14-Tkosatetraenova C 20:445811.14Z 200
Cis-11,14,17-Ikosatrienové C 20:3A1114172 200
Behenova C 220 400
Erukova C 22:121%2 200
Cis-5,8,11,14,17- Eikosapentaenova C 20:52581114.17Z 200
Trikosanova C 23.0 400
Cis-13,16-dokosadienova C 22:2A13162 400
Lignocerova C24:.0 400
Nervonova C 24:129¢ 400
Cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova C 22:624710.13.16.192 400
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Priloha 2 - Slepy pokus (MS Xevo)
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Priloha 3 - Tabulka s retencnimi ¢asy (min) jednotlivych methylesteri MK v jednotlivych frakcich

Nazev Frakce 1 | Frakce 2 | Frakce 3 | Frakce 4 | Frakce 5| Priamérny ¢as (min)
C12:.0 12,46 - - - - 12,46
C14:.0 15,45 15,44 15,44 15,45 15,44 15,45
C 14:1% - 16,12 16,11 16,11 16,10 16,11
C 14:18112 16,12 - - - - 16,12
C 14:0 (12-methyl) 16,68 16,66 16,66 - 16,66 16,67
C 14:0 (13-methyl) - 16,34 16,33 - 16,33 16,33
C15:0 17,19 17,17 17,17 17,18 17,16 17,17
C 15:1214 - - 17,83 - - 17,83
C 14:1%° (14-methyl) - - 18,71 - - 18,71
C 16:0 19,02 19,01 18,98 18,97 18,99 18,99
C 16:1% - 19,62 - 19,62 19,61 19,62
C 16:1%°7 19,79 19,81 19,62 19,79 - 19,75
C 9:0 (dikarboxylova) 20,33 20,32 20,33 20,32 - 20,33
C 9:0 (9-ox0) 20,50 20,52 20,53 20,50 - 20,51
C 16:24710 20,82 - - - - 20,82
C17:.0 20,90 20,89 20,88 20,89 20,88 20,89
C 17:1210 - - - - 21,53 21,53
C 17:12102 21,66 - - 21,66 - 21,66
C 16:34710.13 22,31 - - 22,31 - 22,31
C18:0 22,96 22,86 22,82 22,86 22,84 22,87
C 18:14¢ - 23,27 23,37 - - 23,32
C 18:1% - - 23,54 - - 23,54
C 18:1492 23,82 23,55 - 24,18 23,55 23,77
C 18:141 - 23,71 23,70 24,01 - 23,81
C 18:1A13E - - - - 23,70 23,70
C 18:24%12 24,93 - 24,77 24,85 24,78 24,83
C 18:24%122 - 24,78 - - - 24,78
C 19:1A10 25,50 - - - - 25,50
C 18:3%%12.15 - - 26,31 26,33 26,31 26,31
C 18:3%%12152 26,37 26,31 - - - 26,34
C 20:0 26,72 26,69 26,70 26,70 26,69 26,70
C 20:121 - 27,45 27,44 27,45 27,44 27,44
C 20:12112 27,47 - - - - 27,47
C 20:1%° - - - 27,65 - 27,65
C21.0 28,66 - - - - 28,66
C 20:281114 - - 28,76 28,75 - 28,75
C 20:2811.142 28,77 - - - - 28,77
C 20:425811,14 - 30,12 30,10 - - 30,11
C 20:425811,142 30,14 - - - - 30,14
C22:.0 30,51 30,49 30,49 30,49 30,48 30,49
C 22:141 - - - - 31,25 31,25
C22:148 - - 31,26 31,26 - 31,26
C22:14182 31,28 31,26 - - - 31,27
Skvalan 32,08 32,03 32,03 32,06 32,03 32,04
C 22:0 (21-methyl) 32,38 - - - - 32,38
C 23:1422 33,14 - - - - 33,14
C24:0 34,14 34,11 34,09 - 34,10 34,11
16-B-monoglycerid 34,32 31,73 31,73 31,73 34,33 32,77
1,2-dipalmitinglycerol 34,53 - - - 31,73 33,13
Epoxystearat 34,91 34,81 34,81 34,86 34,81 34,84
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Priloha 4 - Popsany chromatogram Frakce 2
Frakce_2_PI_PE
2,50E+06 -
c16:0 c18:0 u15:1 A9E
) C1812 49,1272
2,00E+06 - -
(118:1 411

5 L5OE+06 -
o
%
s c18:1 A6
h-l
1.3
H Nonandikarboxylo
°
3 va kyselina

1,00E+06 - €14:0 (12-methyl)

C16:149
€14:0 (13-methyl) z
5,008405 7 C14:189 [ (150 €9 (9-0x0)
0,00€+00
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25
as (min)
Frakce_2_PI_PE
2,50E406 -
C18:349,12,15722 epoxystearat

2,00E406 -
5 1,50E406 -
o
£
E
o
h-l
1.3
_E C16 B monoglycerid
© 1,00£+06 -

€22:14132
c20:1411
€20:505,8,11,14 Skvalan
5,00E405 - c2a:0
N\J\—J
0,00€+00
255 26,5 275 285 295 30,5 31,5 32,5 335 345
Cas (min)
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Priloha 5 - Popsany chromatogram Frakce 3

Frakce_3_PC
2,50E406 -
’ . C18:0
c16:0 \ €18:149
\I |
2,00€406 -
C14:1A9 14-methyl
WZIS:Z 49,1
Hl 1,50E+06
o
£
2 18
B £18:1A11
2 C15:1A04
- C16:1497
1,00E+06 -
6
C14:0 13-methyl
C14:149
5, 00E405 - 4:0 12-mgthyl
c1g:0
0,00E400 . r r r . . . r . : ; > : ; . - .
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25
Cas (min)
Frakce_3_PC
2,50€406 -
epoxystearat
2,00€+06 1 C18:309,12,15
El 1,50E+06 -
o
£
[
$
g €20:445,8,11,14
£
© 1,00E+06 | €20:3A8,11,14
€20:2A11,14
C€20:1A11 C16 B monoglyderid
5,00£405 - €22:1A13
—————
0,006+00 . . : . . . . . .
255 26,5 275 285 295 305 31,5 325 335 34,5
€as (min)
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Priloha 6 - Popsany chromatogram Frakce 4

2,50E+06

Frakce_4_SM

€16:0 c18:0 cth1 noe
\ )
2,00E406 -
d18:2 A9,12
C16:2 47,10
5 1,50F+06 - N
g C16:347,10,13
£ cis:1a11
@ Nonandikarbgxylo
h-l
ﬁ ' va kyselina
£
© 1,006+06 -| m%:l A9 9 (9-0x0)
C16:1A9
C14:0
11492
5,00E+05 - c14:1a9 €150
0,00E400
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
&as (min)
Frakce_4_SM
2,50E+06 -
C18:349,12,15 .
g €20:1A11 epoxystearat
4 \
=}
2,00E+06 -
E 1,50E+06 | €20:0 €16 B monoglycerid
® C20:109
- c22:1013 Skvalan
H
8 1,00E+06 -
C20:2A11,14
5,00E+05 -
0,00E+00 ' 1 T ' 1 : T : '
253 263 273 283 293 303 313 323 333 343
Cas (min)
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Priloha T - Popsany chromatogram Frakce 5

Frakce_5_LPC
2,50E+06 4
C16:0 c18:0 C18:1A9E
2,00E+06 4 F
18:2 19,12
g e 18:1 A13E
%
E ' C16:1A9
2
5 C14:0 (13-methyl)
[
£ c14:0
© 1,00E+06 - €14:0 (12-methyl)
C16:1 A9 (14-methyl)
5,00E+05
0,00E+00
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
&as (min)
Frakce_5_LPC
2,50E+06 -
t
C18:3A9,12,15 epoxysteara
2,00E+06 -
= 1,50E+06 -
£
]
+
g C16 B monoglycerid
i
- 1,00E+06 - 1,2-dipalmitinglycerol
€20:1411
221411 Skvalan
5,00E+05 -
0,00E+00 T T T T T T T T
253 263 27,3 283 293 30,3 31,3 32,3 333 34,3
&as (min)
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