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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva problematikou stanoveni plazmatickych lipidi pomoci
tenkovrstvé chromatografie. V teoretické ¢asti jsou zminény vlastnosti lipidd, jejich déleni
dojednotlivych skupin, rozd€leni mastnych kyselin a lipidovy metabolismus. Nakonec jsou zde
rozebirany chromatografické metody pro stanoveni plazmatickych lipidi. Experimentalni ¢ast
obsahuje pouzité pracovni postupy pro piipravu internich standardi vyuzivanych pro validaci
metody tenkovrstvé chromatografie. Dale jsou v praci rozebirany vysledky kalibraci pouzitych

internich standarda.

KLICOVA SLOVA

lipidy, mastné kyseliny, interni standard, tenkovrstva chromatografie, plynova

chromatografie, validace

TITLE

Validation Of Plasmatic Lipid Separation By Thin Layer Chromatography

ANNOTATION

The diploma thesis deals with the determination of plasma lipids by thin layer
chromatography. The theoretical part mentions the properties of lipids, their division into
individual groups, the division of fatty acids and lipid metabolism. Finally, chromatographic
methods for the determination of plasma lipids are discussed here. The experimental part
contains the working procedures used for the preparation of internal standards used for the
validation of the thin layer chromatography method. Futhermore, the results of calibrations of

the used internal standards are discussed in the work.

KEYWORDS

lipids, fatty acids, internal standards, thin layer chromatography, gas chromatography,
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AA arachidonova kyselina (z angl. arachidonic acid)

ALA a-linolenova kyselina (z angl. a -linolenoic acid)

apo apoprotein

ATP adenosintrifosfat (z angl. adenosine triphosphate)

CoA koenzym A

CPT karnitin-palmitoyl transferaza (z angl. carnitine palmitoyl transferase)
CcVv varia¢ni koeficient (z angl. coefficient of variation)

DAD detektor diodového pole (z angl. diode array detector)

DAG diacylglyceroly

DHA dokosahexaenova kyselina (z angl. docosahexaenoic acid)

ECD detektor elektronového zachytu (z angl. electron capture detector)
ECH ester cholesterolu

EPA eikosapentaenova kyselina (z angl. eicosapentaenoic acid)

FAD flavinadenindinukleotid

FAME methyl-ester mastné kyseliny (z angl. fatty acid methyl ester)

FAS syntdza mastnych kyselin (z angl. fatty acid synthase)

FID plamenové-ioniza¢ni detektor (z angl. flame ionization detector)

GC plynova chromatografie (z angl. gas chromatography)

GLC plynova rozdélovaci chromatografie (z angl. gas-liquid chromatography)
GMS glycerolmonostearat (z angl. glycerol monostearate)

GSC plynova adsorp¢ni chromatografie (z angl. gas-solid chromatography)

GSL glykosfingolipidy (z angl. glycosphingolipids)



HDL

HILIC

HPLC

HPTLC

HSL
IDL

ICHS

LA
LC
LCAT
LDL
LLC
Lp (@)
LPA
LSC
MAG
MK
MS
MUFA
NAD

NADPH

lipoproteiny o vysoké hustoté (z angl. high density lipoproteins)

hydrofilni interakéni chromatografie (z angl. hydrophilic interaction
liquid. chromatography)

vysokoucinna kapalinova chromatografic (z angl. high-performance liquid
chromatography)

vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (z angl. high-performance thin-layer

chromatography)

hormon-senzitivni lipaza

lipoproteiny o sttedni hustoté (z angl. intermediate density lipoproteins)
ischemicka choroba srde¢ni

interni (vnitini) standard (z angl. internal standard)

linolova kyselina (z angl. linoleic acid)

kapalinova chromatografie (z angl. liquid chromatography)
lecitin-cholesterolacyltransferaza (z angl. lecithin cholesterol acyltransferase)
lipoproteiny o nizké hustoté (z angl. low density lipoproteins)

kapalinova rozdé€lovaci chromatografie (z angl. liquid-liquid chromatography)
lipoprotein (a)

lysofosfatidova kyselina (z angl. lysophosphatidic acid)

kapalinova adsorpéni chromatografie (z angl. liquid-solid chromatography)
monoacylglyceroly

mastné kyseliny

hmotnostni spektrometr (z angl. mass spectrometry)

mononenasycené mastné kyseliny (z angl. monounsaturated fatty acid)
nikotinamidadenindinukleotid

nikotinamidadenindinukleotid fosfat (redukovana forma)



PA

PL

PLOT

PTV

PUFA

RF

SCOT

SD

TAG

tBME

TLC

UPLC

UV/VIS

VLDL

VMK

WCOT

fosfatidova kyselina (z angl. phosphatidic acid)
fosfolipidy (z angl. phospholipids)

oteviené trubicové kolony stenkou vrstvickou porézniho materialu (z angl.

porous-layer open tubular columns)

programovatelny teplotni vaporizér (z angl. programmable temperature

vaporizer)
polynenasycené mastné kyseliny (z angl. polyunsaturated fatty acid)
reten¢ni faktor

oteviené kapilarni kolony s vrstvou nosiCe se zakotvenou kapalinou (z angl.

support-coated open tubular columns)

smérodatné odchylka (z angl. standard deviation)
triacylglyceroly, triglyceridy

terc-butylmethylether

tenkovrstva chromatografie (z angl. thin-layer chromatography)

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. ultra performance liquid

chromatography)

ultrafialové/viditelné zareni

lipoproteiny o velmi nizké hustoté (z angl. very-low density lipoproteins)
volné mastné kyseliny

kapilarni kolona s kapalnou stacionarni fazi tvorici tenky film (z angl. wall-

coated open tubular columns)



UVOD

Studium moderni chemie lipid zacalo v 17. a 18. stoleti. V' roce 1665 Robert Boyleov,
anglo-irsky filozof a chemik, poprvé popsal mléény vzhled krve u zvitat po jidle. Teprve v roce
1774 pan Henson urcil, ze tento mlécny vzhled obsahuje tuk. Mezitim ve Francii v roce 1769
Poulletiere de la Salle obohatil lipidovou chemii o izolaci pevné tukové latky (cholesterolu)
ze 7luCovych kamenu. Nejrozsahleji ji vSak studoval v 19. stoleti (1786-1889) chemik Michel
Eugene Chevreul. Chevreul se vyucil chemikem pro textilni barviva, ale proslavil se svym
vyzkumem v procesu zmydelnéni. Vynalezl moderni vyrobu mydla, identifikoval nékolik
mastnych kyselin (MK) a navrhl v roce 1816 nazev ,,cholesterin® pro tvrdou bilou tukovou
latku, kterou nalezl ve ZluCovych kamenech. Tento nazev vznikl spojenim feckého slova
,,chole”, které znamena zluc¢ a feckého slova ,,stereos™ jehoz vyznam je pevny. Salkowski v roce
1872 jako prvni vyvinul metodu pro identifikaci cholesterolu ve zlu¢ovych kamenech pomoci
kyseliny sirové, ktera zptisobi vznik charakteristického zabarveni. Az témét o 20 let pozdé&ji
doslo k Gpravam této metody. Lieberman v roce 1885 poprvé popsal extrakéni metody
vyuzivajici kyselinu sirovou a octovous chloroformem. Nésledoval ¢lanek vydany v roce 1890,
jehoz autor Burchard vyuzival Liebermannovu metodu ke kvantifikaci cholesterolu. Tento
postup je nyni znam jako Liebermannova-Burchardova reakce, ktera se dodnes pouziva.
(Mcnamara, 2006)

Za objevitele papirové chromatografie je povazovan Runghe, ktery separoval barviva
na filtracnim papife. Evoluce chromatografie zacala Tswettovymi experimenty k oddéleni
rostlinnych pigment. Pozdé&ji Ismailov a Shraiber pouzili ¢astice oxidu hlinitého
rozprostfeného na sklenéné desce misto toho, aby byly zabaleny do kolony. V 50. letech 20.
stoleti ziskala papirovd chromatografie Siroké uplatnéni zejména pii separaci vzorki
biologického pivodu. Tuto metodu publikoval Consden a kol., kteti k ni také vyvinuli teorii,
zavedli termin retenéni faktor (RF) a pouzili 2D separaci Sdvéma ruznymi vyvijejicimi
systémy. Papirova chromatografie méla Siroké uplatnéni v 60. letech 20. stoleti, ale nyni Si svijj

zasadni vyznam mezi vysoce vykonnymi separa¢nimi metodami udrZela pouze tenkovrstva

chromatografie (TLC). (Kalasz, 2020)
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1 TEORETICKA CAST
11 Lipidy

Lipidy jsou voln¢ definovany jako biologické latky, které¢ jsou hydrofobni povahy
a ve vetsin¢ pripadt rozpustné v organickych rozpoustédlech. (Fahy, 2005) Lipidy lze
klasifikovat na zéklad¢ jejich fyzikalnich vlastnosti, kdy se pii pokojové teploté d¢li na oleje
a tuky. Dale podle jejich polarity na neutralni a polarni lipidy. Neutralni lipidy jsou MK, steroly
a acylglyceroly. Do polarnich lipidt se zahrnuji fosfolipidy (PL) a glykolipidy. Nejcastéji se,
ale lipidy d¢li podle struktury na jednoduché a sloZzené. Prvni skupinou jsou jednoduché lipidy,
které jsou sloZzeny z MK a alkoholu a poskytuji maximalné¢ dva typy produktt hydrolyzy,
alkohol a kyselinu. Patii sem vosky, acylglyceroly a jejich estery. Druhou skupinou jsou slozené
lipidy, které poskytuji tii a vice produkti hydrolyzy a patfi sem napi. PL, glykolipidy
a sfingolipidy. (Day, 2016)

Lipidy jsou rozmanitou a vSude pfitomnou skupinou sloucenin, které maji kli€ové
biologické funkce. Mezi tyto funkce se tadi: zdroj energie, strukturni slozka bunécnych
membran, U€ast na signdlnich drahdch a dalsi. K popisu kompletniho lipidového profilu
Vv buiice, tkani nebo celého organismu se pouzivd slovo lipidom, ktery je podskupinou
metabolomu. Vé&da, ktera studuje lipidom se nazyva lipidomika a zabyva se bunéénou fyziologii
a patologii. (Fahy, 2011)

1.1.1 Mastné kyseliny

MK jsou uhlovodikové fetézce ruzné délky a stupné nenasycenosti s karboxylovou
skupinou na jednom konci a methylovou skupinou na druhém konci. Nejvice zastoupeny jsou
MK se sudym poctem uhlikl a pfimym fetézcem. Také existuji MK s lichym poctem uhliki,
rozvétvenym fetézcem nebo substituované MK. Uhlovodikovy fetézec mize byt dlouhy od 2
az do 30 uhlikt. Do délky 6 uhlikti se jedna o kratké fetézce. Stiedné dlouhy fetézec maji MK
$6-12 uhliky a dlouhy fetézec MK, které obsahuji vice jak 12 uhliki. MK mohou byt bud’
nasycené nebo nenasycené. Dalsi rozliSeni v jejich struktuie spo¢iva v umisténi dvojnych vazeb
a Z jejich cis- a trans- konformace. (Burdge, 2017)

Nasycené mastné kyseliny

Nasycené MK se nachazeji v rostlinnych i zivocisnych zdrojich. V Tabulce 1 jsou
uvedeny nejznaméjSi nasycené MK s typicky sudym poctem uhliki. MK s lichym poctem
uhliki se nachéazeji ve stopovém mnozstvi v zivo€iSnych a rostlinnych tucich, vice se vSak

vyskytuji v lipidech bakterii. (Kenar, 2017)
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Tabulka 1 Nasycené MK

vzorec trivialni nazev | Systematicky nazev
C4Hs0O2 maselna butanova
CsH1202 kapronova hexanova
CsH1602 kaprylova oktanova
C10H2002 kaprinova dekanova
C12H2402 laurova dodekanova
C14H2802 myristova tetradekanova
C16H3202 palmitova hexadekanova
C18H3602 stearova oktadekanova
C20H4002 arachova eikosanova
C22H4402 behenova dokosanova
C24H4802 lignocerova tetrakosanova

pievzato a upraveno z: Akinbule, 2014
Mononenasycené mastné kyseliny

Tabulka 2 Mononenasycené MK

vzorec izomer | trividlni nazev | systematicky nazev
C10H1802 cis kaprolejova dec-9-enova
C12H2202 cis laurolejova dodec-9-enova
C14H2602 cis myristolejova tetradec-9-enova
C16H3002 cis palmitolejova hexadec-9-enova
Ci18H3402 cis olejova oktadec-9-enova
C18H3402 trans elaidova oktadec-9-enova
C18H3402 trans vakcenova oktadec-11-enova
C20H3802 cis gadolejova eikos-9-enova
C22H4202 cis erukova dokos-13-enova
C22H4202 trans brassidova dokos-13-enova

pievzato a upraveno z: Akinbule, 2014
Mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) jsou chemicky klasifikovany jako MK
obsahujici jednu dvojnou vazbu a nékteré z nich jsou piiblizeny v Tabulce 2.V cis konfiguraci
jsou atomy vodiku na stejné strané jako dvojna vazba, zatim co v trans konfiguraci jsou atomy

vodiku a dvojna vazba na opacnych stranach. Cis izomery jsou prevladajici formou MUFA
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v potravinach. Nejbéznéjsi cis forma vyskytujici se v potravinach je kyselina olejova.
(Schwingshackl, 2012)
Polynenasycené mastné Kyseliny

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) jsou klasifikovany jako MK s dvéma a vice
dvojnymi vazbami v jejich patefi. Bylo zjisténo, Ze PUFA jsou nezbytné pro normalni vyvoj
a nejvyznamnéjsi funkce jsou ptipisovany PUFA, které jsou oznaCovany jako esencialni MK.
Esencialni MK nemohou byt v téle syntetizovany a musi byt tedy do téla dodavany potravou.
Podle chemické struktury je Ize dale délit do riznych skupin. Omega MK jsou klasifikovany
podle polohy prvni dvojné vazby, kdy je rozdil mezi nimi vyjadien po¢tem omega. Lze rozlisit
dvé hlavni skupiny omega-3 a omega-6. Ve skupiné omega-3 je prvni dvojnd vazba umisténa
na tfetim uhliku od methylového konce fetézce, proto nazev omega-3. V piipadé skupiny
omega-6 se prvni dvojna vazba nachéazi na Sestém uhliku od methylového konce fetézce, proto
nazev omega-6. (Sokota-Wysoczanska, 2018)

Primarni ptirozené PUFA jsou v cis-konfiguraci a obsahuji dvé az Sest dvojnych vazeb,
které jsou nekonjugované a vzijemné oddélené methylenovymi skupinami. U rostlin je pocet
dvojnych vazeb v MK jen malokdy vyssi nez tfi. Naopak u zivocichli a fas mlize byt pfitomno
az Sest dvojnych vazeb. (Kenar, 2017)

Mezi omega-3 MK patfi (viz. Tabulka 3) predevsim kyselina dokosahexaenova (DHA),
kyselina eikosapentaenova (EPA) a kyselina a-linolenova (ALA). Prekurzorem pro syntézu
MK ze skupiny omega-3 je ALA a zaroven je jedinou esencialni MK z této skupiny. Na EPA
a DHA se mize metabolizovat ALA, ale tyto MK mohou byt také dodavany potravou. Zdrojem
této MK jsou rostlinné oleje (Inéné seminko, fepkovy olej, konopny olej a dalsi), ofechy
a semena (chia seminka). MK EPA a DHA se bézn¢ vyskytuji v rybach a motskych plodech
(chobotnicovy a rybi olej), a proto jsou nazyvany jako moiské omega-3. Diivodem, pro¢ jsou
tyto MK pfitomny v moiskych organismech je jejich ochrana pfed ztuhnutim jejich télesnych
tekutin pii nizkych teplotach. (Sokota-Wysoczanska, 2018)

Mezi omega-6 MK patii (viz. Tabulka 4) piedevsim kyselina arachidonova (AA),
kyselina y-linolenova akyselina linolova (LA). Pro omega-6 je zakladni slouc¢eninou LA, ktera
je pfijimana z potravy, télo ji neumi syntetizovat. Po vstfebani LA dochazi k jeji pfeméné
na AA. Ptirodnimi zdroji omega-6 MK jsou kukufi¢ny a slunecnicovy olej, ofechy, kokosovy

olej amandle. Z zivocisSnych zdroji je to vepfové maso 1 sadlo a krati tuk.
(Sokota-Wysoczanska, 2018)
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Tabulka 3 Omega-3 MK

vzorec trivialni nazev systematicky nazev
C18H3002 o-linolenova oktadeka-9,12,15-trienova
C18H2802 stearidonova oktadeka-6,9,12,15-tetraenova
C20H3202 eikosatetraenova eikosa-8,11,14,17- tetracnova
C20H3002 eikosapentaenova eikosa-5,8,11,14,17- pentaenova
C22H3402 clupanodonova dokosa-7,10,13,16,19-pentacnova
C22H302 dokosahexaenova dokosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoa
C24H3802 | tetrakosapentaenova tetrakosa-9,12,15,18,21-pentaenova
C24H3602 nisinova tetrakosa-6,9,12,15,18,21-hexaenova

prevzato a upraveno z: Mariamenatu, 2021

Tabulka 4 Omega-6 MK

vzorec trivialni nazev systematicky nazev
C18H3202 linolova oktadeka-9,12-dienova
C18H3002 y-linolenova oktadeka-6,9,12-trienova
C20H3402 dihomo-y-linolenova eikosa-8,11,14-trienova
C20H3202 arachidonové eikosa-5,8,11,14-tetraenova
C22H3602 adrenova dokosa-7,10,13,16-tetracnova
C24H4002 tetrakosatetraenova tetrakosa-9,12,15,18-tetracnova
C24H3802 tetrakosapentaenova | tetrakosa-6,9,12,15,18-pentacnova
C22H3402 osbondova dokosa-4,7,10,13,16-pentaecnova

pievzato a upraveno z: Mariamenatu, 2021
1.1.2 Jednoduché lipidy
Acylglyceroly

Acylglyceroly, diive nazyvané jako glyceridy, jsou estery MK a glycerolu. Glycerol ma
tfi hydroxylové funkéni skupiny, které mohou byt esterifikovany jednou, dvéma nebo tfemi
MK. Podle pocétu esterifikovanych hydroxylovych skupin délime acylglyceroly
na monoacylglyceroly (MAG), diacylglyceroly (DAG) a triacylglyceroly (TAG). (Sharma,
2008)

MAG jsou latky neiontového charakteru a jsou povrchové aktivni. Maji GRAS status

(VSeobecné uznavany jako bezpecné) podle Food and Drugs Administration a jsou hojné
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pouzivany v potravinaiském a kosmetickém pramyslu. Vyuziti je v kosmetickém pramyslu,
protoze oproti iontové povrchové aktivnim latkdm nemaji MAG vedlejsi G€inky pii poziti
a nedrazdi kizi. Ve farmaceutickém primyslu jsou MAG vyuzivany jako zmekéovadla pro
naplasti nebo pii vyrobé pomalu se uvolnujicich 1ékt. (Freitas, 2008) V potravinaistvi se
pouzivaji jako zahustovadla, protispékava a konzervacni ¢inidla, emulgaéni ¢inidlo pro oleje
atd. Jeden z MAG vyuzivany jako emulgator je glycerolmonostearat, znamy jako GMS.
(Sharma, 2008)

DAG jsou slozeny ze dvou MK esterifikovanych na trojmocny alkohol glycerol.
Glycerol v ptipadé DAG ma esterifikované dvé hydroxylové skupiny. Existuji dva mozné
strukturni izomery. Acyl migruje v molekulach DAG a dochazi k rovnovaze mezi strukturnimi
izomery a tvorbé tzv. amfolytu, a to kvili lipofilnim MK a hydrofilni hydroxylové skupiné.
Vysledkem je, Zze DAG maji povrchové aktivni vlastnosti. (Nicholson, 2019)

DAG se casto pouzivaji v potravinaiskych produktech stejné jako MAG jako
emulgatory. Obvykle se jedna o smés DAG a MAG, ale lep$im emulgatorem je vSak samotny
MAG. Molekula DAG ma pouze jednu hydroxylovou skupinu oproti MAG, které maji skupiny
dvé, a to zptisobuje, ze maji vétsi lipofilitu a niz$i hodnotu hydrofilné-lipofilni rovnovahy. Vice
jsou vyhledavané MAG diky jejich povrchové aktivité, ktera je zpusobena uvedenymi rozdily.
Ale vzhledem k lep$im emulga¢nim vlastnostem smési DAG/MAG a drazsi vyrobé samotnych
MAG se pouziva jejich smés. (Nicholson, 2019)

DalSim ptinosem DAG je jejich vliv na zdravi ¢loveka. Zjistilo se, Ze jejich konzumaci
se snizuje hladina TAG V séru a pusobi pozitivné proti obezité, snizuji tukové zasoby, index
télesné hmotnosti a obvod pasu. (Nicholson, 2019)

TAG obsahuji tii MK esterifikované glycerolovym hlavnim fetézcem. TAG jsou
hlavnim dietarnim tukem, které jsou ve stievé hydrolyzovany lipazami na volné mastné
kyseliny (VMK), MAG a ve stfevnich buiikach znovu reesterifikovany na TAG. Mohou byt
syntetizovany 1 v téle, a to v jatrech nebo tukové tkani. V tukové tkani jsou TAG ulozeny
a slouZzi jako zasobarna energie. V pfipadé potfeby jsou piisobenim hormon-senzitivni lipazy
(HSL) uvolnény. Tato HSL je aktivovana hormonalné napf. glukagonem, a naopak inhibovana
inzulinem. (Bayly, 2014)

V lidském téle se ziskava energie z TAG. TAG, které tvoii 15 % az 20 % z celkové
hmotnostia poskytuji 9 kcal/kg. Prvotnim zdrojem, jez je pouzit je glukdza poskytujici 4 kcal/g.
Glukéza je uloZena v téle ve formé glykogenu a jeji hmotnost je v fddu grami, proto béhem
hladovéni se zasoby rychle vycerpaji, v fadu hodin, a za¢ne se vyuzivat zasoba TAG. Pokud by

télu dosly zasoby i tukli zacnou se odbouravat proteiny. (Abourjaili, 2010)
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Zvyseni sérové hladiny TAG spojené s nizkou hladinou lipoproteinu s vysokou
hustotou (HDL) a inzulinovou rezistenci vede k rozvoji rizika ischemické choroby srde¢ni
(ICHS). Nizkohustotni lipoproteinové castice a chylomikronové zbytky délaji TAG vice
aterogennimi. Tyto zbytky jsou mensi, ale bohat$i na cholesterol a snaze vstfebavatelné
makrofagy. Po vstfebani zbytki se makrofagy méni na pénové bunky tvorici plak. Dale zvyseni
hladiny TAG a lipoproteinu o velmi nizké hustoté (VLDL) zptsobuji zvyseni cholesterolester
transfer proteinové aktivity, ktera zptsobi zménu v produkci z HDL i lipoproteinu o sttedni
hustoté (IDL) na lipoprotein o nizké hustoté (LDL) cholesterol. Tyto faktory vedou k rozvoji
aterosklerozy a tim zvysuji riziko ICHS. (Abourjaili, 2010)

Vosky

Vosky jsou tvofeny alifatickymi latkami s dlouhym fetézcem. Obecné obsahuji MK
svelmi dlouhym fetézcem, primarni a sekundéarni alkoholy, uhlovodiky, estery steroli,
alifatické aldehydy, TAG atd. Vosky lze klasifikovat jako ptirodni nebo syntetické. Pfirodni
vosky se dale d€li na obnovitelné a neobnovitelné. Neobnovitelné jsou mineralni vosky, které
se ziskavaji napf. z hnédého uhli a mohou byt surovy nebo rafinovany jako je napf. montan.
Obnovitelné pfirodni vosky lze chemicky upravit riznymi metodami napi. hydrogenaci.
VétSina voskli mé relativné nizkou viskozitu. Jsou nerozpustné ve vodé a rozpustnost
v organickych rozpoustédlech je zavisla na teploté. (Tinto, 2017)

1.1.3 Slozené lipidy

Slozené, nebo-li komplexni lipidy jsou ty, které po hydrolyze poskytuji tii a vice
produktii. Komplexni lipidy obsahuji tedy kromé MK a alkoholti zbytky jako je naptiklad
fosfatova skupina ve PL a cukry v glykolipidech. Mezi slozené lipidy patii napi. PL,
glykolipidy a sfingolipidy. (Xiao, 2021)

Fosfolipidy

PL jsou skupinou polarnich lipidi, ve kterych jsou MK i kyselina fosfore¢na
esterifikovany na alkohol. PL se déli do dvou tfid na fosfoglyceridy s glycerofosfolipidy
a sfingolipidy. V glycerofosfolipidech  a fosfoglyceridech je alkoholem  glycerol
a ve sfingolipidech sfingosin. Zakladni skupiny jako jsou cholin, ethanolamin, inositol a serin
jsou esterifikovany kyselinou fosfore¢nou spolu s glycerolem nebo sfingosinem. Hydrofilni
hlavu tvoii baze, které maji pozitivni a kysely fosfat s negativnim nabojem. Hydrofobni konec
tvofi uhlovodikovy fetézec, ktery umoziiuje PL spontanné utvaret specialni struktury
ve vodném prostiedi. Mezi témito strukturami jsou rozsifené dvojvrstvy s hydrofobnim jadrem

hlavnimi slozkami vSech bunéénych membran. Micelarni struktury jsou vidét v krevnich
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lipoproteinech a bunécnych lipidovych télech a jsou nezbytné pro absorpci lipid a vitamini
rozpustnych v tucich. (EI-Bacha, 2016)

Biochemické a fyziologické vlastnosti této skupiny polarnich lipidi do znac¢né miry
souviseji s chemickou vlastnosti, nazyvanou amfipatic. Amfipatie znamena, ze PL interaguji
jak s lipidy, tak s vodou a jinymi polarnimi slou¢eninami. Membrany sav¢ich bunék obsahuji
vice nez 1 000 riznych PL, které maji strukturni i regulacni funkce. PL vykonavaji strukturni
funkce v bunéénych membranach, které se lisi slozenim PL podle funkce bunék a organel.
Nejhojngjsimi PL v krevni plazmé a organelach u savcich bun¢k jsou fosfatidylcholin
a fosfatidylethanolamin. U bakterii je pfevladajicim PL pouze fosfatidylethanolamin.
V plazmatické membrané¢ a Golgiho aparatu se nachazi fosfatidylserin a kardiolipin
V mitochondrialnich membranach. (El-Bacha, 2016)

Glykolipidy

Glykolipidy jsou obecnym terminem pro komplexni lipidy tvofené z cukerné casti
a lipidové Casti. D¢li se do dvou kategorii na glykosfingolipidy (GSL) a glykoglycerolipidy
Vv zavislosti na struktufe lipidové skupiny. GSL maji alkalicky stabilni sfingoidni zakladni
hlavni fetézec. Naopak glycerolovy hlavni fetézec glykoglycerolipidi je alkalicky labilni. (Ito,
2007)

Mezi glykoglycerolipidy patii napt. monogalaktosyldiglyceridy, které jsou bé&zné
ptitomny v listech rostlin a v fasach. Obsahuji vysoky podil PUFA a nejspiSe hraji roli
ve fotosyntéze. Nachdzeji se také v centralnim nervovém systému nékterych zvifat.
Digalaktosyldiglyceridy casto doprovazeji monogalaktosyldiglyceridv Vv chloroplastech
vysSich rostlin a fasach, ale v nizsich koncentracich. (Gordon, 2003)

GSL jsou Siroce distribuovany od tzv. nizSich zvifat k vy$§im zvifatim,
a to vrozmanitych strukturach. U savcl se jednda o gangliosidy, kdy GSL obsahuje jesté
kyselinu sialovou. Gangliosidy jsou hlavnimi kyselymi GSL v centralnim nervovém systému
a hraji roli v nervovych funkcich, bunééné adhezi, proliferaci a transdukci signalu. (Itonori,
2007)

Sfingolipidy

Sfingolipidy jsou sloZzeny ze sfingoidni zakladni kostry, ke které muze byt pfipojena
MK prosttednictvim amidové vazby a hlavni skupina pomoci primarniho hydroxylu. Hlavni
skupiny se pohybuji od vodiku po slozit€jsi druhy jako je fosfocholinova skupina

sfingomyelinu a jednoduché az komplexni glykany GSL. (Merrill, 2008)
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Sfingolipidy funguji jako strukturdlni slozky membran, lipoproteint, kize i napf. jako
modulatory a medidtory bunécné signalizace. Sfingolipidy maji tendencise spojovat navzijem
I s cholesterolem a uréitymi kategoriemi proteinti, jako jsou ty pfipojené Kk membrané
prostiednictvim glykosylfosfatidylinositolové kotvy. Agregaty jsou geneticky oznacovany jako
rafty. Rafty jsou malé, odlisné a kapalinou uspofadané subdomény plazmatické membrany,
které se tvofi a rychle disperguji diky vysoce nasycenym alkylovym fetézcim
a intermolekularnim vodikovym mustkim sfingolipidt. (Merrill, 2008)

1.2 Metabolismus lipidi
1.2.1 Traveni lipidi

Dezintegrace potravy zahrnuje tii faze: oralni zpracovani, zaludecni traveni a stievni
traveni. Proces traveni zacind v dutin¢ Ustni S prvnim soustem. Nasleduje jeho zvykani
a rozm¢lnéni. Takto pfipravena potrava je transportovana spolknutim ptes hltan, jicen az
do zaludku k dalsimu zpracovani. (Liu, 2019)

Usta

V tGstech na lipidy zacinaji pusobit lingvalni lipazy, které jsou vylucovany slinnymi
zlazami. Ptitomnost lipidQ v ustech stimuluje dale jejich traveni a vstiebavani (Meynier, 2017)
Zaludek

Pasobenim intenzivnich peristaltickych vin v antru pii vstupu do Zzaludku se vyvola
promichani potravy se Zalude¢nimi $tdvami. Pfitomnost povrchové aktivnich sloucenin dale
usnadnuje emulgaci lipidi. Adsorpce zaludec¢ni lipazy na rozhrani olej-voda lipidovych kapicek
iniciuje hydrolyzu TAG, za vzniku pfedev§im DAG a neesterifikovanych MK. Lidska
zaludecni lipaza je spolu s pepsinogenem v hlavnich bunkach proximalniho zaludku a rychlost
jeji sekrece zavisi na typu a mnozstvi piijimané potravy. (Acevedo-Fani, 2022)

Zaludeéni lipaza je stabilni pfi hodnotach pH 2 aZ 7, s maximalni lipolytickou aktivitou
pii pH 5-5,4. Pfednostné hydrolyzuje TAG v poloze 3, coz vede Kk tvorbé 1,2-DAG. Lipolyza
TAG obsahujicich MK se stfedné dlouhym fetézcem je povazovana za ucinné€jsi nez lipolyza
TAG obsahujicich MK s dlouhym fetézcem, protoze aktivita zaludecni lipazy je inhibovana
akumulaci MK s dlouhym fetézcem na rozhrani lipid-voda. Aktivni misto Zaludeéni lipazy se
sklada z katalytické triady serinovych, histidinovych a aspartdtovych zbytkt, které se bézné
vyskytuji v serinovych proteazach a jinych lipazach. (Acevedo-Fani, 2022)

Stirevo
Po vstupu do tenkého stfeva jsou lipidy v potravé déle emulgovany zluCovymi

kyselinami, které vyrazné zesiluji lipolyzu pankreatickou lipazou na rozhrani lipid-voda.
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Hydrolyza TAG pankreatickou lipdzou poskytuje 2-MAG a MK pro stievni absorpci
enterocyty. Ester cholesterolu (ECH) je hydrolyzovan karboxylesterhydrolazou
(cholesterolesterazou) za uvolnéni volného cholesterolu a MK. Volny cholesterol je zabudovan
do micel, které jsou primarn¢ slozeny ze zlucovych kyselin a mensitho mnozstvi PL, MK
a2-MAG. Tyto micely jsou transportovany pies stievni lumen ke kartaCovému lemu
enterocytu, kde dochazi k vychytavani cholesterolu, MK a 2-MAG. Dietni a zlu¢ové PL jsou
primarné $tépeny pankreatickou fosfolipazou A2, produkujici lysofosfolipidy a VMK. Inhibice
aktivity lipazy nebo snizeni pfisunu zlucovych kyselin vede ke snizeni luminalni absorpce
lipidu. (Ko, 2020)

Potom, co enterocyty vychytaji stépné produkty lipida, dojde K jejich reesterifikaci
dobie koordinovanou skupinou proteini a zp&tnému sestaveni do TAG, ECH a PL. Stievni
lipidy jsou pak zabaleny do pre-chylomikront s apolipoproteinem (apo) B48 nebo ulozeny jako
intracelularni  lipidové kapicky. Mikrosomalni triglyceridovy transferovy protein
zprostiedkovava baleni lipidi do pre-chylomikrondi, které jsou transportovany
Z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu ke zrani ptes pre-chylomikronové transportni
vezikuly. Zralé chylomikrony jsou pak vyluCovany exocytézou a transportovany lymfatickym

systémem. (Ko, 2020)
1.2.2 Lipoproteinovy transport

Amfipaticka

= R Cholesterol
Sroubovice

Neutralni
lipidové jadro

Fosfolipid

Obrazek 1 Lipoproteinova castice, prevzato a upraveno z: Bhagavan, 2015

Lipoproteiny (viz. Obrazek 1) jsou skupinou komplexnich ¢astic tvofenych
z amfipatickych apo, které nesou Sirokou skalu lipid, a proto maji dtlezité fyziologické funkce

pii jejich transportu. Zakladni strukturou je obal tvofeny vrstvou PL a volného cholesterolu
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obklopujici jadro z cholesterylesteri a TAG sjednim nebo vice proteiny spojenymi
s povrchovymi PL a ¢aste¢né zapusténymi do hydrofobniho lipidového jadra. (Afonso, 2019)

Ulohou proteint je tedy solubilizovat a stabilizovat lipoprotein ve vodném prostiedi
jako je krevni plazma, ktera je hlavnim mistem pusobeni lipoproteind. Ty jsou klasifikovany
podle jejich velikosti a hustoty, ktera je urena pomérem proteinu Kk lipidu, a proto zavisi
na slozeni lipidi a apo. Lipoproteiny se déli na chylomikrony, VLDL, IDL, LDL, HDL
a lipoprotein (a) (Lp(a)). (Afonso, 2019)

Chylomikrony

Dietni tuky absorbované ve stievé jsou zabaleny do velkych chylomikronii bohatych
Tyto lipoproteiny interaguji s lipoproteinovou lipdzou a podlé€haji lipolyze, a tim dochazi
ke vzniku chylomikronovych zbytkil. Hlavnimi misty aktivity lipoproteinové lipazy jsou tukova
tkan, kosterni svalstvo, mlé¢na zlaza a myokard. Zde se MK z TAG pouzivaji pro skladovani,
oxidaci nebo sekreci zp&t do obéhu. Castice ochuzené o TAG, chylomikronové zbytky,
vychytavaji apoE a cholesterylester z HDL a jsou rychle piijimany jatry prostfednictvim
procesu zprostfedkovaného apoE receptorem. (Ordovas, 2013)

Hlavni strukturalni protein chylomikroni je apoB48. ApoB48 je protein, ktery je
produkovan z apoB100 unikatnim editanim procesem pouzivanym ve stievnich bunkach,
ktery vytvari protein, jehoz délka je 48 % délky apoB100. Obsahuji také dalsi apo jako jsou
apoC a apoA. Tyto proteiny se mohou redistribuovat do jinych ttid lipoproteint v séru, protoze
chylomikrony ptenaseji sviij obsah lipidti do bunék a interagujicich lipoproteinti. Chylomikrony
tak vyplavou na povrch a vytvoti krémovou vrstvu. (Freeman, 2016)

VLDL

VLDL také obsahuji povrchovy protein apoB100, ale na rozdil od chylomikronti, které
jsou syntetizovany ve stieve jsou VLDL ¢astice primarné sestaveny Vv jatrech. Funkéni ulohou
VLDL ¢astic je dodavat TAG do periferni tkané. TAG tvofi asi 48 % hmotnosti VLDL castice.
Na periférii pisobi na VLDL lipoproteinova lipaza a uvolituje z n¢j TAG do tukové tkan€ pro
ukladani tuku nebo do svalové tkan¢, kde mohou byt vyuzity pro energii. Zbytky VLDL
zbavené TAG a obohacené o cholesterylestery mohou byt v jatrech recyklovany interakci apoB
se specifickym LDL receptorem. Dalsi remodelace zbytkii VLDL produkuje ¢astice obohacené

0 cholesterylester, a to nejdiive IDL a poté LDL. (Sikorski, 2007)
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IDL

IDL se tvoii jako mezistupen v normalnim metabolismu VLDL. Jsou rychle
katabolizovany, a proto je koncentrace v plazmé obvykle velmi nizka. IDL jsou bud’ ptimo
vychytavany jatry prostiednictvim vazby povrchového apoE, ktery je ptitomny na IDL na apoE
nebo apoB100/apoE receptory, nebo jsou konvertovany na LDL. (Reckless, 2003)
LDL

LDL jsou zodpovédné za dodavani cholesterolu do tkani pouzivaného pro syntézu
a opravu bunécné membrany a za procesy, jako je syntéza steroidnich hormonti a vitaminu D.
Vstup do bunék probiha bud’ nespecifickym zplsobem zavislym na koncentraci nebo
regulovanou cestou zprostfedkovanou receptorem LDL. LDL se vaze na specifickou LDL
apoB100/apoE receptory na bunéénych membranach a komplexy LDL-receptor jsou
internalizovany a podléhaji lysozomalni degradaci. ECH je hydrolyzovan na volny cholesterol,
zatimco vétSina LDL receptorii je recyklovdna. Nejvyssi koncentrace receptorti se nachazi
v jatrech. LDL nejsou homogenni a mohou byt rozdélené na zéklad¢ velikosti a hustoty
na LDL1, LDL2 a LDL3s. Nejvétsi a nejméné husty je LDL1, ktery je zarovein lepsi substrat pro
LDL receptor a také méné podléha oxidaci. Nadbytek LDL3 je spojen s vys§im rizikem vzniku
ICHS. (Reckless, 2003)
HDL

HDL hraje dulezitou roli v reverznim transportu cholesterolu. Béhem reverzniho
transportu se transportuje cholesterol perifernich bun€k do jater, coz je dulezity krok, ktery
bunky zbavuje zatéze cholesterolu. Prekurzorové ¢astice HDL jsou vyluovany jako diskovité
struktury jatry a stfevem a mohou absorbovat volny cholesterol z bunéénych membran. Jedna
se 0 proces, ktery je zprosttedkovan adenosintrifosfatem (ATP) kazetovym transportérem 1,
apoAl a apoA-lIV. Hlavnim apo HDL je apoAl aaktivuje enzym
lecitin-cholesterolacyltransferazu (LCAT), ktery esterifikuje pfijaty volny cholesterol, aby
umoznil G¢inngjsi baleni cholesterolu pro transport. Reverzni transport je zajistovan 3 riznymi
cestami. Prvni cestou je, Ze velké HDL castice s vice kopiemi apoE mohou byt vychytavany
jatry prostfednictvim LDL receptoru. Druhd cesta spociva v selektivnim vychytavani
nahromadénych ECH z HDL v jatrech pomoci receptoru B1. Tento receptor se nachazi
primarné v jatrech aneplacentarnich steroidnich tkanich. Posledni tieti cesta spoc¢iva v pienosu
ECH z HDL na lipoproteiny bohaté na TAG. Poruchy koncentraci apo, funkce enzymii,
transportnich proteint, receptort, dalsich proteint a clearance z plazmy mohou mit zasadni vliv

na antiaterogenni vlastnosti HDL. (Kwan, 2007)
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Lipoprotein(a)

Nejpolymorfnéjsi z lipoproteind je Lp(a). Lp(a) je hybridni lipoprotein slozeny z Castice
podobné LDL obsahujici jednu molekulu apo apoB100 kovalentné¢ navazanou na apo(a),
glykoprotein charakterizovany opakovanim neobvyklé struktury nazyvané ,kringle®, ktera
pfipomina skandinavské pecivo. Lp(a) se sklada nejen z apoB a apo(a), ale také z hmotnosti
sacharidii na apo(a), stejn¢ tak z cholesterolu, ECH a PL. Hladiny Lp(a) jsou vyznamné
ovlivnény vékem, pohlavim nebo zivotnim stylem. (Ruscica, 2021)

1.2.3 Lipolyza

Lipolyza se dé€li na gastrointestinalni, vaskularni a intracelularni. Prvnim typem je
gastrointestinalni lipolyza, ktera zprosttedkovava katabolismus tuki z potravy. Dal§im typem
je vaskularni lipolyza, kterda je zodpovédna za hydrolyzu TAG spojenych s lipoproteinem
Vv krvi. Posledni typ je intracelularni lipolyza, kterd katalyzuje rozklad TAG ulozenych
Vv intracelularnich lipidovych kapickdch pro nésledny export MK. Hlavnimi lipolytickymi
enzymy gastrointestinalniho traktu jsou lingvalni lipaza, zaludecni lipaza, pankreaticka lipaza
a proteiny souvisejici s pankreatickou lipdzou. Cévni hydrolyza TAG zéavisi na lipoproteinové
lipaze a jaterni lipaze. Pankreatické a vaskularni lipazy jsou strukturné ptibuzné. Intracelularni
lipolyza TAG zahrnuje neutrdlni a kyselé lipdzy piitomné v lysozomech. Mezi dobie
charakterizované neutrdlni TAG hydrolazy patfi adipdzni triglyceridova lipaza a HSL.
Nejdulezitéjsi lysozomalni hydrolaza je lysozomalni kysela lipaza. (Zechner, 2012)

Hydrolyza TAG na MK a glycerol vyZaduje tii po sobé jdouci kroky s tfemi riiznymi
enzymy. Pocatecni krok je prevod TAG na DAG, ktery je katalyzovan adip6zni triglyceridovou
lipazou. Druhy krok je hydrolyza DAG na MAG pomoci HSL. Posledni krok je katalyzovan
MAG lipazou. (Zechner, 2012)

TAG jsou hlavni energetickou rezervou savcii a jsou ulozeny v bilé tukové tkani.
Ukladaji se a syntetizuji v cytosolovych lipidovych kapickach v dobé piebytku energie. Tyto
lipidové kapicky maji jadro sloZzeno z TAG a ECH, které je obklopeno monovrstvou PL.
Fosfolipidova vrstva je potazena proteiny. TAG jsou z téchto lipidovych kapi¢ek mobilizovany
prostiednictvim lipolyzy v dobé energetické potieby k vytvofeni MK. Lipolyza slouzi
k zajisténi MK jako zdroje energie pro jiné organy a je jedine¢nou funkci adipocyti.
(Ahmadian, 2010)

V dobé& nedostatku energie jsou TAG hydrolyzovany na MK a glycerol lipolyzou.

Vzniklé MK mohou vstoupit do ob&hu a byt vychytavany jinymi organy pro [B-oxidaci
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a naslednou tvorbu ATP. Kromé¢ toho mohou uvolnéné MK a glycerol také slouzit jako

substraty v jatrech pro ketogenezi a glukoneogenezi. (Ahmadian, 2010)
1.2.4 Oxidace mastnych Kkyselin

Prijem a aktivace mastnych kyselin

Pfijimani MK do bun¢k je usnadnovano specifickymi proteiny jako je CD36 a protein
plazmatické membrany vazajici mastné kyseliny. V cytosolu jsou MK aktivovany na estery
acyl-koenzymu A (CoA) acyl-CoA syntazami a poté smefovany do riznych metabolickych
drah napt. syntéza lipidi a p-oxidace. Pro B-oxidaci je dulezity import acyl-CoA
do mitochondrii, ale mitochondrialni membrana je pro n¢j nepropustna. (Houten, 2016)
Karnitinovy cyklus

Mitochondridlni membrana je nepropustna pro acyl-CoA a MK musi byt konjugovany
S karnitinem pro vstup do mitochondrii. Karnitin je akumulovan uvniti buiikky prostfednictvim
vysoce afinitniho pfenasece karnitinu OCTN2 v srdci, svalech aledvinach. Karnitin tvofi
vysokoenergetickou esterovou vazbu s MK, které maji dlouhy fetézec, pusobenim
karnitin-palmitoyl transferazy (CPT) 1. CPT 1 je umisténd ve wvnitini casti vnéjsi
mitochondridlni membrany a jejim pusobenim vznikaji acylkarnitiny. Palmitoyl transferaz
existuje vice izoforem: CPT-1, CPT-1A, CPT-1B, CPT-1C. Jaterni CPT-1 je exprimovana
V jatrech, mozku, ledvinach a napft. v plicich. Acylkarnitiny jsou poté translokovany pies vnitini
mitochondrialni membranu pomoci acylkarnitin translokazy. Jakmile je CPT-2 ve vnitini
mitochondriadlni membrané odstrani se karnitin z acylkamitini a znovu generuje acyl-CoA.
Karnitin se nasledné vraci do cytoplazmy pro dalsi cyklus a acyl-CoA vstupuje do p-oxidace.
(Longo, 2016)
p-oxidace

Mastné acyl-COA V mitochondrialni matrici jsou substraty pro p-oxidaci. Tento
cyklicky proces se sklada ze Ctyf reakci (viz. Obrazek 2), pii kterych se zkracuje acylovy
fetézec mastného acyl-CoA o dvaatomy uhliku najednou a produkuje acetyl-CoA. Prvni krok
reakce je odstranéni dvou vodiki z atomt uhliku 2 a 3 acyl-CoA za vzniku odpovidajiciho
2-trans-enoylu-CoA. Vodiky jsou zpocatku prijimany flavinadenindinukleotidem (FAD)
kofaktorem acyl-CoA dehydrogenazy. Acyl-CoA dehydrogenaza je enzym, ktery tuto reakci
katalyzuje. Nasledné jsou vodiky pfevedeny do FAD enzymu rozpustné matrice zvané
flavoprotein za soucasného ptenosu elektronti. Nakonec jsou pfivaidény do mitochondrialniho
elektronového transportniho fetézce, ktery dodava energii pro tvorbu ATP oxidativni

fosforylaci. (Schulz, 2013)

26



Pii druhé B-oxidacni reakci se piida voda pies dvojnou vazbu 2-trans-enoyl-CoA
pomoci enoyl-CoA hydratazy za vzniku L-B-hydroxyacyl-CoA. Treti reakci je dehydrogenace
L-B-hydroxyacyl-CoA zavisla na nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) katalyzovana
L-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazou. Produkt této reakce B-ketoacyl-CoA je substratem ¢tvrté
a posledni reakce B-oxidace katalyzované thiolazou, ktera §tépi slouceninu v pfitomnosti CoA
mezi uhliky 2 a 3 za vzniku acyl-CoA zkraceného o dva atomy uhliku a acetyl-CoA. Opakované
cykly pB-oxidace vedou k upIné degradaci MK na acetyl-CoA. (Schulz, 2013)
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Obrazek 2 [-oxidace, prevzato a upraveno z: Ahern, 2021

1.2.5 Syntéza mastnych kyselin

Syntéza MK je ptresnym opakem [-oxidace, kdy [-oxidace probiha v matrix
mitochondrii a syntéza MK vV cytoplazmé. Vyuziva nikotinamidadenindinukleotid fosfat
(NADPH) jako redukéni ¢inidlo, acylovy nosny protein misto koenzymu A a multienzymovy
komplex tzv. syntazu mastnych kyselin (FAS). FAS vykonava sedm riznych funkénich aktivit
Vv jediném polypeptidovém fetézci. (Gyamfi, 2019)

Béhem syntézy MK dodava acetyl-CoA atomy uhliku a ATP a NADPH poskytuji
potiebnou energii a redukcni ekvivalenty. Acetyl-CoA, ktery vznikd odbouravanim glukozy,
aminokyselin nebo ketolatek, neni schopen projit skrz vnitini membranu mitochondrie

do cytosolu. Kvili tomu dochazi ke kondenzaci s oxalacetatem za p¥itomnosti enzymu citrat
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syntazy za vzniku citratu. Citrat se muze pohybovat pfes vnitini membranu mitochondrie
do cytosolu bud’ pomoci citratového/fosfatového antiportu nebo citratového/malatového
antiportu. Kdyz je citrat v cytosolu, tak je $tépen ATP citratlyazou na acetyl-CoA a oxalacetat.
Poté je cytosolovy acetyl-CoA pfeménén na malonyl-CoA prostiednictvim karboxyla¢ni reakce
katalyzované acetyl-CoA karboxylazou. Vytvoieny malonyl-CoA se pouziva k syntéze fetézce
MK za katalyzy FAS zahrnujici opakovanou kondenzaci 2 uhlikovych jednotek, které jsou
odvozené z malonyl-CoA. Kazdy prichod cyklem vede k prodlouzeni mastného acylového
fetézce o dvauhliky az po C16 tedy palmitat, ktery je kone¢nym produktem. (Clarke, 2013)

Syntéza MK zacind od methylového konce a pokracuje smérem ke karboxylovému
konci. Jako prvni se tedy piidavaji C16 a C15 a jako posledni C2 a C1. Pro syntézu palmitatu
z acetyl-CoA je napf. zapotiebi 14 NADPH a 7 ATP. MK, delsi nez kyselina palmitova, jsou
produkovéany enzymy pro prodluzovani fetézce MK, které se nazyvaji elongazy. Tyto elongazy
prodluzuji palmitat za vzniku mnoha dalSich MK. Elongazy se nachazeji v mitochondriich
a endoplazmatickém retikulu a obvykle pisobi pies karboxy konec. Dvouuhlikové jednotky
jsou odebirany z malonyl-CoA, ktery je donor uhlikovych jednotek a ptedavany na vznikajici
MK. Tato reakce zahrnuje v podstat¢ stejné enzymatické kroky jako provadi FAS. (Gyamfi,
2019)

Malonyl-CoA hraje klicovou roli v energetickém metabolismu. Maximalni rychlost
de novo syntézy MK uréuje cytosolova koncentrace malonyl-CoA, ktery je substratem pro FAS.
Jako inhibitor CPT fidi malonyl-CoA rychlost vstupu MK do mitochondrii a je tedy klicovym
determinantem rychlosti oxidace MK. Stavy, které vedou k vysokym hladinam malonyl-CoA
jako je napft. vysoky piijem sacharidti, potlac¢uji vstup MK do mitochondrii a zvysSuji jejich tok
k TAG. Naopak podminky vedouci k nizkym koncentracim malonyl-CoA podporuji oxidaci
MK, protoze se uvoliiuje CPT. (Clarke, 2013)

1.2.6 Syntéza triacylglycerola

TAG jsou primarni jednotkou ukladani energie v eukaryotickych bunkach. TAG tvofi
vice nez 90 % obsahu bilych adipocytt. Syntéza TAG je nezbytna v enterocytech pro absorpci
lipidu z potravy a v hepatocytech pro syntézu a transport VLDL. (Coleman, 2011)

Biosyntéza TAG zalina sekvenéni acylaci glycerol-3-fosfatu pomoci acyl-CoA
thioestery sdlouhym fetézcem. Pocateéni krok je katalyzovan 1-glycerol-3-fosfat
acyltransferazou za vzniku kyseliny lysofosfatidové (LPA). Z druhé acylace v poloze sn- 2

LPA acyl-CoA za piitomnosti enzymu acylglycerol-3-fosfatacyltransferazy vznika kyselina
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fosfatidova (PA). PA je hydrolyzovana PA fosfatazou za vzniku DAG. Pii kone¢ném
esterifikaénim kroku DAG pomoci acyltransferazy vznikaji TAG. (Coleman, 2011)

1.3 Chromatografie

a nasledn¢ kvalitativni a kvantitativni analyzu komplexnich smési, pokud jsou vzorky tékavé
nebo rozpustné ve vhodném rozpoustédle. Chromatografie je zalozena na rozdéleni slozek
vzorku mezi dvé faze, jednu stacionarni a jednu mobilni. RozliSujeme vice typl chromatografii
napt. plynovou, kapalinovou a superkritickou kapalinovou chromatografii. Chromatografie je
vSestranna a muze byt vysoce ucinna. (Meyer, 2005)

K chromatografické separaci jsou zapotiebi dvé faze mobilni a Stacionarni. Stacionarni
faze (SF) mtize byt pevna nebo kapalna, mobilni faze (MF) je kapalina, plyn nebo nadkriticka
tekutina. Ob¢& faze musi byt schopny fyzikalné nebo chemicky interagovat s molekulami
vzorku, ale ne mezi sebou. Kdyz MF protéka stacionarni fazi nebo pies ni, analyty ve smési
vzorku prochazeji charakteristickym rozd¢lenim mezi dvé faze. MF transportuje, stacionarni
zustava. (Meyer, 2005)

1.3.1 Kapalinova chromatografie

Proces v kapalinové chromatografii (LC) je vysledkem mnohocetnych interakci mezi
analytem, SF a MF. Podle fyzikalniho stavu SF se LC délina chromatografii rozdélovaci (LLC)
a chromatografii adsorpéni (LSC). Ob¢ metody lze vyuzit v reZimu normalni i reverzni faze.
Vsechny metody jsou provadény konvenéni kolonovou chromatografii, moderni kolonovou
chromatografii oznaovanou jako vysokouc¢innd kapalinova chromatografiec (HPLC) nebo
ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie (UPLC) a planarni chromatografii na tenké
vrstveé. (Nesterenko, 2018)

Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

HPLC je chromatografickd technika, kterd se pouziva k separaci, identifikaci
a kvantifikaci slozek smési, K separaci chemickych slou¢enin nebo k identifikaci slozek
biologického vzorku. MF se nejcastéji sklada ze dvou rozpoustédel rliznych polarit, které se
pouzivaji v gradientu. SF je bézné€ pevné kolonové pouzdro o délce nékolika centimetrd, které
obsahuje nosné Castice oxidu kfemicitého a na nich imobilizovanou navézanou latku, kterd
ovlivituje separaci slozek analytu na zakladé jejich relativnich polarit. Rozdilné slou¢eniny
V rizné mife interaguji se SF, coZ znamena, Ze polarita smési rozpoustédel pottebna k jejich
odstranéni z kolony (doba retence) mize byt pouzita jako charakteristicky identifikator

slouceniny za stejnych podminek. (Blum, 2014)
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Pfi chromatografii na normalni fazi se Casto pouziva nemodifikovany oxid kiemicity
spolu s gradientem pohybujicim se od nepolarnich k polarnim rozpoustédlim. Polarnéjsi slozky
analytu se adsorbuji silngji na SF, a proto vyzaduji polarngjsi MF K jejich vytésnéni a eluci
z kolony. Naopak nepolarni slozky maji slabou afinitu ke SF, a proto eluuji v krat$im reten¢nim
Case. Chromatografie na reverzni fazi vyuziva napt. 8- uhlikové nebo 18-uhlikové fetézce
vazané na oxid kiemi€ity a gradient pohybujici se od polarniho az po nepolarni rozpoustédlo.
Lipofilngjsi slozky analytu se snadngji adsorbuji a jsou eluovany z kolony, kdyz se polarita
rozpoustédla snizi. (Blum, 2014)

Pii HPLC na normalni fazi se tedy pouziva polarni stacionarni faze jako je oxid
ktemiCity a nepolarni mobilni faze napi. hexan, chloroform nebo diethylether. Vice polami
latky ze vzorku jsou na koloné zadrzovany déle nez latky méné polarni. V piipadé¢ HPLC
na reverzni fazi je SF nepolarni jako je C8 nebo C18, zatimco MF je polami kapalina napft.
smési vody, methanolu a acetonitrilu. Princip reakce je zaloZzen na hydrofobnich interakcich,
takze plati, Ze ¢im vice nepolarni material, tim vice je na kolon¢ zadrzovan. Témét 90 % vSech
reakci se provadi v rezimu reverzni HPLC. (Sankar, 2019)

Moznost ménit MF béhem analyzy se nazyva gradientova chromatografie. Nékdy je
zadouci zacit s relativné nepolarni MF a pak postupné zvySovat jeji polaritu pfidavanim dalSiho
a dalsiho polarniho rozpoustédla. Toho lze dosdhnout snadno pomoci dvou nebo vice
rozpoustédel a dvounebo vice cerpadel. Pocita¢ #idi mnozstvi kazdého rozpoustédla a tim meni
polaritu mobilni faze béhem analyzy. Gradientni chromatografie se pouziva, kdyz analyt
obsahuje slozky s riznou polaritou. Jeho pouziti mize pomoci oddélit podobné latky s nizkou
hmotnosti pfi zachovani pfiméfené doby experimentu. Pokud se slozeni MF neméni béhem
HPLC jedna se o izokratickou chromatografii. Protoze MF jsou kapaliny, tak se analyzy b&zné
provadi pii pokojové teploté, aby nedoslo k narustu tlaku, kdyz se kapaliny blizi k bodu varu.
(Houck, 2015)

Detektory

Detektory v HPLC musi umét detekovat kapalné vzorky. Pokud neni pfitomna zadna
slozka analytu, MF protéka detektorem sama. Pokud je slozka analytu pfitomna, tak dochazi
ke zmén¢ vlastnosti MF. Tyto zmény se projevi jako zmény koncentrace latek v MF, které jsou
meieny detektory. Nejpouzivangjsim detektorem pro HPLC je spektrofotometr detekujici
ultrafialové/viditelné svétlo (UV/VIS), protoze vétSina sloucenin absorbuje v UV/VIS oblasti.
Vétsina MF neni aktivni ve vybraném UV nebo VIS spektralnim rozsahu, takze na ni detektor
nereaguje. Specialni typ tohoto detektoru se nazyva detektor diodového pole (DAD), ktery
mutize méfit souCasné viechny vlnové délky UV a VIS absorbance analytu, takze existuje mnoho
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zpusobu, jak mtizeme data prezentovat. Lze vynést zavislost retencniho ¢asu proti absorbanci,
coz je klasicky 2D chromatogram. Nebo Ize utvofit zavislost absorbance ku retencnimu ¢asu
a ku vlnové délce a utvofit tak 3D chromatogram. 3D chromatogram piedstavuje mnohem vice

informaci nez jednoduchy 2D chromatogram. (Houck, 2015)

Vvuziti kapalinové chromatografie

LC, konkrétné¢ HPLC ma mnoho vyuziti. Ve farmacii je to tfeba kontrola kvality 1éCiv,
identifikace pad¢lanych Ié¢ivych ptipravkit nebo stanoveni doby pouzitelnosti farmaceutickych
vyrobkl. U analyz environmentéalniho prostiedi se pouzivd napf. pii detekci fenoli v pitné
vod¢, hodnoceni toxicity TNT v sedimentu, identifikace difenylhydraminu ve vzorcich a dalsi.
Ve forenznim odvétvi se HPLC vyuZzivéa pro identifikaci anabolickych steroidl v séru, moci,
potu a vlasech. Dale se vyuziva pii analyzach textilnich barviv a mobilni HPLC pfistroj se
pouziva na tane¢nich zabavach pro identifikaci a kvantifikaci tanec¢nich drog. Vyuziti HPLC je
také pfi analyzach potravin, kdy se vyuziva napf. pfi analyzach cukru v ovocnych §tavach,
polycyklickych aromatickych uhlovodikii v zeleniné a ovoci nebo napf. pfi stopové analyze
vojenskych trhavin v zeméd¢lskych plodinach. (Kumar, 2018)

Vvuziti kapalinové chromatografie pii identifikaci lipida

Pouziti HPLC je dobfe znamy pfistup v oblasti lipidomiky pro rutinni analyzu
komplexnich lipidovych smési, sestavajicich bud’ z normalni faze nebo LC na reverzni fézi.
Prvni typ oddéluje lipidy na zakladé jejich polarni funkéni skupiny, zatimco druhy rozlisuje
lipidové druhy na zaklad¢ jejich lipofilniho sloZeni. V soucasné dobé je zijem o pouziti
hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), ktera umoZiiuje separaci tfid lipidii na zakladé
slozeni hlavnich skupin. Na rozdil od separace lipidii v HILIC se HPLC na reverzni fazi fidi
interakci mezi hydrofobni SF a hydrofobnich mastnych acylovych fetézci. To umoznuje
separaci lipidii v ramci tfidy nebo diferenciaci lipidi na zéklad€ délky jejich uhlikové fetézce
a stupné nasycenosti. Existuje mnoho nepolarnich SF, které se vyuzivaji v analyze lipidu.

Nejvyuzivanéjsimi SF jsou vsak faze s oktadecylsilanovymi skupinami (C18). (Pham, 2019)
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1.3.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je unikatni a vSestranna analyticka technika pouzivana
k identifikaci latek. V poc¢ate¢nich fazich vyvoje byla aplikovana na analyzu plynt a par z velmi
tékavych slozek. Zakladni princip GC spociva v tom, ze ¢im vyssi je afinita slouceniny ke SF,
tim vic bude sloucenina zadrzovana kolonou a tim déle bude trvat, nez bude eluovana
a detekovana. Hlavni ¢asti GC (viz. Obrazek 3) je tedy kolona, ve které dochazi k separaci
slozky, a k tomu je tfeba pfidat zdroj a fizeni pratoku nosného plynu kolonou, prostiedek

zavadéni vzorku a prostiedek pro detekci slozek, kdyz se eluuji z konce kolony. (Wedad, 2017)
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Obrazek 3 Schéma GC, prevzato a upraveno z: Obeidat, 2021

Mobilni faze

Jako nosny plyn (MF) se v GC pouzivaji dusik, helium nebo vodik. Vysoka cistota
pouzitych plyni je nezbytna, protoZe stopy neéistot jako je kyslik nebo voda mohou reagovat
S rozpusténymi latkami a narusit tim SF nebo odezvu detektoru. Pro dosazeni rychlejsi separace
se doporucuje pouziti helia, ale jako levnéjsi alternativa se pouziva dusik. Vodik také poskytuje
velmi rychlé separace, ale je Skodlivy a jeho pouziti jako MF vyzaduje zvlastni péci. Volba
nosného plynu zavisi na pouzitém detektoru. (Ruiz-Matute, 2018)
Stacionarni faze

SF v GC miize byt pevna latka a kapalina, coz vede ke dvéma chromatografickym
rezimim. Prvni je plynova adsorpéni chromatografie (GSC) a druha plynova rozdé€lovaci
chromatografie (GLC). Prvni rezim je zvlasté uzitecny pro méfeni fyzikalnich parametra a pro
analyzu urcitych sloucenin jako jsou napf. permanentni plyny nebo velmi polarni malé
molekuly. Analytické separace organickych latek jsou provadény predevsim v rezimu GLC.
Kapalné faze jsou obvykle polymerni molekuly s dostate¢nou stabilitou a viskozitou, aby staly
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na koloné pfi teploté analyzy a byly schopné rychle rozpoustét rozpousténé latky. Tyto
polymery jsou casto zesitovany, aby se zlepSila fazova stabilita a prodlouzila se Zivotnost
kolony. (Ruiz-Matute, 2018)
Kolony v GC

Za nejdulezitéjsi ¢ast GC jsou povazovany chromatografické kolony, které jsou
zodpovédné za separacni proces. Pouzivaji se dvatypy kolon, a to naplinova a kapilarni. Protoze
prvni komercni pfistroje akceptovaly pouze naplinové kolony, byly prvni studie provadény
pouze na nich. Naplinové kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli a maji vnéjsi pramér
0,64 nebo 0,32 cm a jsou dlouhé 0,61-3,05 m. Pro jejich vyrobu mohou byt pouzity také inertni
materialy jako je sklo, nikl, teflon a ocel. Nikl, teflon a ocel se dale mohou potahovat sklem
nebo teflonem. Vypln je tvofena inertnim nosi¢em, na kterém je impregnovana SF. Pevny nosi¢
zadrzuje kapalnou SF a mél by mit velky povrch, byt chemicky inertni, mit nizkou sorp¢ni
aktivitu vic¢i béznym analytim a mit dobrou mechanickou pevnost, aby se zabranilo lamani
potazenych ¢astic béhem plnéni a manipulace s kolonou. Povrch nosi¢e kiemeliny ma mnoho
aktivnich mist vytvofenych z volnych hydroxylovych skupin, které tvoii nezddouci vodikové
vazby s molekulami polarnich rozpusténych latek a zpisobuji ochlazeni pikd. I ten nejinertné;si
material musi byt promyt kyselinou a silanizovan, aby byl vice inertni. Né&které typické
deaktivované nosice jsou napt. Supelcoport, Chromosorb W-HP a Gas Chrom Q I1. Nevyhodou
deaktivace je, Ze tytonosice se stavaji vice hydrofobnimi a jejich potahovani polarni stacionarni
kapalinou mtize byt obtizné. (Pino, 2015)

Kapilarni kolony nabizeji vyznamné zvySeni separacni kapacity ve srovnani
s naplilovymi kolonami. Proto se vyuzivaji k separaci komplexnich smési slou¢enin, které jsou
uzce piibuzné, jak chemicky, tak fyziologicky. (Kataoka, 2014) Kapilarni chromatografické
kolony nejsou plnény vypliiovym materialem jako kolony napliiové, misto toho je vnitini sténa
potazena tenkym filmem nebo kapalnou fazi. Vzhledem k tomu, Ze trubice je otevfend, jeji
odpor vuci proudéni je velmi nizky, a proto se nazyva oteviena trubkova kolona. (Pino, 2015)
Typické rozméry kapilarnich kolon jsou vnitini prumér 0,05-0,53 mm a délka 10-50 m.
Kapilarni kolony z taveného oxidu kiemicitého jsou pevné a flexibilni, maji vétsi povrch, ktery
zlepsuje jejich vykon. Existuji tii rizné typy kapilarnich kolon, a to kapilarni kolona s kapalnou
stacionarni fazi tvorici tenky film (WCOT), oteviena kapilarni kolona S vrstvou nosice se
zakotvenou kapalinou (SCOT) a oteviena trubicova kolona s tenkou vrstvickou porézniho
materialu (PLOT). (Kataoka, 2014)

Oblibené jsou WCOT kolony diky jejich vysoké separa¢ni ucinnosti a jsou znamé jako
kapilarni GC kolony kvili jejich vSudypfitomnosti. Jsou obvykle vyrobeny z taveného oxidu
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ktemic¢itého a jsou extrémné odolné, pokud je aplikovan vnéjsi povlak z polyamidového
polymeru. Pfiblizny rozsah provoznich teplot u GC kolon z taveného oxidu kiemicitého je
60-350 °C v zavislosti na typu SF. (Shellie, 2013) Jsou dlouhé typicky az 100 m s vnitinimi
praméry kapilarnich rozmérG potazenymi tenkym a obvykle imobilizovanym filmem SF
opoustéjicim otevieny vnitini prichod sttedem kolony. Jedna se o kolony, které¢ dominuji spolu
s naplnovymi kolonami v GLC. (Poole, 2013)

Oteviené trubkové kolony s porézni vrstvou a napliové kolony dominuji v GSC. Jsou
totozné s WCOT, ale kapalnéd faze je nahrazena vrstvou jemnych adsorpcnich ¢astic. WCOT
a PLOT jsou prvni volbou pro analytické separace, protoze maji vynikajici kapacitu
a chemickou inertnost. (Poole, 2013) PLOT obsahuji porézni vrstvu pevného adsorbentu jako
je oxid hlinity, molekularni sita nebo Porapak. Jsou vhodné pro analyzu svétla, netékavych
plynu a dalsich tékavych sloucenin. (Pino, 2015)

SCOT jsou kapilarni kolony obsahujici kapalnou fazi, kterou je potazen povrch vrstvy
velmi jemného pevného nosného materialu. Tyto kolony mohou pojmout vice kapalné faze
a maji vyssi kapacitu vzorku nez WCOT. Se zavedenim zesitovacich technik bylo mozné
pouziti stabilnich tlustych vrstev v kolonach WCOT a tim se staly kolony SCOT nadbyte¢nymi.
(Pino, 2015)

Zavadéni vzorku

Zavedenivzorku v GC je zasadni. Vzorek musi byt zaveden do hlavy kolony jako uzky
pas, jinak se snizi rozliSeni. Slozeni injektované zatky by mélo byt skutecné reprezentativni pro
pivodni smés, aby nedoSlo k ovlivnéni kvality kvantitativnich vysledkd. Existuje fada
injektord, které umoznuji zavedeni Siroké Skaly vzorkii. Spravna volba injekéniho rezimu
a spravna technika maji zdsadni vyznam pro ziskani vysoce kvalitnich vysledkti GC analyzy.

(Shellie, 2013)
Split/splitless metoda

Nejbéznéjsi injekeéni technikou je vstiikovani kapaliny pfes samotésnici prepazku
do vyhi#ivaného split/splitless injek¢éniho portu. Kapalny roztok vzorku se odpafuje
ve vyhfivaném portu. Pro délené vstiikovani vstupuje do kolony pouze mala ¢ast pary a zbytek
je odvadén do odpadu. Dé€lené vsttikovani by se mélo pouzivat pro koncentrované kapalné
vzorky a pouziva se také pro analyzu plyna a headspace. Pritok az k bodu rozdéleni je vysoky,
takze vsttikovaci port se rychle vyprazdni. Primarni vyhodou dé€leného vstiikovani je to, ze se
do kapilarni GC kolony zavadéji uzké vsttikovaci pasy. Délené vstiikovani je idealni pro

separace s vysokym rozlisenim a rychlou GC. Vétsina vzorku se odvadido odpadu, proto neni
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vhodné vyuzivat délenou injekci ke stopové analyze. Rozdéleni nékdy zpisobi diskriminaci
vysokomolekularnich rozpusténych latek ve vzorku, takze vzorek vstupujici do kolony nemusi
byt reprezentativni pro vzorek vsttikovany. (Shellie, 2013)

Piimé vstiikovani

Ptimé vsttikovani se pouziva u kapilarnich kolon se Sirokym primérem (>0,32 mm)
provozovanych pfi relativné vysokych prutocich 5-15 ml/min. Injektorse sklada z termostatové
horké odpafovaci komory s pfimym spojenim mezi vlozkou a kolonou. (Poole, 2018)

Injektor programovaného teplotniho vaporizéru

Injektor programovatelného teplotniho vaporizéru (PTV) lze pouzit jako split/splitless
injektor pro vzorky normalniho obejmu nebo jako velkoobjemovy injektor. Ve srovnani
se split/splitless vstfikovanim PTV injektor vyrazné snizuje diskriminaci méné tékavych
sloucenin, minimalizuje tepelnou degradaci kvili krat$i dobé setrvani vzorku pii zvySenych
teplotach a je adaptabilni pro zavedeni Siroké Skaly objemt vzorkid. Velkoobjemové injekce
jsou zajimavé, protoze umoziuji zvySeni detekovanych signall, které jsou dulezité pro
stopovou analyzu. Tento typ je také tolerantngjsi k netékavym slozkam matrice a poskytuje
dobrou kvantitativni pfesnost. Dale se pouziva také jako uzite¢né spojeni metod piipravy
vzorkll s GC, jako je HPLC, extrakce superkritickou tekutinou, pevnad extrakce a tepelna

desorpce. (Poole, 2018)

Vstiikovani na kolonu

Pti vstiikovani na kolonu je vzorek v kapalném stavu piimo zavadén do kolony tenkou
injekéni jehlou bez odpafovani nebo rozdéleni toku. Injektory na koloné vyzaduji pouziti
kapilarnich kolon s vnitinim primérem v rozsahu 0,2-0,5 mm. Tento zpusob vstiikovani
zabrafniuje diskriminaci a minimalizuje degradaci termostabilnich sloucenin, ale analyzované
latky musi byt ¢isté a bez netékavych slozek. (Ruiz-Matute, 2018)

Detektory

Ulohou GC detektoru je produkovat méfitelny elektronicky signal jako odezvu na latky
eluované z kolony. Pro GC aplikace je k dispozici cela fada detektorti. Nékteré detektory jsou
citlivé pouze na specifické typy chemickych sloucenin, zatimco jiné jsou povazZovany

za univerzalni, protoze jsou schopny detekovat téméi vSe. Detektory se také lisi jejich limity

wewr
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Plamenové ioniza¢ni detektor

Vrwve v

Popularita plamenov¢ ioniza¢niho detektoru (FID) je zapfi¢inéna jeho téméf univerzalni
odezvou na organické slouceniny, nizkymi detek¢énimi limity, dlouhodobou stabilitou, nizkym
mrtvym objemem, jednoduchou konstrukci, rychlou odezvou a vyjimecCnym linearnim
dosahem. Pouze napf. fixni plyny (He, Ar, Ne,..), nékteré oxidy dusiku, slouc¢eniny obsahujici
jeden atom uhliku vazany na kyslik nebo siru , voda a dalsi neposkytuji vyznamnou odezvu.
Detektorje nékdy oznacovan jako uhlikové selektivni detektors téméf stejnou molarni odezvou
pro uhlovodiky na zéklad€ jejich poctu atomi uhliku a relativni odezvou pro slouceniny

obsahujici uhlik pouze s n¢kolika atomy uhliku. (Poole, 2016)
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Obrazek 4 Schéma FID, prevzato a upraveno z: Morad, 2014

Signal FID (viz. Obrazek 4) je vysledkem spalovani organickych latek v malém
plamenu vodik-vzduch. Nosny plyn kolony je smichdn s vodikem a spalen v tzkém otvoru
v komote, kterou proudi piebyte¢ny vzduch. Jako zapalovac slouZzi zhavici svicka, kterd se
na okamzik zapne pii spusténi. lonty produkované v plamenu se shromazd'uji aplikaci malého
napéti mezi Spicku trysky a valcovou elektrodu umisténou nékolik milimetri nad plamenem.
Mal¢ iontové proudy jsou pievedeny na napéti a zesileny pfesnym elektrometrem. Dulezité
kroky pfi ionizaci jsou tvorba radikald, vyzadujici nepiitomnost kysliku a chemicka ionizace
radikalt reakci satomarni nebo molekularnim Kkyslikem v excitovaném stavu. Degradace

organickych sloucenin v plamenu je pravdépodobné dusledkem utoku atomi vodiku
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zptsobujicich §t&peni vazeb uhlik-uhlik. Stépeni nenasycenych vazeb probiha po hydrogenaci.
(Poole, 2016)

Detektor elektronového zachytu

Detektorelektronového zachytu (ECD) je selektivni detektor, protoze analyty s vysokou

elektronovou afinitou jako jsou halogenové organické slouceniny, jsou detekovany ve velmi
malych mnozstvich na koloné. Z tohoto divodu se ECD ¢asto pouziva v GC pro stanoveni

halogenovanych kontaminantd v riznych typech vzorku. (Tranchida, 2020)

Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr (MS) nezjisti pouze piitomnost nebo nepfitomnost analytu, ale
i poskytne strukturalni informace o molekule, coz ¢asto umozni jeji identifikaci. Sam o sob¢ je
extrémné vykonny nastroj, ktery se vSak stava nevyuzitelnym pii analyze komplexnich smési
analytl. Jeho optimalni vyuziti totiz spociva v analyze Cistych sloucenin, kdy je identifikace
neznamych latek nejpravdépodobnéjsi. (Stauffer, 2013)

Vzorek je nejprve vstiikovan do GC, separovan pies kolonu a néasledné prochazi
pienosovou linkou a je analyzovan v MS. Cely d¢j je fizen pfes pocitac. Spojeni GC-MS
neptidava pouze schopnost jednoho k druhému, ale znasobuje ob¢ schopnosti a vede k Giplnému
analytickému nastroji. Zatimco specificnost GC samotné a samotné MS neni vysoka, tak
kombinace obou vede k enormnimu zvyseni specificnosti. Pokud by dvé slouceniny nebyly
separovany chromatografickym procesem, tak existuje velka Sance, ze budou vykazovat odlisné
strukturalni tdaje a budou rozliseny pomoci MS. Dvé podobné slouceniny vykazujici velmi
blizké hmotnostni spektrum maji velkou Sanci, ze budou od sebe odliSeny za pomoci separace
chromatografickym procesem. [ tak se najdou slouCeniny, které maji velmi blizké
chromatografické a strukturalni charakteristiky napf. strukturdlni izomery, které spojeni
GC-MS nerozlisi. (Stauffer,2013)

Vétsina typtt MS lze upravit tak, aby odebiraly vytok z GC kolony za piedpokladu,
ze Cerpani iontoveého zdroje je dostatecné k odstranéni nosného plynu. Kvadrupdlové pfistroje,
ve kterych je separace iontl dosazeno tim, ze se ionty nechaji driftovat mezi Ctyfmi
soustfedénymi tycemi nesouci stejnosmérny a stiidavy potencial jsou pravdépodobné nejlépe
pfizplisobeny této technice, diky jejich rychlym skenovacim vlastnostem a absenci vysokych
potenciali iontovych zdroju. V posledni dobé byly pro monitorovani vytokiu z GC kolon
pfizplsobeny pfistroje pro méfeni doby letu. Jednou z hlavnich vyhod upraveného analyzatoru
doby letu je vysoka citlivost, protoze vétSina iontl, které jsou pulzovany do analyzatoru

nakonec dosahnou detektoru. (Harvey, 2017)
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Vyuziti plynové chromatografie pri identifikaci lipidi

Analyza MK v lipidech je vyzadovana v fad¢ Iékaiskych i nutri¢nich oborech.
V konvenénich metodach jsou MK izolovany pomoci TLC poté derivatizovany a nasledné
stanoveny jako methyl-estery mastnych kyselin (FAME) pomoci GC. (Ichikara, 2020)

Nejvice vyuzivanou metodou pro analyzu MK je tedy GC. Casal a Oliveira uvadéji,
ze GC analyza MK je prvni chromatografickou metodou znamou v analyze MK po dobu 60 let.
Hlavnim krokem v GC analyze je tedy pfeména MK na vhodné tékavé derivaty. NejCastéji se
jedna o derivaty methyl-, ethyl-, isopropyl-, které¢ jsou ziskané esterifikaci MK. Tento postup
usnadiiuje tékavost MK a zlepSuje separaci a citlivost na detektory. Vyuzivaji se tyto
esterifikacni metody: methylace katalyzovana H¥, esterifikace katalyzovana OH", esterifikace
benzylalkoholem, chloridem boritym a dal§i. Rychlou a levnou metodou je kyanomethylova
derivatizace. Soucasny vyzkum ukazuje, ze detekéni metoda ionizace plamenem je nejbéznéjsi
analytickou metodou pouzivanou pii rutinni kvantitativni analyze MK v raznych matricich.
Jedna se o levnou metodu ve srovnani s GC-MS. Studie provedené spole¢nosti Schreiner
potvrdily piesnost a robustnost této techniky pro kvantifikaci dlouhych fetézciit PUFA. Od roku
2002 doslo k nartstu vyuzitelnosti GC-FID pro stanoveni omega-3, omega-6 MK ve vzorcich.
Podle Bockinga a spolupracovnikii 1ze PUFA véetné¢ omega-3, omega-6 a kyseliny linolové
kvantifikovat pomoci GC-FID v séru pro klinickou diagnostiku a pfi kontrole kvality potravin.
(Dotowy, 2015)
1.3.3 Tenkovrstva chromatografie

TLC poskytuje rychlou, levnou a piesnou metodu pro kvalitativni analyzu. VyZzaduje
minimalni a snadno dostupné vybaveni a vyuzivd snadno naucené laboratorni dovednosti.
Metody, které pouzivaji pokroCilé pfistrojové vybaveni pro separaci jsou zndmy jako
vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (HPTLC), instrumentdlni TLC a moderni TLC, aby
se odlisily od své matetské konvencni TLC. (Poole, 2013)
Princip TLC

TLC (viz. Obrazek 5) pouziva jako pevnou fazi tenkou sklenénou desku potazenou bud’
oxidem hlinitym nebo silikagelem. SF je rozpoustédlo zvolené podle vlastnosti slozek smési.
Principem TLC je rozdéleni slouceniny mezi pevnou fazi (tenkou vrstvu) nanesenou
na sklenénou nebo plastovou desku a kapalnou MF (elu¢ni rozpoustédlo), ktera se pohybuje
po pevné fazi. Malé mnoZstvi slouceniny nebo smési se aplikuje na vychozi bod tésn¢ nad dnem

TLC desky. (Bele, 2011)
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Obrazek 5 Obecny postup TLC, prevzato a upraveno z: mz-at.de

Desticka se potom necha vyvijet ve vyvijeci komote, ktera obsahuje smés rozpoustédel,
tak aby jejich hladina sahala tésné pod uroven aplikovanych vzorkli na desce. Rozpoustédlo je
nasavano c¢asticemi na descCe prostiednictvim kapilarniho puasobeni, a jak se rozpoustédlo
pohybuje nad smési, tak kazda sloucenina bud’ ziistane v pevné fazi nebo se rozpusti
Vv rozpoustédle a pohybuje se po desce dal nahoru. Zdase sloucenina posune na desce dale nebo
ne zavisi na fyzikalnich vlastnostech jednotlivé slouceniny a zavisi tedy na jeji molekularni
struktufe, zejména funkénich skupinach. Plati, Ze ¢im podobnégjsi jsou fyzikalni vlastnosti
slouceniny a MF, tim déle zistane sloucenina v MF. MF nese nejrozpustnéjsi slouceniny
nejdale po TLC desce. Slouceniny, které jsou méné rozpustné v MF a maji vyS$si afinitu
k ¢asticim na TLC desce tak zistavaji pozadu. (Bele, 2011)
Sorbenty pouzivané v TLC
Silikagel

Nejvice pouzivanym sorbentem pro TLC praci je silikagel. Je to amorfni porézni matrice
vyrobena pfidanim kyseliny doroztoku kiemicitanu sodného. Pii spravném fizeni hydratacniho
procesu se silikagel zasituje za vzniku hydrogelu, ktery se poté promyje a susi, tim se ziska
silikagel o velikosti por 60 A a povrchem 500 m2/g. Silikagel o téchto parametrech je
standardem pouzivanym v TLC po mnoho let. Aktivni ¢asti jakéhokoli povrchu silikagelu jsou
skupiny Si-O-H (silanoly), které se vazi na polarni skupiny na slouc¢eninach ve smési v rizné
mife, coz umoziuje rozdilnou migraci (separaci). Vodase siln¢ vazZe na silanoly, takze kontrola
vlhkosti ve vzruchu arozpoustédel pouzitych k ptipravé MF je dulezita pro dosazeni
reprodukovatelnych vysledkd. Povrchové pH vétsiny silikagelii je neutrdlni, a to tedy umoziuje
separaci neutralnich, kyselych a zasaditych sloucenin. (Rabel, 2018)
Alumina

Alumina (Al203) je dalsi oxid kovu vyuzivany Vv aplikacich TLC. Na tenkych vrstvach
oxidu hlinitého je sorpce zalozena na c¢astecnych kladnych a zapornych nébojich na povrchu

a ptipadné vod¢ na ném sorbované. Oxid hlinity mize byt vyroben tak, aby jeho povrch byl
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zasadity, neutralni nebo kysely. To umoziuje adsorpcni separaci pouze na zaklad€ povrchového
pH. Dalsi separacni charakteristikou je rozdilnd velikost porit povrchu. Byla provedena cela
fada separaci za vyuziti oxidu hlinitého, a to zejména bazickych latek a polyaromatickych
uhlovodika. (Rabel, 2018)
Mobilni faze

MF pouzivand pro silikagel je organické rozpoustédlo nebo smés organickych
rozpoustédel. Jak se MF pohybuje kolem povrchu silikagelu, transportuje analyt kolem castic
SF. Molekuly analytu se vSak mohou voln¢ pohybovat s rozpoustédlem, pouze pokud nejsou
vazany na povrchu silikagelu. Zlomek casu, po ktery je analyt vazan na povrch silikagelu
vzhledem k dobé¢, kterou stravi v roztoku, tedy urCuje RF. Na schopnost analytu vazat se
na povrch silikagelu v pfitomnosti konkrétniho rozpoustédla nebo smési rozpoustédel lze
pohlizet jako na soucet dvou kompetitivnich interakci. Za prvé, polarni skupiny v rozpoustédle
mohou soutézits analytem o vazebna mista na povrchu silikagelu. Pokud se tedy pouzije vysoce
polarni rozpoustédlo, bude s nim siln¢ interagovat povrch silikagelu a zanecha na ném nékolik
mist SF bez vazby analytu. Analyt se proto bude rychle pohybovat pies SF. Podobné mohou
polarni skupiny v rozpoustédle siln¢ interagovat S polarnimi funkénimi skupinami analytu
a zabranit interakci analytu s povrchem silikagelu. Tento efektvede k rychlému pohybu analytu
pii prichodu SF. Navic se musi brat v ivahu schopnost rozpoustédla utvaret vodikové vazby.
Prikladem je methanol, ktery je silnym donorem vodikové vazby a silné inhibuje schopnost
vSech analytt, kromé téch nejpolarnéjSich, vazat se na povrch silikagelu. (Kumar, 2013)
Aplikace vzorku na TLC desku

Zafizeni pro aplikaci musi zajistit spravné umisténi vzorku na TLC desce a pfesné
davkovani specifickych objemti vzorku. Dale je tfeba zabranit jakémukoli poSkozeni vrstvy.
Moderni piistroje podporuji umisténi vzorkli ve smérech x a y bud’ v pfedem definovanych
nebo volitelnych krocich. Zatimco manudlni zafizeni obecné vyuzivaji pravitko,
automatizované aplikatory vzorkii obsahuji  softwarové fizenou mechaniku pro
reprodukovatelné umisténi vzorkli. Pro ru¢ni davkovani vzorku se pouzivaji jednoradzové
kapilary s pevnym objemem, odmémé mikropipety nebo mikrostiikacky. Automatizované
pfistroje pouzivaji motorem pohanéné injekéni stiikacky. (Reich, 2017)

Existuji dva zakladni zpsoby pfenosu vzorku na vrstvu, kontaktni nanaseni a aplikace
sprejem. Bé&hem kontaktniho nanaseni je vzorek pfenesen do vrstvy kapilarnim piasobenim,
kdyz se kapilara nebo jehla dotkne povrchu. Délka kontaktu a davkovany objem vzorku urcuji

velikost aplikovaného mista. Pokud je vzorek rozpuStén v silném rozpousStédle a jsou
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aplikovany velké objemy, bude béhem aplikace probihat kruhova chromatografie, ktera ma
za nasledek tvorbu zdeformovanych zon. Technika sprejovani tento problém piekonéava.
Vzorek je atomizovan pomoci stlaeného vzduchu nebo inertniho plynu, kdyz opousti Spicku
stitkacky aplikatoru. Timto zpisobem lze dosahnout ostie zaméfené startovaci zony. Upravou
rychlosti davkovani se l1ze vyhnout smaceni SF béhem aplikace, a tim se eliminuje jakakoliv
nezadouci chromatografie. (Reich, 2017)

Vyvijeni v TLC komofre

Existuje mnoho typt vyvojovych komor pro TLC, které byly navrzeny s funkcemi, které
pomahaji fidit reprodukovatelnost vyvoje. Komora by samoziejmé méla byt dostatecné velka,
aby se doni vesla TLC deska. Pro malé TLC desti¢ky postaci jakakoli mala sklenénd nadoba
se Sroubovacim uzavérem. Komory bez Sroubovacich uzavéri by mély byt uzavieny pomoci
vakuového vaziva, aby byla komora co nejlépe utésnéna. Vyvoj v normalni fazi a v reverzni
fazi je jednoduchy. Po umisténi desticky do vyvijeci komory a zavieni vika se desticka vyviji,
dokud se rozpoustédlo nedostane blizko horni ¢asti desticky. Poté mlze byt odstranéna pro
vizualizaci. (Santiago, 2013)

Vizualizace

Po vyvolani TLC desticky Ize pouhym okem vidét pouze barevné slouceniny, ale mnoho
sloucenin zbarvenych neni, a proto je nezbytna alternativni metoda vizualizace desky. Existuje
mnoho metod pro vizualizaci TLC desti¢ek. Metody vizualizace spadaji dotii tfid: destruktivni,
polodestruktivni a nedestruktivni. RUzné skvrny spadaji do tfidy metod destruktivni
vizualizace, protoZe jakdkoli slou€enina pfitomna na desce se rozloZi a vytvoii tmavou skvrnu.
Nékterd vizualizani €inidla jsou univerzalni, protoZze umoziuji vizualizaci mnoha riznych
funk¢nich skupin nebo tfid slou€enin. Jina barviva mohou dobie fungovat pouze pro urcitou
tfidu sloucenin. Pro detekci aminokyselin a aminti se vyuziva ninhydrin, ktery pii reakci
s aminoskupinou vytvaii fialové az hnédé skvrmy. Déle pro detekci organickych kyselin se
vyuziva bromkrezolova zelen, ktera s nimi utvafi zluté skvrny na modrém pozadiatd. (Meyers,
2008)

Jako polo-destruktivni metoda vizualizace se vyuZzivaji pary jodu. Mnoho slou¢enin je
absorbuje a na svétle hnédém pozadi se zméni na tmavé hnédé. Jod ma silnou afinitu
k nenasycenym nebo aromatickym slouceninam. Zmeéna barvy vsak neni vzdy trvala, takze
mista by méla byt oznacena tuzkou pro budouci pouziti. Dale je mozné pouzit k vizualizaci
urcitych sloucenin UV svétlo, pokud obsahuji UV indikator. Slouc¢eniny obsahujici chromofor

absorbujici UV zéfeni se nazyvaji UV aktivni a lze je touto metodou vizualizovat. Takové
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slouceniny blokuji absorbanci UV svétla fluorescenénim indikatorem a vytvaieji tmavé skvrny
na svétlém pozadi. Z toho diivodu je tato metoda ozna¢ovéana jako UV stinovaci a fadi se mezi
nedestruktivni metody, protoze nefotolabilni slouceniny se za téchto podminek obecné
nerozkladaji. Pro tento ucel detekce jsou komercné dostupné ru¢ni UV lampy s UV svétlem
s dlouhou i kratkou vinovou délkou. Viditelné tmavé skvrny je tieba zakrouzkovat tuzkou pro
budouci pouziti. (Meyers, 2008)

Vyuziti TLC p¥i stanoveni lipida

Metoda TLC a jeji zpfesnénda metoda HPTLC jsou v dnesni dob¢ nepostradatelnymi
nastroji moderni analytické chemie. V oblasti lipidli se TLC klasicky pouziva pro rutinni
separace, identifikace jednotlivych lipidi a jejich kvantitativni stanoveni.

Nejoblibenéjsi SF pro separaci lipidl jsou silikagel, oxid hlinity a kiemelina, pficemz
zcela dominantni je silikagel. V normalni fazi TLC je SF polarni (silikagel) a MF zcela
nepolarni (rozpoustédla typu hexan nebo chloroform). Chromatografie na normalni fézi je
standardni metodou separace lipidi podle rozdili v polarité zptisobenych rozdily v hlavnich
skupinach. Hlavni vyhodou TLC je to, Zze oddélené lipidové frakce lze snadno vizualizovat
vazbou na barvivo. VyuZivaji se pro barveni napt. 2°,7°-dichlorofluorescein nebo rhodamin.
Tyto barviva davaji zluté nebo rizové skvrny, pokud je TLC deska osvétlena UV svétlem.
(Fuchs, 2011)

Jako bézné modifikatory silikagelu se pouzivaji dusi¢nan stfibrny a kyselina borita.
Dusi¢nan stiibrny je zvlasté uzite¢ny pro separaci glycerolipidi nebo VMK s riznym stupném
nenasycenosti. Naproti tomu impregnace oxidu kiemicitého kyselinou boritou je metodou
volby Kk rozliSeni izomernich lipida jako jsou 1,2- a 1,3- monoacylglyceroly nebo lipidy se
sacharidovymi skupinami. (Fuchs, 2015)

1.3.4 Priklady vnitinich standardi pro stanoveni lipidi

Jing X Kang se svymi kolegy ve své praci pouzili pro stanoveni lipida jako interni
standard (I1S) MK C23. Tuto kyselinu pfidali ke vzorku tkan¢ na zacatku stanoveni. V této studii
byly bunky extrahovany pomoci smési chloroform-methanol (2:1) s 0,005% butylovanym
hydroxytoluenem a poté se smés nechala 1 minutu intenzivné michat. Dale se smés ponechala
pii 4 °C pres nocC. Druhy den se piidal 1 ml 0,9% NaCl a smés se znovu promichala. Faze
s lipidy se odebrala. Chloroform byl vysusen pod dusikem a MK podrobena methylaci. (Kang,
2005)

V dalsi praci bylo vyuzito vice IS. Pro TAG C13, PL-fosfatidylcholin C23 a pro

methylestery-methylester C21. Varia¢ni koeficient byl mensi nebo roven 2,5, opakovatelnost
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metody < 15 % a stfedni reprodukovatelnost < 15 %. Popis ptipravy vzorku: 200 ul vzorku
bylo smichano s KH2PO4 (0,5 M roztok, tj. 0,3 ml), 1,5 ml chloroformu a 0,5 ml methanolu.
Nasledovala methylace, kdy se v 10 ml zkumavce smichalo 200 pl plazmy a ethanolu se 100
ul IS C13 a 100 pl roztoku IS C23. Do nadoby byly pfidany 2 ml methanolu a 2 ml plynného
HCI v bezvodém methanolu a nakonec 1 ml n-hexanu. Pevné uzaviené zkumavky byly
zahiivany na 100 °C po dobu 60 minut za obCasného michani. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu se ptidaly ke smési 2 ml vody a zkumavka byla intenzivné protfepana a centrifugovana
pti 1200x / min. po dobu 5 minut. Po odebrani byla horni organicka faze ptenesena do GC. Pii
analyze erytrocytd byl pouZit lyza¢ni pufr a interni standard C23. Na rozdil od stanoveni
v plazmé, kdy se pouzil ethanol a interni standard C13. (Cruz-Hernandez, 2017)

Pro analyzu FAME v krvi a dalSich biologickych vzorcich se jako IS pouziva hlavné
kyselina margarova C17 a nonadekanova C19. Néktefi autofi pouzili ke stanoveni PUFA v séru
kyselinu dokosatrienovou C22:3n3. Pro stanoveni PUFA v rybim oleji byla pouzita kyselina
trikosanova C23 a C24:1n9. (Tvrzicka, 2002)

Dalsi studie ukazuje systém schopny selektivné oddélit plazmatické PL od jinych
lipidovych tfid béhem nékolika minut. V této praci byla vyuzita smes |S. Tento smésny standard
obsahoval cholesterylheptadekanoat, tritridekanoin, kyselinu arachidonovou, diolein,
monolinolein, L-a-fosfatidylcholindiarachidoyl. Jako 1S pro kvantifikaci fosfolipidové
a nepolarni lipidové frakce byl pouzit 1,2-ditridekanoyl-sn-glycero-3-fosfocholin a kyselina
stearova. Experimenty pted chazejici této praci prokazaly, Ze nejlepSim rozpoustédlem pro eluci
neutralnich lipidt z papiru oSetfeného silikagelem aniz by dochazelo k rozpousténi PL, byl
aceton. Vysusena skvrna byla poté namocena v 1 ml acetonu na 10 minut, aby se eluovaly
vSechny lipidové tfidy kromé& PL. Po druhém promyti byla skvrna standardni smési umisténa
do 6 ml scintila¢ni lahvicky pro transesterifikaci MK. (Liu, 2020)

V dalsi praci byla jako IS vyuzita kyselina heptadekanova. Kdy se k 0,2 ml lidské
plazmy ve sklenéné zkumavce piidalo 0,6 ml methanolu obsahujiciho 5 pg kyseliny
heptadekanové a 1 pg 2,6-di-terc-butyl-p-kresolu jako antioxidantu. Nasledné se smés nechala
vortexovat po dobu 2 minut. Zkumavka byla centrifugovana pti 1500x / minutu po dobu 3 minut
a supernatant byl pfenesen do nové sklenéné zkumavky. SraZzeniny byly znovu extrahovany 0,2
ml 75% methanolem. Po vortexovani a centrifugaci byl supernatant smichan S prvnim
methanolickym roztokem. K novému roztoku byl pfidan 1 ml vody, 0,6 ml
terc-butylmethyletheru (tBME) a 0,02 ml 10% trimethylsilyldiazomethanem v hexanu. Smés
byla vortexovana po dobu 2 minut a inkubovana pii laboratorni teploté 30 minut. Reakce byla

ukoncena ptidanim 5 pl kyseliny octové a vytvofené¢ FAME byly extrahovany 0,5 ml hexanu.
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Zkumavka byla vortexovana 1 minutu a centrifugovana pti 1500x / minutu po dobu 1 minuty.
Vrstva hexan / tBME byla pifenesena do nové zkumavky a odpafena do sucha ve vakuu.
Koncentrat byl rozpustén v 1 ml hexanu a promyt 95% methanolem, aby doslo k odstranéni PL.
Hexanova vrstva se promyla 1 ml vody, odstiedila 1 minutu p#i 1500 ota¢kach za minutu
a odpafila se do sucha ve vakuu. Takto vzniklé FAME byly rozpustény v 0,06 ml hexanu nebo
izooktanu a alikvot o objemu 1 pl byl nastiknut do GC. (Ichihara, 2020)

V posledni praci byly vyuzity dvalS. Prvni IS byl 10,11-dichloroundekanova kyselina
a jako druhy byl pouzit kyselina tetradekanova. Tyto IS byly pfidany az po provedeni TLC.
Postup: Alikvoty lipidovych extraktd a také VMK vyskrabané z TLC desticky byly doplnény
10 pg kyseliny 10,11-dichloroundekanové (1. IS v 10 ul n-hexanu). Nasledovalo oSetfeni 2 ml
1% kyseliny sirové v methanolu v piskové lazni po dobu 1,5 hod za G¢elem pienosu vSech MK
v roztoku do FAME. Po ochlazeni na ledu byly pfidany 2 ml ¢isté vody, nasyceného vodného
roztoku NaCl a FAME byly extrahovany 2 ml n-hexanu. Dale bylo pfidano 5 pg ethylesteru
kyseliny tetradekanové (2. IS fedény 10 pl hexanu) a vysledny roztok vzorku byl zméteny

pomoci GC/MS. (Eibler, 2017)
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1

Pristrojové vybavenia pracovni pomitcky pro tenkovrstvou a plynovou
chromatografii

automatické pipety

o Eppendorf, Hamburk, Némecko
centrifuga MPW-340

o Mechanyka Precyzna, Varsava, Polsko
chromatografickd vana
chromatografické vialky s pryZovym septem

o Augilent Technologies, Santa Clara, CA, USA
inserty do chromatografickych vialek

o Augilent Technologies, Santa Clara, CA, USA
kolona HP-88

o Augilent Technologies, Santa Clara, CA, USA
magnetickd michadla
mikrozkumavky Eppendorf
odmérné valce — 50 a 100 ml
pasteurovy pipety
plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A GC

o Augilent Technologies, Santa Clara, CA, USA
pyrexové zkumavky

o Barloworld Scientific Group Limited, Stone, Velka Britanie
sklenéné pipety —5 a 10 ml
stiikaci pistole Desaga pro chromatografii na tenké vrstvé

o Heidelberg, Némecko
termoblok s odpafovacim zafizenim a michanim:

o Pierce Reacti.Thermo Scientific, Asheville, NC, USA
tfepatka REAX top

o Heidolph instrumenst GmbH & Co. KG, Schwabach, Némecko
UV 240 lampa

o A. Kiriiss Optronic GmbH, Darmstadt, Némecko
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2.2 Pouzité chemikalie

Mmobilni faze pro TLC
diethylether, p.a., nestabilizovany
e vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR
e baleni 1000 ml, obsah 99,7 %, hustota 714 kg/m3, M = 74,12 g/mol, ¢&islo
2611091121
kyselina octova, Cista

e vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR

e baleni 1000 ml, obsah 99 %, hustota 1050 kg/m3, M = 60,05 g/mol, &islo
1907280714
n-hexan, p.a.

e vyrobce: Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, CR
e baleni 1000 ml, obsah 99,43 %, hustota 660 kg/m3, M = 86,18 g/mol, ¢islo
PP/2019/05665
deproteinacni roztok
isopropylalkohol, p.a.
e vyrobce: Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, CR
e baleni 1000 ml, obsah 100 %, hustota 780 kg/m3, M = 60,1 g/mol, &islo
PP/2017/02567
kyselina trihydrogenfosfore¢na, p.a.
e vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR
e baleni 1000 ml, obsah 84-87 %, hustota 1700 kg/m3, M = 98 g/mol, &islo
1801230113
n-heptan, Cisty

e vyrobce: Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, CR

Sarze:

Sarze:

Sarze:

Sarze:

Sarze:

e baleni 1000 ml, hustota 680 kg/m3, M = 100,21 g/mol, ¢&islo Sarze: PP/2010/14672

detekéni €inidlo
2¢,7¢-dichlorfluorescein

e vyrobce: Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Némecko

e Daleni 100 ml, 90 %, pro TLC, M =401,2 g/mol, ¢islo Sarze: 319108554
interni standardy

Tripentadecanoin (I1S1)
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e vyrobce: Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Svédsko
e |Spro TAG
Cholesteryl pentadecanoat (1S2)
e vyrobce: Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Svédsko
e |Spro ECH
1,3-dipentadecanoin (1S3)
e vyrobce: Larodan Fine Chemicals AB, Malmé, Svédsko
e |Spro DAG
kyselina pentadecanova (1S4)
e vyrobce: Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Svédsko
e |Spro FFA
kyselina cis-13,16,19 dokosatrienova (I1S5)
e vyrobce: Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Svédsko
e |Spro FFA
1,2-dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (1S6)
e vyrobce: Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Svédsko
e [SproPL
dalsi pouzité chemikalie
Acetylchlorid, Reagent Plus > 98%
e vyrobce: Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Némecko
e baleni 500 ml, ¢islo Sarze: STBD5754V
Dichlormethan, p.a.
e vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR
e baleni 1000 ml, obsah 99,5 %, hustota 1325 kg/m3, M = 84,93 g/mol, &islo Sarze:
2207100717
Chloroform, p.a.
e vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR
e baleni 1000 ml, obsah 99,8 %, hustota 1477 kg/m3, M = 119,38 g/mol, &islo Sarze:
PP/2013/01048
Methanol, p.a.
e vyrobce: Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, CR
e baleni 1000 ml, obsah 99,98 %, hustota 790 kg/m3, M = 32,04 g/mol, ¢islo Sarze: 220

Standard pro TLC: poolova plazma (plazma vice darct z kontrolni skupiny)
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Toluen, p.a.
e vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR
e baleni 1000 ml, obsah 99,28 %, hustota 870 kg/m3, M = 92,14 g/mol, &islo Sarze:
PP/2013/02444
Uhli¢itan draselny, bezvody
e vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR
e Daleni 1 000g, M = 138, 21 g/mol, ¢islo Sarze: 2608030821V
Tlakové lahve
Dusik: N2 4.0, UN 1066
e vyrobce: Linde Gas a.s., Praha, CR
Helium: He 5.0, UN 1046
e vyrobce: Linde Gas a.s., Praha, CR
Vodik: H2 5.0 > 99, 999
e vyrobce: Linde Gas a.s., Praha, CR
Vzduch: 02 20 %, N2 80 %, UN 1956
e vyrobce: Linde Gas a.s., Praha, CR
Chromatografické desky
TLC Silica gel 60, 25 Glass plates 20x20 cm, baleni 25 kust

e vyrobce: Merck, Darmstadt, Némecko
2.3 Pracovnipostup

2.3.1 Priprava kalibracnich roztoku internich standardii

Kalibra¢ni roztok 1S 1,2,3 a4 byl pfipraven smichanim riiznych objemt (odpovidajicich
danym koncentracim kalibra¢nich roztoki) koncentra¢niho roztoku (1 mg/ml) s odpovidajicim
objemem smeési toluen-methanol v poméru 1:4. Kalibra¢ni roztok IS 5 byl ptipraven smichanim
raznych objemt koncentracniho roztoku (250 pg/ml) s odpovidajicim objemem smési
toluen-methanol v poméru 1:4. Kalibra¢ni roztok IS 6 byl pfipraven shodnym postupem, ale
zZ koncentraéniho roztoku o koncentraci 25 mg/ml.

Od kazdého IS bylo piipraveno celkem 5 kalibra¢nich roztoku, jejichz teoreticka
koncentrace je 10,20,30,40 a 50 pg/ml. Skute¢né koncentrace, po piepocitani podle navazky IS
jsou uvedeny spolu s navazkou 1S 1,2,3 a 4 v Tabulce 5. 1S5 a I1S6 nejsou uvedeny v tabulce,

protoze jejich koncentrace nebyla prepocitavana z diivodu neznalosti ptesnych navazek.
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Tabulka 5 Skutecné koncentrace kalibracnich roztoki jednotlivych IS

IS navazka [g] skute¢na koncentrace [pug/ml]

1 0,0113 11,3 | 22,6 | 33,9 | 45,2 | 56,5
1 0,0105 105 | 21 | 315| 42 | 525
2 0,0104 10,4 | 20,8 | 31,2 | 416 | 52
3 0,0101 10,1 | 20,2 | 30,3 | 40,4 | 50,5
4 0,0103 10,3 | 20,6 | 30,9 | 41,2 | 51,5

2.3.2 Derivatizace kalibra¢nich roztoku internich standardi a jejich stanoveni

plynovou chromatografii

Derivatizace — pievedeni mastnych kyselin na odpovidajici methylestery

Do pyrexovych zkumavek byla vlozena magnetickd michadla a nasledné do nich byl
napipetovan 1 ml daného kalibra¢niho roztoku IS (1,2,3,4,5 a 6) a I ml smési toluen-methanol
vpoméru 4:1. Poté bylo do kazdé pyrexové zkumavky velmi opatrné ptidano 200 pl
acetylchloridu, ktery slouzil jako katalyzator reakce. Takto pfipravené zkumavky byly
uzavieny vickem s teflonovym té€snénim, tak aby nedochazelo k odpafovani rozpoustédla. Dale
byly zkumavky vlozeny do ptedem vyhiatého termobloku na 100 °C se zapnutym michanim
na aroven 8 po dobu 60 minut.

Po uplynuti reakéni doby byly zkumavky vytazeny z termobloku a ponechany
ve stojanku na ochlazeni na laboratorni teplotu. Do zkumavky bylo piidano 5 ml 6% roztoku
K2COs, ktery zneutralizoval vzniklé kyseliny v reakéni smési. Nasledovalo intenzivni tfepani
uzavienych zkumavek v rukou po dobu 2 minut a centrifugace 10 minut pii 3 000 otackach
za min. pfi laboratorni teploté. Centrifugaci byla smés ve zkumavkach rozd¢lena na dvé vrstvy,
horni organickou a dolni vodnou. Horni organické vrstvy byly odpipetovany do pfipravenych
sklenénych zkumavek a odpateny dosucha pod dusikem v digestofi. Ke kazdému odparku bylo
ptidano 100 ul smési toluen-methanol v poméru 1:4. Vzniklé roztoky byly fadné zvortexovany
a prepipetovany do chromatografickych vialek s insertem a uzavieny vickem s pryzovym
septem. Vzorky se do analyzy na GC skladovaly v lednici pfi teploté 4 °C.

Plynova chromatografie s plamenové-ioniza¢nim detektorem

Pripravené vzorky v uzavienych vialkdch byly naskladany do karuselu (max. 15

vzorkl). Dale byly pustény plyny. Na ventilu jsou dva budiky, prvni ukazuje mnozstvi plynu

V lahvi a druhym se nastavuje tlak. Pro méfeni byl tlak udrzovan na 6-7 bar. Poté byl zapnut
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GC bilym tlacitkem vlevo dole. Tlacitkem STATUS jsme mohli pfepnout do modulu, ktery

ukazuje, co se d&je v GC/FID jako napft. teploty a kolik procent je uz z daného vzorku zméteno.

Nastaveni sekvence méfeni

Nastaveni sekvence méfeni vzorkll bylo provadéno v programu Instrument 1 online.
Jako prvni byl méfen HEXAN, ktery se pouziva k promyti kolony. Hexan byl davan
do sekvence méfeni po kazdych 5 vzorcich i jako posledni vzorek pro méfeni. Teplotni program
na kolon¢ byl nastaven na: poc¢ate¢ni teplotu 130 °C po dobu 1 minuty, potom o 2 °C za minutu
do teploty 176 °C po dobu 2 minut, 0 1 °C za minutu do teploty 186 °C po dobu 1 minuty,
0 0,2 °C za minutu do teploty 190 °C po dobu 1 minuty, o 1 °C za minutu do teploty 220 °C
po dobu 4 minut. Celkovy €as analyzy jednoho vzorku byl 92 minut. Davkovani vzorku bylo
v modu split (10:1) a davkované mnozstvi vzorku bylo 1 ul. Typ kolony HP-88, ktery byl pouzit
pfi méteni FAME ma tyto parametry: 100 m x 0,250 mm x 0,20 p, teplotni limit od 50 °C
do 250 °C.
Vyhodnoceni vzorku

Ziskané chromatogramy byly integrovany Vv programu Instrument 1 offline. Pti
vyhodnocovani kalibra¢nich roztokl IS byl v zdznamu viditelny pouze 1 pik, ktery se se
zvySujici koncentraci kalibracniho roztoku zvétSoval. Ziskané hodnoty byly dale zpracovavany

v MS Excel 2010.
2.3.3 Stanoveni internich standardi s pool plazmou

Precipitace bilkovin a extrakce lipidi

Do ptipravenych sklenénych zkumavek bylo napipetovano 500 ul rozmrazené pool
plazmy, ke které bylo pfidano 2,5 ml deproteinacniho roztoku. Deproteinacni roztok byl
piipraven smichanim 2-propanolu, n-heptanu a 2M kyseliny fosfore¢né, a to v poméru 40:20:1.
Takto pfipravené smési byly promichany na vortexu a inkubovany 10 minut ve stojanku pfi
laboratorni teploté. Po inkubaci byl dozkumavek pfidan 1 ml jednotlivych kalibra¢nich roztoki
IS (napt. kalibra¢ni roztok o koncentraci 10 pl IS 1) a 1,5 ml destilované vody. Vzniklé smési
byly znovu promichany na vortexu a centrifugovany 10 minut pii 3 000 otackach za min.
Centrifugaci byla smés rozd¢lena na horni organickou a dolni vodnou fézi. Organické faze byly
piepipetovany do oznacenych pyrexovych zkumavek a odpateny do sucha v atmosféie dusiku
v digestofi.
Derivatizace— prevedeni mastnych kyselin na odpovidajici methylestery

viz kapitola 2.3.2
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Plynova chromatografie s plamenové-ioniza¢nim detektorem

viz kapitola 2.3.2
Vyhodnoceni vzorku

Ziskané chromatogramy byly integrovany V programu Instrument 1 offline. Pfi
vyhodnocovani kalibra¢nich roztoki IS s pool plazmou bylo v zaznamu vice viditelnych pikd,
ale pouze 1 pik, ktery se se zvySujici koncentraci kalibra¢niho roztoku zvétSoval. Ziskané
hodnoty byly dale zpracovavany v MS Excel 2010.
2.3.4 Stanoveni internich standardd pomoci tenkovrstvé a plynové

chromatografie

Na Obrazku 6 je schématicky znazornén postup celého experimentu. K této praci byla
zapotiebi pool plazma od zdravych darcu, kterd se ziskava centrifugaci vzorkd plné krve.
Po centrifugaci byla plazma odebrana do Eppendorf zkumavek a uchovana pii -20 °C
na Katedfe biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické Univerzity
Pardubice, dokud nebyla zapotiebi k analyze. Dalsimi kroky, které jsou podrobné rozepsany
nize, byla deproteinace této plazmy, rozdéleni vzorku do 5 lipidovych frakci, jejich derivatizace
a nasledné stanoveni vzniklych FAME GC. Vysledkem analyzy je chromatograficky zdznam

dané lipidové frakce.

odbér krve

\

deproteinace EDTA plazmy

Obrazek 6 Schématické zndzornéni experimentalni metodiky

kapilarni plynova chromatografie |= . " |
— = i.v, = s tn 041 b

chromatografie na tenké vrstvé
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Precipitace bilkovin a extrakce lipidi

Do piipravenych sklenénych zkumavek bylo napipetovano 500 ul rozmrazené pool
plazmy, ke které¢ bylo pfidano 2,5 ml deproteina¢niho roztoku. Byl pfipraven smichanim
2-propanolu, n-heptanu a 2M kyseliny fosfore¢né, a to v poméru 40:20:1. Takto piipravené
smési byly promichany na vortexu a inkubovany 10 minut ve stojanku pii laboratorni teploté.
Po inkubaci byl dozkumavek pfidan 1 ml jednotlivych kalibra¢nich roztokt IS (napt. kalibra¢ni
roztok o koncentraci 10 pul IS 1) a 1,5 ml destilované vody. Vzniklé smési byly znovu
promichany na vortexu a centrifugovany 10 minut pfi 3 000 otackach za min. Centrifugaci byla
smés rozdélena na horni organickou a dolni vodnou fazi. Organické faze byly piepipetovany
do oznacenych sklenénych zkumavek a odpafeny do sucha v atmosféfe dusiku v digestofi.
Piiprava mobilni faze pro tenkovrstvou chromatografii

Do chromatografické vany byla smichanim 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml
98% kyseliny octové piipravena MF. MF se v chromatografické vané nechala pted analyzou
40 minut sytit. Poté byly do vany umistény chromatografické desky s nadavkovanymi vzorky.
Do jedné chromatografické vany bylo mozné umistit pouze 2 TLC desky.
Piiprava chromatografické desky pro tenkovrstvou chromatografii

Mekkou tuzkou se na chromatografickou desku vyznacily jednotlivé drahy, start a Celo.
Start byl oznacen 2,5 cm od spodniho okraje desky a ¢elo ve vzdalenosti 1 cm od jejiho horniho
okraje. Plocha desky byla rozdélena celkem na 6 drah o Sifce 3 cm a zaroven byly oznaceny
okraje $itky desky 1 cm (viz. Obrazek 7). Vzniklé drahy byly nahofe oznaceny Cisly vzorku

a standardem. Standard je pouzivan K postiiku detek¢nim ¢inidlem.

CELO

lcm

AdvAanNvls

3cm

START $ 25

Obrazek 7 Priprava TLC desky
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Tenkovrstva chromatografie

K odparkiim bylo piidano 75 pl smési chloroform-methanol (pomér 2:1). Vzniklé
roztoky byly dikladné promichany na vortexu. Pomoci sklenénych Pasteurovych pipet byly
postupné naneseny celé objemy vzorka na startovni ¢aru TLC desky tak, aby nedoslo
k poskozeni jejiho povrchu. Vzorky byly nanaseny rovnym tahem do drahy, aby se nedotykaly
jejiho ohrani¢eni a vznikla 2 cm dlouha linie. Jeden vzorek byl nanasen asi v 6 vrstvach,
a to vzdy po zaschnuti pfedeslé vrstvy. Zkumavka byla vyplachnuta 25 ul smési
chloroform-methanol (pomér 2:1) a postup nanaseni byl zopakovan. Deska po zaschnuti byla
vloZena do chromatografické vany do doby, nez MF dosahla hranice vzorka. Deska se vyjmula
a ponechala znovu zaschnout (zakoncentrovat). Po zaschnuti byla deska vlozena zpatky
do chromatografické vany a nechala se vyvijet, dokud MF nedoséahla oznaceného ¢ela (cca 50
minut pii zakryti vany krabici). Opét se deska vyjmula z vany a nechala se vysusit v digestofi.
Tim byly lipidy rozseparovany do 5 frakci: PL, DAG, VMK, TAG a ECH.
Detekce rozdélenych vrstev

K detekci rozdélenych vrstev byl pouzit 2°,7¢-dichlorfluorescein, ktery byl rozprasen
v oblasti standardu. Ostatni drahy byly zakryty starou TLC deskou, aby nedoslo k jejich
potfisnéni ¢inidlem. Pro naslednou vizualizaci byla pouzita UV lampa.
I1zolace jednetlivych sloZek lipidia

Podle standardu byly tuzkou oznaceny jednotlivé frakce 0 minimalni mezete mezi nimi
0,5 cm. Ziskana jednotliva pole byla z desky vyskrabana do pfedem oznacenych pyrexovych
zkumavek s uzavérem s teflonovym tésnénim. U IS 1 byly vyskrabany pouze frakce TAG, u IS
2 frakce SECH, u IS 3 frakce s DAG, u 1S4 frakces VMK, u IS5 frakce s VMK au IS 6 frakce
sPL.
Derivatizace— pievedeni mastnych kyselin na odpovidajici methylestery

viz kapitola 2.3.2
Plynova chromatografie s plamenové-ioniza¢nim detektorem

viz kapitola 2.3.2
Vyhodnocovani vzorki

viz kapitola 2.3.2
24 Analytické parametry metody

Byly ur€eny tyto parametry: linearita, pfesnost a opakovatelnost.

53



Linearita

Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi proménnymi
(analytickym signdlem a koncentraci analytu). Nyni se k hodnoceni linearity spiSe pouziva
korelacni koeficient, ktery méfi stupen korelace a ne linearitu. Zavisi na rozlozeni bodu
na piimce.
Presnost analytické metody

Piesnost analytické metody vyjadiuje miru shody mezi jednotlivymi hodnotami, které
byly naméfeny opakované za stejnych analytickych podminek v homogennim vzorku. Mira

presnosti je dana variatnim koeficientem (CV):

oV (%) = 2. 100
7 AvG

kde SD-smérodatna odchylka méteni, AV G-aritmeticky primer

Opakovatelnost vyjadfuje miru tésnosti souhlasu mezi vysledky posloupnosti

nezavislych méfeni stejného vzorku analytu provedenych stejnou metodou, stejnym
experimentatorem, na stejném pfistroji, stejném misté¢ a za stejnych podminek v kratkém

¢asovém useku. Mez opakovatelnosti udava 2,8 nasobek smérodatné odchylky.

Smérodatna odchylka (SD) znazormuje, jak moc jsou hodnoty odchyleny od priméru

hodnot. SD byla vypoc¢tena u naméfené piesnosti podle vzorce:

o \[Z(xi _AVG)?

n—1
kde SD-smérodatna odchylka méfeni, x;-koncentrace jednoho vzorku v sérii, AVG

aritmeticky primér, n-pocet vzorkl
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Chromatografické zaznamy

Z chromatografickych zaznamu byly zintegrované plochy piki kalibra¢nich roztoka IS,
odpovidajici retenénimu casu 1S, zaznamenany do tabulky vytvoiené v aplikaci MS Excel
2010.1S 1, 2, 3 a 4 maji retencni Cas stejny, a to cca 19 minut. IS5 ma retenéni ¢as cca 55 minut

a 1S 6 23 minut.

FID1 A, Front Signal (INTERNI ST...0-04-2022UNTERNI STANDARDY 20-04-2022 2022-04-20 11-49-07\109F 1101.D)

pA
signal

300+

200 -

871

100+ P

L

T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 min

t (min)

Obrazek 8 Chromatograficky zaznam kalibracniho roztoku IS po deproteinaci.

Na Obrazku 8 je uveden piiklad chromatografického zaznamu IS 1 po deproteinaci
0 koncentraci 40 pg/ml (skuteéné koncentraci 42 pg/ml). Na ose X je reten¢ni ¢as v minutach
a na ose y signal detektoru. Na tomto chromatografickém zaznamu je mozné odecist na ose x
retencni Cas IS v min., ktery je 18,87 min a dale je vidét zintegrovana plocha piku, ktera je
489,431.
3.2 Kalibracni krivky

Piipravené kalibra¢ni roztoky IS podle postupt uvedenych v kapitole 2.3 byly nadale
zpracovany v MS Excel 2010. Z chromatografickych zaznamt byly vtomto programu
zkonstruovany kalibraéni kiivky pro kazdy vzorek, jak pro samotny IS, tak pro IS
po deproteinaci i pro IS zpracovany TLC. U kalibracnich kfivek se vygenerovaly rovnice

regrese a hodnoty spolehlivosti, které jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Tabulka 6 Parametry vychazejici z kalibracnich primek

vzorek nazev vzorec R? rovnice regrese
IS1 tripentadekanoin CasH9206 0,97 | y=17,023x - 190,88
plazma IS 1 tripentadekanoin CagH920s | 0,9839 | y =9,4067x + 62,21
TLCIS1 tripentadekanoin CasH9206 | 0,9669 | y = 4,2981x + 10,51
IS2 cholesteryl pentadekanoat C42H7402 | 0,9935| y =5,8385x - 63,64
plazma IS2 | cholesteryl pentadekanoat | Ca2H7402 | 0,9454 | y = 9,449x + 90,27
TLCIS?2 cholesteryl pentadekanoat Cs2H7402 | 0,9024 | y =9,1918x - 35,986
1S3 1,3-dipentadekanoin Ca3HesOs | 0,9662 | y =7,1752x - 25,39
plazma IS 3 1,3-dipentadekanoin C33He40s | 0,9775| y = 8,7287x + 99,48
TLCIS3 1,3-dipentadekanoin Cs3He40s5 | 0,9645 | y = 5,8655x - 6,8095
IS4 pentadekanova kyselina C15H3002 0,913 | y =14,656x - 172,74
plazma IS4 | pentadekanova kyselina Ci15H3002 | 0,8723 | y =4,4051x + 63,735
TLC 1S4 pentadekanova kyselina C1sH3002 | 0,9858 | y =15,601x - 48,221
IS5 dokosatrienova kyselina C22H3802 | 0,9621 | y = 11,072x - 20,66
plazma IS5 | dokosatrienova kyselina C22H3802 | 0,9428 | y =10,108x - 30,9
TLC IS5 dokosatrienova kyselina C22H3802 | 0,9179| y =6,059x - 21,39
1S6 Lz-dipalmitoleoyksn-— 1 NOw | 0,939 y = 9,1744x - 6,208
glycero-3-fosfocholin
plazma IS 6 Lz-dipalmitoleoyksn-— . 1 NOP | 0.8606 y = 8,02 + 411,6
glycero-3-fosfocholin
TLcise | oOpamitoleoybsn- L NP | 09405 y = 4,714 + 26,66
glycero-3-fosfocholin

R2-korela¢ni koeficient, y-plocha piku interniho standardu, x-koncentrace v ug/ml
3.3 Analytické parametry metody
3.3.1 Presnost metody
Parametry presnosti metody (primér, SD, CV a mez opakovatelnosti) jsou uvedeny

v Tabulce 7 a byly vypocteny z méfeni 10 vzorkd koncentra¢nich roztokd IS 1 o0 koncentraci

50 pug/ml. Vzorky byly pfipraveny dle metody uvedené v kapitole 2.3.2.
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Tabulka 7 Presnost metody

n prumér + SD [ug/ml] || CV [%] mez opakovatelnosti
10 841,315+92,14 10,95 257,99

n= pocet méfeni, SD-smérodatna odchylka, CV-variacni koeficient
3.4 Diskuse

Cely analyticky postup méfeni koncentraci MK v plazmatickych frakcich (PL, DAG,
VMK, TAG a ECH) se sklada ze tii hlavnich analytickych operaci, které mohou ovliviiovat
vysledné zjisténi koncentrace MK. Doposud pouzivany analyticky postup byl zalozen
na pouziti jednoho IS, kterym je nefyziologicka MK (kyselina cis-13,16,19-dokosatrienova),
ktera se v lidské plazmé nevyskytuje. Smérnice zavislosti koncentrace na ploSe piku vyjadiuje

vztah mezi témito hodnotami a umoznuje prepocet plochy piku na koncentraci MK v plazmé.

IS 5 po derivatizaci IS 5 po deproteinaci

A 800 A 800
600 600
400 - wo | e
e y=nomx-2066 0 L 0 =T . _
B R R*=0,9621 00 ¥ éf’;'gi’; 230,9
0 _'—— 0 ...
© e N “ © ©
pg/ml ° 0 20 40 pg/ml 60
IS 5po TLC
A 800
600
y = 6,059x - 21,39
400 R*=0,9179
200 e
0 ====77
0 20 40 60
pg/ml

Obrazek 9 Kalibracni krivky IS 5

Z Obrazku 9 A a B je zfejmé, Ze linearita kiivky je vybornd a je charakterizovana
korelaénim koeficientem R?=0,9621 a R?=0,9428. Ztraty IS jsou pii zafazeni deproteinace
velmi malé, a to 8,71 %. Velké ztraty jsme nalezli pii zafazeni TLC (viz. Obrazek 9 C)
atyto ztraty Cinily 45,28 %. Tyto hodnoty plati pro frakci VMK a jsou pouzivany i pro piepocty
ploch na koncentrace v dalsich plazmatickych frakcich.

V mé praci jsem se zabyvala analyzou pravdivosti tohoto zjednoduseni. Z analytického
hlediska by kazdé frakce méla mit vlastni vnitini standard, ktery by umoznoval ptesny piepocet

plochy piku na koncentraci. Chemické slozeni jednotlivych frakci lidské plazmy je odlisné.
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Potvrzeni popsané metodiky pomoci vypoéta koncentraci mastnych kyselin v dalSich frakcich

nebylo prozatim popséno.
3.5 Tripentadekanoinjako internistandard pro triacylglyceroly

Koncentra¢ni zavislosti ve frakci TAG jsou odlisné, a to hlavné pii pouziti pouze
derivatizace Cistého standardu, kde odezva pouzitych koncentraci je nezvykle vysoka (viz.
Obrazek 10 A). Tato anomalic se pii méfeni koncentrace standardu v plazmé neprojevila
a zavislosti jsou srovnatelné s diive pouzivanym standardem. Odezva plochy piku pii pouziti
celého analytického postupu je nizsi. Smérnice zavislosti 1S 1 je 4,2981 oproti 6,059 u IS 5. Je
tedy zfejmé, Ze koncentrace TAG jsou pii pouziti pivodniho standardu nadhodnocené

v pruméru o 40,97 % (viz Obrazek 10 C).

IS 1 po derivatizaci IS 1 po deproteinaci
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[
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d"’ “'.
400 gl 400 _e-
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200 T e RF=057 200 o7 y=94067x+622]
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@ o 20 40 60 @0 &=
pg/ml 0 20 40 yg/ml 60
IS 1 po TLC
A 800
600
400 y=4,2981x+ 10,51
R* = 0,9669
200 B
ISPt
PP
N

@ 0 20 40 pg/ml 60

Obrazek 10 Kalibracni krivky IS 1
3.6 1,2-dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin jako interni standard pro
fosfolipidy
P1i vyuziti IS 6 pro frakci PL je z kalibrac¢nich kfivek na Obrazku 11 ziejmé, Ze jejich
linearita je velmi dobra. Hodnoty korelaénich koeficientl jsou R?=0,9393, 0,8606 a 0,9405.
Ztraty po deproteinaci jsou velmi malé, a to asi 12,58 %. Velké ztraty jsou vsSak opét
zaznamenany po provedeni TLC, a to 48,62 %. Vysledna smérnice U IS 5 je 6,059 a smérnice

IS 6 je 4,714 (viz. Obrazek 11 C). Z tohoto srovnani plyne, ze IS 5 nadhodnocuje vysledky
koncentraci PL 0 28,53 %.
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IS 6 po derivatizaci IS 6 po deproteinaci
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[ ]
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Obrazek 11 Kalibracni krivky IS 6
3.7 1,3-dipentadekanoin jako interni standard pro diacylglyceroly
Na Obrazku 12 jsou uvedeny kalibra¢ni kiivky IS 3, kde je jejich linearita vyborna,
protoze hodnoty korela¢nich koeficientti jsou R?=0,9662, 0,9775 a 0,9645. Smérnice téchto

kalibra¢nich kiivek pro frakci DAG jsou pii pouziti IS 3 v porovnani s IS 5 zcela rozdilné.

IS 3 po derivatizaci IS 3 po deproteinaci
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Obrazek 12 Kalibracni krivky IS 3
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Po derivatizaci 1S 3 je smérice 7,1752 (viz. Obrazek 12 A). oproti 11,072. Ztraty
u analytického postupu po TLC ve srovnani S derivatizaci jsou v porovnani se ztratami u IS 5
dvojnasobné mensi. (18,25 a 45,28 %). Po zatazeni TLC je smérice IS 35,8655 (viz Obrazek
12 C.)a smérnice IS 5 6,059. Dochazi tim k nadhodnoceni koncentraci standardné vyuzivanym
postupem pouze 0 3,28 %. V ptipad¢ DAG je pouziti celého analytického postupu S piivodnim
standardem opravnéné.
3.8 Kyselina pentadekanova jako interni standard pro volné mastné

kyseliny

Pouziti levnéjsiho a dostupnéjsiho standardu kyseliny pentadekanové (IS 4) ve frakci
VMK se ukazalo jako chybné. Smémice jednotlivych zavislosti u kalibracnich pifimek pfi
pouziti derivatizace a deproteinace jsou odlisné (viz. Obrazek 13 A a B). Tyto smérnice jsou
14,656 a 4,4051. Koncentracni zavislost plochy piku vs. koncentrace je zcela odlisna. Je ziejmé,
ze pii separaci VMK po TLC doslo i k vyskrabani sousedni frakce (TAG nebo DAG), protoze
nalezené plochy piku jsou proti puvodnimu standardu vice nez dvojnasobné. Tomuto faktu

odpovida smérnice koncentracni zavislosti, ktera je téméft trojnasobna (15,601 vs. 6,059).
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IS 4 po deproteinaci
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3.9 Cholesteryl pentadekanoat jako interni standard pro estery
cholesterolu

Vysledky koncentraci MK ve frakci ECH jsou zatizeny prozatim nespecifikovanou
chybou. Zfejm¢ doslo kneuplné derivatizaci, nebo nepfitomnosti katalyzatoru, nebo
k odlisnému prubéhu derivatizacni reakce v pfitomnosti silikagelu pii TLC. Z grafu zavislosti
plochy piku na koncentraci je viditelné, Zze pouziti celého analytického postupu nevykazuje
podstatné zmény a smérnice zavislosti je téméi shodna 6,8375 vs. 6,059 (viz. Obrazek 14 C).
Dochazi vSak k nespravnému navyseni vyslednych koncentraci o 12,85 % V ptipad¢ zavedeni

nového analytického postupu.

IS 2 po derivatizaci IS 2 po deproteinaci
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4 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo provedeni validace metody chromatografického

déleni plazmatickych lipidi na tenké vrstvé. Dlvodem byla prozatim neprovedena

validace doposud pouzivané¢ho analytického postupu, ve kterém se pro piepocty ploch
pikti na koncentrace MK ve vSech plazmatickych frakci pouziva pouze jeden IS. Tim je
nefyziologicka MK (kyselina cis-13,16,19-dokosatrienova), ktera je vyuzivana pro VMK
I pro vypocty koncentraci MK Vv ostatnich frakcich (PL, DAG, TAG a ECH).

Kazdé lipidova frakce, by spravné z analytického hlediska méla mit svij IS,
z které¢ho by se prepocitavala koncentrace MK v dané frakci. V této studii byly pro
srovnani s pouzivanym standardem vyuzity jako IS tyto fyziologické MK: pro PL
1,2-dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin, pro DAG 1,3-dipentadekanoin, pro VMK
kyselina pentadekanova, pro TAG tripentadekanoin a pro ECH cholesteryl
pentadekanoat.

Pii vyuziti IS pro frakci TAG bylo zjisténo, ze pti vyuziti standardniho IS dochazi
k nadhodnoceni vyslednych koncentraci o 40,97 %. Knadhodnoceni vyslednych
koncentraci dochazi také u frakci PL a DAG. U frakce PL jsou vysledné koncentrace
nespravné navyseny o 28,53 %. U DAG jsou koncentrace nadhodnocené pouze 0 3,28 %.
V tomto ptipadé je tedy pouziti kyseliny cis-13,16,19-dokosatrienové jako 1S opravnéné.
Naopak ECH vykazuji u nového analytického postupu nadhodnoceni koncentraci o 12,85
%. Ve frakci VMK se pouziti levnéjsiho IS kyseliny pentadekanové ukazalo oproti
standardn¢ vyuzivanému IS jako chybné. Vysledna smérnice koncentra¢ni zavislosti je
téméf trojnasobna (15,601 oproti 6,059).

Podafilo se mi tedy zjistit, ze u frakci PL, DAG a TAG dochazi u rutinné
pouzivané metody k nadhodnoceni vyslednych koncentraci v rizné procentualni mife.
Naopak u ECH dochazi k nespravnému navyseni vysledka pii vyuziti IS pro tuto frakci.
Déle jsem zjistila, Zze wvyuziti levnéjstho IS  kyseliny pentadekanové
ve srovnani s kyselinou cis-13,16,19-dokosatrienovou je nespravné.

Zavérem bych doporucila pro uplné zptesnéni vysledkli uvedené postupy
opakovat vicekrat a znovu porovnavat Sjiz zavedenou metodou. Dale pak mimo
srovnavani smérnic a korelanich koeficientt kalibracnich kiivek také porovnani

vypoétenych koncentraci MK po TLC.
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