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Abstrakt

Diplomova prace se vénuje analyze triacylglycerolovych estolidi (TG-est) pomoci
HPLC/MS. Tyto lipidy obsahuji ¢tyii esterové vazby. Vyskytuji se v nékterych rostlinnych
olejich a u savct slouzi jako zasobni forma metabolicky vyznamnych estolidi mastnych
kyselin. Cilem této prace bylo prokazat existenci TG-est v novorozeneckém mazku
a prozkoumat moznosti jejich analyzy v tomto materidlu. S vyuzitim vysokorozliSujici
a tandemové hmotnostni spektrometrie byla prostudovana spektra standardli TG-est. Byla
navrzena a optimalizovand metoda pro HPLC TG-est v reverznim nevodném systému
s vyuzitim kolony Kinetex C18 a gradientové eluce acetonitrilem a 2-propanolem. Tato
metoda byla pouzita pro analyzu frakce lipidi novorozeneckého mazku, pficemz bylo
prokazano, ze TG-est se ve zkoumaném vzorku skute¢né vyskytuji. Pokusy zjednodusit

lipidovy vzorek pred HPLC/MS analyzou pomoci frakcionace na TLC nebyly ptilis ispéSné.

Kli¢ova slova

Estolidy, novorozenecky mazek, tenkovrstvd chromatografie, triacylglyceroly,

vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie, vysokoti¢inna kapalinova chromatografie.



Abstract

Diploma thesis is devoted to the analysis of triacylglycerol estolides (TG-est) by
HPLC/MS. These lipids contain four ester bonds. TG-est are part of some vegetable oils and
in mammals function as a storage form of metabolically important fatty acid estolides. The
aim of this thesis was to prove the existence of TG-est in vernix caseosa and explore the
possibilities of analysis in this material. Standards of TG-est were studied with using high-
resolution and tandem mass spectrometry. Was suggested and optimized HPLC method for
TG-est in a reverse nonaqueous system with the use of column Kinetex C18 and gradient
elution with acetonitrile and 2-propanol. This method was used for analysis vernix caseosa
fraction, and it was shown that TG-est are present in the sample. Attempts to simplify the

lipid sample before analysis HPLC/MS by TLC fractionation were not very successful.

Key words

Estolides, vernix caseosa, thin-layer chromatography, triacylglycerols, high resolution

mass spectrometry, high-performance liquid chromatography.



Seznam pouzitych zkratek

APCI

CID

DB

ECN

ESI

FA

GC

HCD

HILIC

HPLC

LC/MS

MS
NARP

NPC

TLC
TG
UVPD

VC

chemickd ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric
Pressure Chemical Ionization)

kolizn¢  indukovana  disociace  (Collision-Induced
Dissociation)

dvojna vazba (Double Bond)

Equivalent Carbon Number

ionizace elektrosprejem (Electrospray Ionization)

mastnd kyselina (Fatty Acid)

plynova chromatografie (Gas Chromatography)

kolizni disociace pii vySSich energiich (Higher-Energy
Collisional Dissociation)

chromatografie  hydrofilnich interakci (Hydrophilic
Interaction Chromatography)

vysokouCinnd  kapalinovd  chromatografie = (High-
Performance Liquid Chromatography)

kapalinova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou
detekci (Liquid Chromatography/Mass Spectrometry)
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
chromatografie s obracenymi fazemi v nevodném prostiedi
(Non-Aqueous Reserved-Phase Chromatography)
chromatografie s normalnimi fazemi (Normal-Phase
Chromatography)

chromatografie s obracenymi fadzemi (Reserved-Phase
Chromatography)

tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography)
triacylglycerol (Triacylglycerol)

fotodisociace  ultrafialovym  zdfenim  (Ultrayiolet
Photodissociation)

novorozenecky mézek (Vernix Caseosa)



Obsah

1.1

2.1

2.1.1 Vznik novorozeneckého mazku

Cile diplomové prace
2 TEORETICKA CAST

Novorozenecky mazek

2.1.2 Struktura a sloZzeni novorozeneckého mAazKu.........oeeveueveeneiiioeeieeiieeeees

2.1.3 Funkce a vlastnosti novorozeneckého mazKu..........couuvveeneiiioeeiieeiiieeeenns

2.1.3.1 Hydrata¢ni schopnost
2.1.3.2  Antimikrobialni schopnost
2.1.3.3 Hojici schopnost

2.1.3.4 Antioxida¢ni schopnost

2.2 Lipidova frakce novorozeneckého mazku..........ccccoeevviiiiiiiiiiiiiniiiiiiieeeee,

2.3

2.3.1

Estolidy triacylglyceroli

Triacylglycerolové estolidy v prirode ...........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiceeen

2.3.2 Primyslové vyuziti a syntéza estolidll ..........cceevvvviiiiieiiiiiiiiiiiieeee e,

2.4 Techniky analyzy lipidi
2.4.1

Tenkovrstva chromatografie v analyze lipidQ ..........coooeeiviiiieeeieeeeiiiiee,

2.4.2  Vysokoucinna kapalinova chromatografie v analyze lipidi........................

2.42.1 Reverzni mod

2.4.2.1.1 Reverzni mod v nevodném prostiedi..........ccceeeeeeeeieiiiiriieeeeeeeeenns

2.4.2.2 Normalni mod

2.4.2.3 Chromatografie hydrofilnich interakci............ccccovvvirieeiieiiiiiiiiiieeee.

2.4.2.4  Argentacni chromatografie

2.4.3 Hmotnostni spektrometrie v analyze lipidQ..........cccoeevviiiiiiiiiiiiiiiniin,

3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1
3.2
3.3
34
3.5

2.43.1 lonizace elektrosprejem

2.4.3.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku.........ccovueeeveieeeieeiieeee.e.

2.43.3 Kolizné indukovana disociace

2.4.3.4 Vysokoenergetickd kolizni diSOCIACE .........eeevviiiriiiiiniiiiiiieciiceen

2.4.3.5 Disociace ultrafialovym zafenim ..........ccoccceevviiiniiiiniiiiinieciieceeen

CREIMIKALIIE ... e et e s

Vzorek lipidi novorozeneckého mazku

Ptiprava roztoku mravencanu amonného .............cccceeueeiniiieniieennieennieeeenn

Standardy lipida

Ptistroje a zafizeni, pracovni parametry

-7-



3.6  Chromatografickd separace lpidill .........ccceeevviiiiiiiiiiiiiieiiiie e

3.7 Nastaveni hmotnostniho dete€tOTU ... .oeveeeeeeeeiiee e

3.8  TLC separace lPIdil ......ceeeeruviireeiiiiieeiiiiiee ettt e e e e e e sebeee e
4 VYSLEDKOVA CAST ADISKUZE..........cooooonininiiniiniinineieeicesseiesies e,
4.1  Vybér ionizaéni techniky pro estolidy triacylglycerolli...........ccccoecvvvveeennnenn.n.

4.1.1 ESI spektrum estolidu triacylglycerolll ............cooeviiieeniiiiiieniiiieeeiieeees

4.1.2 APCI spektrum estolidu triacylglycerolll ............ccoevevriiiiiiiniiiiiieiiieeees

4.2 Fragmentacni spektra standardu ............ccooeiiiiiiiiiiniiiiieeeeeee
4.2.1 Fragmentace CID ........ccccuviiiiiiiiiiiiiiiiieee et e e e e e e
4.2.2 Fragmentace HCD........ccccooiiiiiiiiieee e
4.2.3 Fragmentace UVPD ......cccciiiiiiiiieeeeee e

4.3  Optimalizace podminek HPLC/MS ...
4.3.1 Slozky mobilni fAZE..........evviiiiiiiiiiiiiiiiiee e

4.3.2  StACIONAINT TAZE .ot e e e

4.3.3 Gradiento

A ) (0411 1 KPP URPR

4.4 Vysledné méteni redln€ho vzorku ..........cccccvveiiiiiiiiiiiiiee e

4.5 lIzolace estolidl z frakce 21 pomoci TLC .......oovvviiieiiiciiiiiiieeeeeeeieeeee e

4.5.1 Optimaliz
4.5.2 Vysledek
5 ZAVER ...

6 Pouzita literatura

ACE T o
L e e e



1 UVOD

Estolidy triacylglycerolii (TG-est) jsou dosud mélo prozkoumanou tfidou lipidd, ktera
byla popsana pouze z nékterych rostlinnych olejii' nebo ze sekretu parakloakalnich 714z
australskych vac¢natct?. Jsou to lipidy, ve kterych jsou tii acylové fetézce pripojené
ke glycerolu prostfednictvim esterovych vazeb. Jeden acylovy fetézec, piipadné vice,
obsahuje hydroxylovou skupinu, ktera je dale esterifikovana jinou mastnou kyselinou.

Vznikaji tak slouceniny se ¢tyfmi esterovymi vazbami a osmi kysliky.

Béhem predchozich experimentti v laboratofi Skolitele bylo zjisténo, ze lipidovy
extrakt novorozeneckého mazku obsahuje lipidy s osmi kysliky, které by mohly byt vySe
popsanymi TG-est. Novorozenecky mazek, latinsky vernix caseosa, je biofilm, ktery
pokryva povrch lidského plodu béhem posledniho trimestru téhotenstvi. Vzhledové je
novorozenecky mazek bily mazlavy povlak. Pokud neni odstranén, zlstdva na pokozce
novorozence n¢kolik hodin po porodu. Jeho hlavnim tikolem je ochrana plodu pied maceraci
v plodové vodé. Déle ma pozoruhodné hojivé vlastnosti, které by se mohly vyuzit pti 1écbé
popalenin a péci o predCasné narozené déti. Diky jeho vyznaénym vlastnostem by tak mohl
byt vyuzit ve farmaceutickém ¢i kosmetickém primyslu. Ptripravé syntetického preparatu
s obdobnymi vlastnostmi mazku zatim brani neuplné informace o chemickém sloZeni
mazku. Obecn¢ je mazek slozen z vody, proteini a velmi komplexni smési lipidi. Tento
diplomovy projekt vénuje pozornost jedné lipidové sloZzce mazku, konkrétné charakterizaci

TG-est.



1.1 Cile diplomové prace

Cilem diplomového projektu je zjistit, zda novorozenecky mazek obsahuje TG-est

a navrhnout metodu jejich analyzy. Jednotlivé dil¢i ukoly jsou:

* Studium ionizace a fragmentace standardi TG-est

* Vyvoj a optimalizace HPLC/MS" metody pro analyzu TG-est

¢ Charakterizace TG-est v novorozeneckém mazku
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Novorozenecky mazek

Novorozenecky mazek je znam pod latinskym nazvem vernix caseosa (VC). Doslovny
pieklad tohoto terminu je ,,syrovy lak* a obecné toto spojeni charakterizuje vzhled VC?.
Ve skutecnosti se vSak jednd o velmi komplexni proteolipidovy material, ktery
je produkovany fetdlnimi mazovymi zlazami*. Timto biofilmem je pokryta pokozka plodu
v poslednim trimestru t€hotenstvi a také pokozka novorozence po porodu. Jeho hlavni funkci
je ochrana pokozky plodu pfed maceraci v plodové vodé. Vytvari tak jedine¢nou bariéru
mezi plodovou vodou a plodem a chrani jej pfed moznou infekci. Po porodu pak usnadnuje
adaptaci novorozence na nové prostiedi mimo télo matky. Pokud neni po porodu

mechanicky setien, VC se po n&kolika hodindch vysusi a spontanné odpada’.

2.1.1 Vznik novorozeneckého mazku

kuboidnich bunék, které jsou vytvofeny zembryondlniho ektodermu. V 11. tydnu
té¢hotenstvi se uz pokozka sklada ze tii vrstev: bazalniho, stiedniho a povrchového
peridermu. Pod peridermem se pak klize vyviji a ve Ctvrtém meésici staii plodu lze odlisit
4 vrstvy: stratum basale, spinosum, granulosum a corneum. Ve 21. tydnu téhotenstvi je kiize
pln¢ vyvinuta, periderm se oddéluje a je nahrazovan rohovou vrstvou zvanou stratum
corneum. Odloucené¢ bunky peridermu spolu se sekretem fetalnich mazovych zlaz
vytvaii VC. Tvorba VC postupuje kraniokaudalng, tedy smérem shora dolti, a pokryva plod
az do porodu. Miize byt pokryt cely povrch kiize nebo pouze zéhyby té&la®.

2.1.2 Struktura a sloZeni novorozeneckého mazku
Slozeni VC je nasledujici: voda (80 %), lipidy (10 %), proteiny (10 %) a stopové
mnozstvi lanuga a odlou¢enych bun¢k peridermu. Lipidy tvoii z 10 % tzv. bariérové lipidy,
tj. cholesterol, volné mastné kyseliny a ceramidy. Zbyvajicich 90 % je tvofeno estery sterold,
voskovymi estery a triacylglyceroly’. Na bun&¢né urovni je VC tvofen zplostélymi
korneocyty o tloustce 1-2 um. Prestoze mazek obsahuje pies 80 % vody, je velmi viskdzni.
Je to dano tim, Ze fetalni korneocyty jsou obaleny amorfnimi lipidy a funguji jako balicky

zadrzujici vodu. NejCastéjSim proteinem piitomnym ve VC je keratin, kterym jsou
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korneocyty tvofeny®. Existuji interindividualni odchylky ve sloZeni i mnoZstvi mazku
na pokozce novorozence. Podle studii je slozeni mazku ovlivnéno napiiklad pohlavim nebo

rasou’.

2.1.3 Funkce a vlastnosti novorozeneckého mazku
VC plsobi jako hydrofobni bariéra a chrani tak pokozku plodu ptfed maceraci
v plodové vod¢. Pomaha vyvoji klize a brani ztraté tekutin a elektrolytti. Diky komplexnimu
slozeni ma mnoho dalSich blahodarnych vlastnosti, které by mohly byt v budoucnosti
vyuzity v medicin€ nejen u predcasné narozenych, ale 1 dospélych jedinct. V budoucnu by
syntetické ndhrazky VC mohly byt vyuzity pro péci o predCasné narozené déti, pii 1&Cbé
popalenin nebo jinych koznich onemocnéni. NiZe jsou uvedeny piiklady prospéSnych

vlastnosti mazku®.

2.1.3.1 Hydrata¢ni schopnost

Po porodu dochazi k pomalému snizovani hydratace pokozky. Novorozenci
s ponechanym VC na kazi ji maji vice hydratovanou nez novorozenci, u kterych byl
mechanicky odstranén po porodu. Pokud je pokozka dospélého jedince oSetfena mazkem,
pak vzrasta jeji schopnost vazat vodu vice nez u neosetiené pokozky. Je uvadéno, ze VC ma

vy$§i hydrataéni schopnost nez bézné dostupné hydrataéni krémy®.

2.1.3.2 Antimikrobialni schopnost

VC obsahuje antimikrobidlni proteiny, které jsou aktivni vici bakteridlnim
a plistovym patogeniim. Mezi identifikované proteiny s antimikrobialnimi vlastnostmi patii
napt. defensiny, katelicidiny, psoriasin, ubiquitin, lysozym a laktoferin. Sirokospektralni
pusobeni téchto proteintl, zejména katelicidinil a defensinti, miize napomahat pii zabranéni
vzniku rezistence u nékterych bakteridlnich patogenii*. VC také obsahuje volné mastné
kyseliny, ptredevs§im kyselinu palmitovou a linolovou, které rovnéz vykazuji antimikrobialni
aktivitu. Podobné¢ jako mikrobidlni proteiny popsané vySe, mastné Kkyseliny

a monoacylglyceroly narusuji cytoplazmatickou membranu bakterii a lipidovy obal viri'°,
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2.1.3.3 Hojici schopnost

Schopnost hojeni koznich poranéni je jednou z dalSich prokazanych funkci VC. Dle
studii po naneseni mazku na poranénou pokozku dochazi ke zrychlené regeneraci
a diivéj$imu uzdraveni poranéného mista. Vzhledem k vlastnostem jako je hydrata¢ni nebo
protiinfekéni schopnost by mohl mazek napomahat pii 1é€bé pacientl s popaleninami, ktefi

trpi v diisledku traumatu na dehydrataci pokozky*.

2.1.3.4 Antioxida¢ni schopnost

Je zndmo, Ze tésné po porodu je novorozenec vystaven vysokému oxida¢nimu stresu
vlivem relativné vysoké koncentraci kysliku v jeho novém prostiedi. Jeho pokozka se s tim
ale dokaZe vyrovnat pravé diky VC, ktery obsahuje vitamin E majici antioxida¢ni vlastnosti.
Je proto doporuceno, aby se po narozeni mazek z novorozencti mechanicky neodstranoval,

jelikoz ma pozitivni vliv na postnatalni adaptaci novorozence®.

2.2 Lipidova frakce novorozeneckého mazku

Lipidy Ize dé€lit do kategorii podle jejich chemické a strukturni podobnosti nebo na
polarni a nepolarni (neutralni) lipidy na zaklad¢ jejich celkové hydrofobicity. Mezi polarni
lipidy jsou tazeny fosfolipidy, sfingolipidy, fosfoacylglyceroly nebo glykolipidy. Mezi
neutralni pak triacylglyceroly a vosky!!. Pro zji§téni podrobného sloZeni VC byla provedena
studie, diky niz byly charakterizovany jeho lipidové slozky. Lipidovy extrakt byl separovan
na silikagelovych TLC destickach s pouzitim mobilni faze ether/diethylether/kyselina
octova (80:20:1, v:v:v). B&€hem tohoto experimentu bylo detekovano 8 zén. V zénach byly
identifikovany postupné od startu po celo chromatografické desticky tyto majoritni tfidy
lipidd: fosfolipidy, monoacylglyceroly, diacylglyceroly, cholesterol, mastné alkoholy, volné

mastné kyseliny, triacylglyceroly a voskové estery/estery sterolii/skvalen®.

2.3 Estolidy triacylglyceroli

Estolid je obecny nézev pro linedrni oligomerni polyester hydroxy mastnych kyselin'2.
Strukturné jsou estolidy lipidy, ve kterych karboxylova skupina jedné mastné kyseliny tvofi
esterovou vazbu s hydroxylovou skupinou druhé mastné kyseliny. TG-est se tedy skladaji

ze tii acylovych fetézcl pripojenych ke glycerolu prostiednictvim jednotlivych esterovych
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vazeb, pfiCemz na jeden (nebo vice) ztéchto acylovych ftetézcl, ktery obsahuje
hydroxyskupinu, je esterovou vazbou pripojen daldi acylovy fetézec'. Takové lipidy
s jednou estolidovou esterovou vazbou se nékdy oznacuji jako tetraacylglyceroly. Ve své
struktufe tedy maji Ctyfi esterové vazby a oproti TG jejichz molekuly obsahuji Sest kysliku,
jsou tyto latky osmikyslikaté!>. Na Obrazku 1 je zndzornéna struktura estolidu

triacylglycerolu.

Obrazek 1 Schematické znazornéni struktury TG-est, kde Ri, R2, R3 a R4 zobrazuje alkylovy
fetézec. Estolidova vazba mlize byt na jakémkoliv acylu vazanému na glycerol.

2.3.1 Triacylglycerolové estolidy v prirodé
TG-est byly popsany v nékterych rostlinnych olejich, napiiklad ze skocce obecného
(Ricinus communis), kamaly filipinské (Mallotus philippinensis) ¢i brukvovité rostliny
Physaria tenella. Také byly popsany v semenech stromu koZokvétu lojonosného (Sapium
sebiferum)®. Predmétem vyzkumu TG-est byla také houba palickovice nachové (Claviceps
purpurea), u které byla identifikovana kyselina ricinolejova. Tato kyselina obsahuje ve své

struktute hydroxy skupinu, diky niZ je mozna biosyntéza TG-est!*.

Ptirozeny vyskyt TG-est byl potvrzen iu Zivo€ichi, a to v sekretu parakloakalnich zlaz
australského vacnatce kusu lis¢itho (7richorus vulpecula). Lipidova frakce tohoto sekretu
byla zkoumana pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.
Chromatogram ukazal komplexni smés, kterd obsahovala tfi skupiny lipidd, pficemz
nejdiive opoustély kolonu TG-est’. Dle nejnovéjsi studie byly TG-est objeveny také

v tukové tkani mysi'>,

Co se tyka biosyntézy, v cytoplazmé vznikaji ,,de novo‘ nasycené mastné kyseliny az

po kyselinu palmitovou. Mastné kyseliny, které maji vyssi pocet atomt uhliku, se vytvareji
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ptiprocesu elongace v endoplazmatickém retikulu nebo mitochondriich. Ty mohou byt dale

aktivovany vazbou na koenzym A, a poté esterifikovany za vzniku estolidu'®.

2.3.2 Priamyslové vyuziti a syntéza estolidi

TG-est maji rozdilné fyzikalni vlastnosti v porovnani s TG. Pouzivaji se pro zlepseni
viskozity smési a pro sniZeni teploty tuhnuti maziv'’. Viskozitu slou¢enin ovliviiuji dva
hlavni faktory, kterymi jsou vodikové vazby hydroxy skupin a stericky objem molekuly.
Intermolekularni vodikové vazby zvySuji sterickou velikost molekuly a tim 1 jeji viskozitu.
Bylo studovéno, Ze TG-est diky substituované hydroxy skupiné eliminuji vodikovou vazbu
a je tak sniZzena viskozita oleje. Viskozita pak linearné roste v zavislosti délky fetézch FA,
tedy zvySuje se vzristajici délkou fetézci FA. Oxidacni stabilita rostlinnych oleja
je neptizniva diky vétSimu poctu nenasycenych FA. Pokud je vytvofen TG-est z kyseliny
olejové, tak se nejen zlep$i teplota bodu tuhnuti, ale také se snizi celkové mnozstvi

nenasycenosti v molekule, coZ vede ke zlepseni oxidaéni stability'®.

Jednim ze zplsobii prumyslové syntézy TG-est je esterifikace volnych mastnych
kyselin, které jsou ziskavany z ptirodnich oleji. Jednou z moznosti je syntéza za vysokého
tlaku a teploty z ricinolejové kyseliny, kterd je majoritni soucasti ricinového oleje. Dalsi
moznosti syntézy je pouziti mastnych kyselin z lesquerelly. Mastné kyseliny lesquerelly
a ricinového oleje maji ve své struktufe hydroxy skupinu, ktera mize byt dale esterifikovana

jinou mastnou kyselinou'®.

2.4 Techniky analyzy lipidi
2.4.1 Tenkovrstva chromatografie v analyze lipidi

Pti metodé tenkovrstvé chromatografie (TLC) jsou jednoduché tfidy lipidii separovany
na silikagelu. Jako mobilni faze se Casto vyuziva smési hexanu a diethyletheru. Pro ispé$nou
separaci volnych mastnych kyselin se pfidava kyselina mravenci, ktera potlacuje disociaci
karboxylové skupiny. Bez ptitomnosti kyseliny mravenci by se mastné kyseliny separovaly
mezi diacylglyceroly a monoacylglyceroly. Separace modelové smési lipidu je znazornéna

na Obrazku 2 (cit.').
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estery cholesterolu

triacylglyceoly

volné mastné kyseliny

cholesterol
1.3-diacylglyceroly
1.2-diacylzlyceroly

monoacylglyceroly

1 0#

fosfolipidy

Obrazek 2 TLC separace jednoduchych lipidl na silikagelu s vyuzitim mobilni faze hexan/
diethylether/ kyselina mraven¢i (80:20:2). Pievzato a upraveno'®.

Metoda TLC umoznuje piedbézné identifikovat a zhruba kvantifikovat vétSinu tiid
lipid&%°. Pomoci TLC je mozné dosdhnout separace komplexnich smési srovnatelné s jinymi
typy chromatografii. Vysokoucinna TLC (HPTLC) pouziva silikagel s velmi malou velikosti
astic, coz umoziiuje vynikajici separaci s pomérné kratkymi eluénimi ¢asy?!. TLC lze
rovnézZ vyuzit pro semipreparativni Ucely. Vzhledem k tomu, Ze lipidy s nenasycenymi
vazbami velmi snadno oxiduji, je tfeba lipidy izolovat kratce po ukonceni separace na desce.
Vzorky lipidd je pak vhodné uchovavat rozpusténé v malém mnozstvi vhodného

rozpoustédla, napiiklad v chloroformu, pii teploté -20 °C nebo niz§i*.

2.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie v analyze lipidi

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) je vpraxi béZn&€ vyuZzivanou
chromatografickou technikou k separaci lipidil. Je mozné ji vyuzit nejen jako analytickou
techniku, ale 1 pro semipreparativni ucely. Pro analyzu lipidG se nejCastéji vyuZziva
v reverznim, normalnim, nebo HILIC modu. Dal$i moZnosti je pouZiti argentacni

chromatografie, ktera separuje lipidy na zaklad& po¢tu dvojnych vazeb?.

-16 -



2.4.2.1 Reverzni mod

Reverzni méd (RPC) je typ chromatografie, kdy je pouzita nepolarni stacionarni faze
a vodna ¢i stiedné polarni mobilni fidze. Tato metoda uplatiiuje princip rozdélovaci
chromatografie a také princip chromatografie s hydrofobni interakci. V soucasnosti je RPC
nejéasté&ji pouzivanym systémem pro HPLC?®. P¥i pouziti reverzni chromatografie dochazi
k separaci lipidi v ramci jedné t¥idy podle délky acylovych fetézci. Nepolarni latky se eluuji

pozdé&ji nez latky polarni**.

2.4.2.1.1 Reverzni mod v nevodném prostiedi
Pro analyzu lipidi se Casto pouziva reverzni méd HPLC v nevodném prostiedi
(NARP-HPLC). Jedna se o typ RP-HPLC, kdy je pouZita nepolarni stacionarni faze
a mobilni fazi je pouze smés organickych rozpoustédel bez ptitomnosti vody. Pfi pouziti
reverzniho mddu jsou TGs a jiné ttidy lipida eluovany v potadi podle ¢isla ECN (Equivalent

Carbon Number). Vypocet ECN je uveden v nasledujici rovnici®:

ECN = CN — 2DB €)

piicemz CN (Carbon Number) je definovano jako pocet uhlikti v acylovych fetézcich

a DB (Double Bond) jako pocet dvojnych vazeb®.

Pti eluci se retencni Casy TG zvysuji se zvysujicim se ECN a v ramci jedné ECN

skupiny jsou separovany podle délky acylovych fetézcii a poctu dvojnych vazeb?.

2.4.2.2 Normalni mod

Normalni méd je typ chromatografie, kdy je pouzita polarni stacionarni faze,
nejbéznéji silikagel, a nepolarni mobilni faze, napt. heptan. Tato metoda uplatiiuje princip
klasické adsorp¢ni chromatografie. Na rozdil od RPC jsou lipidy separovany na tiidy dle
polarity, nikoliv v rdmci jedné tfidy jako je tomu u RPC. Polarni latky se eluuji pozdéji nez

latky nepoldrni®®.
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2.4.2.3 Chromatografie hydrofilnich interakci

Pti chromatografii hydrofilnich interakci (HILIC) se pouZziva polarni stacionarni faze
a mobilni faze je smési vody a organického rozpoustédla. Uplatiiuje se predevsim piianalyze
latek, které jsou vysoce polarni, a jsou malo zadrzovany pii RPC mddu. Slouceniny jsou
separovany na zéklad¢ hydrofilnich interakci. Pti analyze lipidd se pouziva HILIC pro

separaci polarnich t¥id lipidd podle jejich polarni skupiny?’.

2.4.2.4 Argentacni chromatografie

Pti argentacni chromatografii se pouziva jako staciondrni fidze kolona na bazi
silikagelu nebo katexu obsahujici ionty sttibra a mobilni fdze byva nepolarni rozpoustédlo,
naptiklad hexan. V analyze lipidl je separace zalozena na tvorbé slabych reverzibilnich
komplext ionth stfibra s dvojnymi vazbami a jsou tedy separovany primarn¢ podle poctu

dvojnych vazeb v molekule a dale podle jejich cis/trans isomerie a polohy?®.

2.4.3 Hmotnostni spektrometrie v analyze lipidi

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika, pii které jsou molekuly
pievedeny na ionty a rozliSeny podle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Vysledek méteni
je hmotnostni spektrum, coz je graf zavislosti relativni intenzity iontti na jejich m/z. Tato
spektra slouzi k urCeni elementarniho nebo izotopového popisu vzorku, hmotnosti ¢éstic
amolekul k objasnéni jejich chemické identity nebo struktury. Na zaznamu
se nejintenzivngj$i signdl nazyva zdkladnim pikem a je mu piifazena 100% intenzita.
Intenzita vSech ostatnich pikli je vyjadfena relativni hodnotou vzhledem k zakladnimu
piku?’.

MS nasla ptianalyze lipidl Siroké uplatnéni diky vysoké citlivosti, moznosti strukturni
analyzy a moznosti ur¢eni elementarniho sloZeni. Kvalita a mnoZstvi ziskanych informaci
zavisi na konkrétnim druhu a konfiguraci pouzitého instrumentu — ioniza¢ni technice, typech
a kombinaci hmotnostnich analyzatord. Pro analyzu nizkomolekuldrnich lipidi jsou
vyuzivany ioniza¢ni techniky elektronova (EI) nebo chemick (CI) ionizace®®. Jako hlavni
ioniza¢ni technika pro analyzu lipidi s vy$S§i molekulovou hmotnosti je v dne$ni dobé
pouZzivana ionizace elektrosprejem (ESI). Tato analyza byla navrZzena Hanem a Grossem
v roce 2003. Pti tomto experimentu bylo spojeni ESI-MS pouZito pro pfimou analyzu lipida
bez piedseparace pomoci LC*!. Déle jsou pro analyzu lipidi pouzivany ioniza¢ni techniky

jako je chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického
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tlaku (APPI), desorpce a ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) a desorpéni
elektrosprejova ionizace (DESI)®. V této praci byly pouzity dva zplisoby ionizace, ESI

a APCI, proto jim je vénovana pozornost v dalsich kapitolach.

2.4.3.1 Ionizace elektrosprejem

Pti ESI se vzorek ionizuje za atmosférického tlaku. V dnesni dobé je technika ESI
nejpouzivanéjsi ioniza¢ni technikou pro spojeni HPLC/MS. Pouziva se pro latky stfedné
polarni az iontové, pfi¢emz vznikaji nsledujici ionty: [M + H]", [M — H]™ a aduktové ionty.
Pro analyzu lipidii se do mobilni faze Casto ptidavaji aditiva, nejcastéji amonné ionty, které
tvofi amonné adukty s molekulami lipidii. Protoze je ESI mékkou ioniza¢ni technikou,
fragmentované ionty nejsou ve spektru pozorovany nebo jen ve velmi nizké intenzité. ESI

nelze pouzit se zcela nepolarnimi mobilnimi fizemi?’.

2.4.3.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Pti APCI se vzorek stejn€ jako u ESI ionizuje za atmosférického tlaku. V dnesni dobé
je technika APCI druha nejcastéji pouzivana pro spojeni HPLC/MS. Oproti ESI probiha
ionizace v plynné f4zi a neni tak vhodna pro ionizaci biomakromolekul. Pouziva se pro latky
nepolarni az sttedné polarni a je tedy vhodna pro pouziti s nepoldrnimi mobilnimi fazemi.
Pii APCI vznikaji nasledujici ionty: [M + H]", [M — H], a aduktové ionty se slozkami
mobilni faze a aditivy v zavislosti na slozeni mobilni faze. APCI je mékka ionizacni
technika, ale v hmotnostnich spektrech lipidi jsou bézné pozorovany fragmenty. APCI

je 0 néco tvrdsi nez ESIZ.

Kromé vybéru ioniza¢ni techniky je pro analyzu lipid dal§im dalezitym parametrem
typ hmotnostniho analyzatoru. Pro analyzu lipidi byla pouzita Siroka Skala analyzatord,
napt. sektorovy magneticky, kvadrupélovy, priletovy, iontova past nebo orbitalni past®’.
V této praci byl pouzit pro analyzu redlného vzorku hmotnostni analyzator orbitalni past
(Orbitrap). Orbitrap je iontova past slozend ze dvou vnéjSich elektrod a centrélni elektrody.
Ionty vstupujici do Orbitrapu jsou zachyceny v rotaénim pohybu kolem centralni elektrody
a soucasné osciluji v ose této elektrody. Frekvence oscilace svazku iontl podél centralni

elektrody je zavisld na jejich m/z. lonty riiznych m/z osciluji podél centralni elektrody pti

ruznych frekvencich, cozZ vede k jejich oddéleni. Na vnéjSich elektrodach je ptipriletu iontil
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indukovan proud. Z celkového pribéhu indukovaného proudu jsou pomoci Fourierovy
transformace ziskdny hodnoty m/z iontl s vysokou piesnosti a spravnosti. Orbitrap
nejnovejsi generace poskytuje maximalni rozliSeni az 1 000 000 (pro m/z 200) s chybou
urceni hodnoty m/z nizsi nez 1 ppm. Z naméfenych spekter lze urcit elementarni sloZzeni

iontd*?.

Pti analyze lipidii se ¢asto pouzivaji hybridni hmotnostni spektrometry, slozené z vice
typll hmotnostnich analyzatord. Takové instrumenty umoziuji méfit fragmentacni spektra
analyzovanych lipidi pro jejich strukturni charakterizaci. Nej€astéji jsou soucasti hybridnich
hmotnostnich spektrometrti iontové pasti nebo kvadrup6ly, analyzatory doby letu (TOF)
a Orbitrap?®. V predlozené praci byly pouzity hybridni instrumenty s moZnosti detekce ionti

v orbitalni pasti. Pouzité fragmentacni techniky CID, HCD, UVPD jsou popsany nize.

2.4.3.3 Kolizn¢ indukovana disociace

Kolizné¢ indukovana disociace (CID) je fragmentacni technika MS pro fragmentaci
iontdi v plynné fazi*. Vybrané ionty, typicky molekularni ionty nebo protonované molekuly,
jsou urychlovany pomoci elektrického potencialu do kolizni cely, kde dochéazi ke srazkdm
s neutralnimi ¢asticemi (Casto heliem, dusikem nebo argonem). Pfi sraZce se Cast kinetické
energie iontli pfeméni na jejich vnitini energii, coz ma za nasledek Stépeni vazby a rozpad
molekuldrniho iontu na mensi fragmenty. Tyto fragmentové ionty jsou pak dale

analyzovany. CID nejéastéji probihd v iontové pasti nebo v kvadrupélové kolizni cele®*.

2.4.3.4 Vysokoenergeticka kolizni disociace

Vysokoenergetickd kolizni disociace (HCD) je fragmentacni technika MS specificka
pro hmotnostni spektrometr s orbitrapem a C-pasti. lonty jsou davkovany C-pasti do HCD
cely, kde dochazi k CID. Vzniklé fragmenty jsou pomoci C-pasti nasledné davkovany
do Orbitrapu. Vyuzivd se vySsi radiofrekvencni napéti, které slouzi k zadrzeni vétSiny
fragmentovanych iontl v C-pasti. Vyssi energie tedy neni nutna k vyvolani fragmentace,
ale k udrZzeni fragmentovanych ionti v C-pasti. Navzdory jménu je HCD spise

nizkoenergeticka CID technika®.
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2.4.3.5 Disociace ultrafialovym zafenim

Disociace ultrafialovym zafenim (UVPD) je fragmentacni technika MS, kterd vyuziva
energii dopadajicich fotonti ke zvySeni vnitini energie iontli. Prekurzorové ionty jsou
zachyceny v iontové pasti a ozaieny UV svétlem, které ma formu laserovych pulzt. Fotony
jsou piimo absorbovany cilovymi molekulami v zavislosti na jejich UV absorbci. Jakmile
je dosazeno dostate¢n¢ excitovaného stavu, prekona se energetickd bariéra pro disociaci

vazeb a dochazi k fragmentaci’®.

V této diplomové praci byla vyuzita technika, ktera spojuje dvé vySe zminéné
analytické techniky — spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-
MS). Diky analyze HPLC/MS ziskdvame kvalitativni 1 kvantitativni informace.
Chromatograficka separace neni vZdy nutnd, protoZe metoda zalozena na MS umoziuje urcit
molekulové hmotnosti riiznych slozek vzorku. Takova analyza je rychla, avSak poskytuje
pouze zakladni informace o vzorku. Vzhledem k tomu, Ze se tato prace zabyva analyzou
TG-est, je tato kapitola zaméfena na analyzu podobné tfidy lipida, a to TGs. Pro analyzu
smeési TGs se Casto pouziva NARP-HPLC/MS v pozitivhim modu s vyuzitim APCI nebo
ESI. Pii analyze TGs se do mobilni faze Casto ptfidavaji amonné ionty pro zvyseni citlivosti.
APCI 1 ESI v pfitomnosti amonnych iontli v mobilni fazi poskytuji pfednostné amonné
adukty [M + NH4]". Dale byvaji ve spektrech detekovany ionty [M + H]" a v pfipadé APCI

ionizace také fragmentové ionty odpovidajici neutrdlnim ztratdm mastnych kyselin®” 3%,

Pro charakterizaci zastoupeni mastnych kyselin v ptirodnich smésich TGs je technika
HPLC/MS vynikajicim nastrojem. Pti pouziti CID je mozné urcit sloZzeni mastnych kyselin
v jednotlivych vzdjemné separovanych TGs*’. Ve spektrech se vyskytuji diagnostické
fragmenty odpovidajici neutralnim ztrdtdm mastnych kyselin. Je tfeba poznamenat, Ze
béhem této analyzy se ziska pouze zékladni sloZeni triacylglycerolu bez dalsich strukturnich
informaci o poloze dvojné vazby a izomerii ¢i vétveni mastné kyseliny. Na zakladé
podobnosti struktury TG a TG-est byl uvedeny pfistup vyuZzit v této diplomové praci pro

analyzu TG-est®.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

e chloroform: p.a., destilovany, Penta (Praha, Ceska Republika)

e diethylether: p.a., destilovany, Penta (Praha, Ceska Republika)

e mravencan amonny: p.a., >97,0 % (T), Fluka (St. Louis, USA)

e acetonitril, p.a., >99,9 % LC-MS LiChrosolv (Némecko) — zkratka ACN

e 2-propanol: p.a., >99,9 %, LC-MS Chromasolv, >99,9%, Fluka (St. Louis, USA) —
zkratka IPA

e methanol: p.a., >99,8 %, LC LiChrosolv (Némecko) — zkratka MeOH

e hexan: p.a., destilovany, Penta (Praha, Ceska Republika)

e demineralizovana voda pfipravend pomoci systému Milli-Q

3.2 Vzorek lipidii novorozeneckého mazku

Vzorky novorozeneckého mazku byly odebrany zdravotnickym personalem
na porodnich salech Gynekologicko-porodnické kliniky 1. Iékaiské fakulty UK v Praze
v souladu se stanoviskem etické komise VFN v Praze (910/09 S-1V). Mazek byl uchovavan
v tmavych vialkach a umistény v mrazaku pfti teploté -25 °C. Pro dalsi pouziti byl vzorek
novorozeneckého mazku pracovniky UOCHB AV CR rozdélen pomoci kolonové LC Praze
na frakce ¢. 1-30. V této préci byla pro méfeni pouzita frakce €. 21, ve které byl nejveétsi
vyskyt lipidii s osmi kysliky. Koncentrace lipidii v tomto vzorku byla 10 mg/ml. Tato frakce
byla dale dle potfeby fedéna chloroformem na poZadovanou koncentraci a pouzita pro

méreni.

3.3 Priprava roztoku mravené¢anu amonného

Pro analyzu byl pfipraven roztok mraven¢anu amonného (M: = 63,06) o koncentraci
0,5 M rozpusténim 7,88 g ve 250 ml demineralizované vody. Ziskany roztok byl skladovan

v tmavé sklenéné lahvi a umistény v lednici pii teploté 4 °C.
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3.4 Standardy lipidi

Standardy TG-est byly ptipraveny pracovnikem UOCHB AV CR v Praze Ing. Alesem
Macharou, Ph.D.. Tyto standardy byly rozpustény v chloroformu na zasobni koncentraci
10 mg/ml. Zasobni roztoky standardii byly uchovavany ve vialkach v mrazaku pti -20 °C.
Dle potieb byly déale fedény chloroformem na koncentraci pouzitou pii métfeni. Struktura

téchto latek je zndzornéna nize na Obrazku 3, 4 a 5.

Obrazek 3 TG-est 18:0 18:0 16-OAHPA (C73H1380s; M = 1143.03917 Da)

0 16:0

BN PP P
16:0
___O__M\\//\\«/A\w//\\//\\v/ﬁ\\//\\//“\
o CH

18:0 3

CH3

Obrazek 5 TG-est 16:0_18-OAHSA 16:0 (C71H13405; M = 1115.00787 Da)
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3.5 Pristroje a zarizeni, pracovni parametry

e analytické vihy Mettler, AE 240-S (Mettler Toledo, Ziirich, Svycarsko)
e cCerpadlo Dionex UltiMate 3000 Pump (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)
e LC/MS systém s LCQ Fleet

o &erpadlo: Rheos Allegro (Flux Instruments, Reinach, Svycarsko)

o automaticky davkovac s kolonovym termostatem: Accela autosampler P/N
60057 — 60020 (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)

o detektor: LCQ Fleet, 3D IT, se sondou pro APCI a ESI (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, USA)

e LC/MS systém s LTQ Orbitrap XL

o &erpadlo: Rheos 2200 (Flux Instruments, Reinach, Svycarsko)

o UHPLC c¢erpadlo: Dionex UltiMate 3000 ISO-3100 SD Isocratic pump
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)

o automaticky davkovac¢: PAL HTS autosampler (CTC Analytics, Zwingen,
Svycarsko)

o termostat: DeltaChrom CTC 100 (Watrex, Praha, Czech Republic)

o detektor: LTQ Orbitrap XL hybrid FTMS/IT, se sondou pro APCI a ESI
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)

e Orbitrap Fusion Lumos Tribrid (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)
o UHPLC cerpadlo: Dionex UltiMate 3000 ISO-3100 SD Isocratic pump
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)
o detektor: Orbitrap Fusion Lumos Tribrid, EASY-Spray source (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, USA)

e software: Xcalibur, verze 3.0.63 (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)
e kolony pro HPLC

o Luna 5 pm Phenyl-Hexyl 100 A, LC 250 x 4.6 mm Column (Phenomenex,
Kalifornie, USA)

o Nova-Pak 4 um C18 60 A 150 x 3,9 mm Column (Waters Corporation,
Milford, USA)
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o Kinetex 2.6 pm C18 100 A HPLC150 x 3.0 mm Column (Phenomenex,
Kalifornie, USA)

e Stacionarni faze pro TLC
o TLC sklenéné deska pokryta SiO2, 5 x 10 cm (pfipravena v laboratofi)
o HPTLC Silica gel 60 RP-18, 20 x 10 cm (Merck Millipore, USA)

o Nano-Silica XHL HPTLC Plates W/UV254, 10 x 10 cm (Sorbtech)

3.6 Chromatograficka separace lipidii

Pro vysokorozliSovaci kapalinovou chromatografii byly pouzity kolony, které jsou
uvedené v kapitole 3.5 Pristroje a zafizeni, pracovni parametry. Pfi méfeni byla kolona
umisténa v termostatu s nastavenou teplotou 30 °C. Postkolonové (pomoci kapilary
pfipojené T-kusem za kolonou) byl kontinudlné¢ davkovan 0,5 M roztok mravencanu
amonné¢ho o pritoku 3 pul/min pomoci vysokotlakého Cerpadla Dionex. Vialky se vzorky

byly vkladany do automatického davkovace.

3.7 Nastaveni hmotnostniho detektoru

Parametry APCI a ESI zdroje byly nastaveny automatickym ladénim pfistroje na
amonny adukt standardu TG-est pomoci piimého nastiiku. Standard byl davkovan
mikrodavkovacem o pritoku 10 pl/min. Mobilni fize se skladala z 70 % acetonitrilu a 30 %
2-propanolu o pratoku 200 pl/min pro APCI a 100 pul/min pro ESI. Pratok zmlZovaciho plynu
(sheath gas) byl 35 arbitdrnich jednotek a pritok pomocného plynu (auxilary gas) byl
15 arbitrarnich jednotek. Teplota kapilary byla 275 °C. K fragmentaci byla vyuZzita
fragmentacni technika CID, HCD a UVPD s rGznymi hodnotami kolizni energie. Spektra
byla métena na LCQ Fleet, LTQ Orbitrap XL a Orbitrap Fusion Lumos Tribrid.

3.8 TLC separace lipidi

Pro tenkovrstvou chromatografii byly pouzity TLC desky, které jsou uvedené
v kapitole 3.5 Pfistroje a zafizeni, pracovni parametry. Kazd4 deska byla pfed nanesenim
vzorku promyta v Cistici smési chloroform/methanol 1:1 (v/) a vysuSena. V této praci byla

vyuzita analytickd a preparativni TLC.
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Analytickd TLC byla provadéna za G¢elem urceni polohy frakce TG-est. Pro tento tcel
byly pouzivany standardy TG-est a frakce ¢. 21. Po naneseni vzorkl a vyschnuti byla TLC
deska umisténa do chromatografické vany obsahujici malé mnozstvi mobilni faze. Po
vyvinuti mobilni faze byla TLC deska vysuSena na vzduchu a separované zony byly

vizualizovany pomoci koncentrované kyseliny sirové a horkovzdusné pistole.

Preparativni TLC byla provadéna za ucelem izolace frakce TG-est. Po naneseni vzorkt
a vyschnuti byla TLC deska umisténa do chromatografické vany obsahujici malé mnozstvi
mobilni faze. Po vyvinuti mobilni faze byla TLC deska vysuSena na vzduchu a separované
zony byly vizualizovany pomoci 0,05% roztoku primulinu s vyuzitim UV lampy. Pomoci
Spachtle byla vyznacena frakce TG-est a seSkrabnuta do sklenéné kolonky s vrstvou
silikagelu. Frakce byla nasledn¢ vymyta diethyletherem, odpafena do konstantni hmotnosti
a rozpusténa v chloroformu na definovanou koncentraci. Ziskané vzorky byly uchovavany

ve sklenénych vialkach pii teploté -20 °C.
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4 VYSLEDKOVA CAST A DISKUZE

4.1 Vybér ioniza¢ni techniky pro estolidy triacylglycerolii

Pro analyzu TG-est byly testovany dve ioniza¢ni techniky — ESI a APCI. Cilem tohoto
experimentu bylo vybrat optimalni zplisob ionizace zajist'ujici dostate¢nou citlivost detekce
a prozkoumat rozsah fragmentace TG-est pfi ionizaci. Méfeni bylo provedeno piimym

nastfikem roztokl standardil na ptistroji LTQ Orbitrap XL v pozitivhim modu.

4.1.1 ESI spektrum estolidu triacylglycerola
Standard TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (C71H13408; M = 1115.00787 Da) o koncentraci
0,2 mg/ml byl zméten ptimym nastiikem do proudu acetonitrilu o pratoku 100 pl/min. Pro
danou koncentraci nebyl zaznamenan zadny signal, ktery by odpovidal méfenému standardu.
TG-est se pii pouziti techniky ESI efektivné neionizuji. Dal§im krokem bylo pfidani roztoku
mravencanu amonného o koncentraci 0,5 M ke standardu TG-est. Mraven¢an amonny byl
davkovan kontinualn¢ pratokem 3 pl/min pomoci mikrostiikacky Hamilton umisténé
v davkovaci do proudu mobilni fize s analytem. Vysledné spektrum je znazornéno na
Obrazku 6. Za téchto podminek standard poskytuje signal m/z 1133,0419, ktery odpovida
elementarnimu slozeni C71H13380sN (0,22 ppm). Elementéarni slozeni odpovidda amonnému
aduktu [M + NHa]". Pfi pouziti techniky ESI méfeny standard TG-est v iontovém zdroji

nefragmentuje a ve spektru je zaznamendn pouze amonny adukt TG-est.

AMR_1919-1-3_ESI_NH4AC_181113 #51.77 RT: 138-209 AV: 27 NL: 101E7
F: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00] 1133,0419

CnHissOsN [M + NH-I

] +
e 0,2160 ppm
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Obrazek 6 MS spektrum standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (c =0,2 mg/ml).
Ioniza¢ni technika ESI s pfidavkem 0,5 M mraven¢anu amonného. LTQ Orbitrap XL
v pozitivnim modu.
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4.1.2 APCI spektrum estolidu triacylglyceroli

Standard TG-est 16:0 _16:0_18-OAHSA o koncentraci 0,2 mg/ml byl zméfen pfimym
nastiikem do proudu acetonitrilu o priutoku 200 pl/min. Vysledné spektrum je znazornéno
na Obrazku 7. Na tomto spektru jsou TG-est detekovany v podobé protonované molekuly
[M+ H]" na m/z 1116,0161 coz odpovida elementarnimu slozeni C71H13505 (0,89 ppm).
Déale jsou pozorovany fragmenty m/z 859,7743 (CssHi1030s, -0,75 ppm) a 551,5026
(C35H6704, -1,35 ppm). Ion o poméru m/z 859,7743 odpovida neutrdlni ztraté¢ FA 16:0
odstépenim z glycerolu. Ion o poméru m/z 551,5026 odpovida neutrélni ztraté 18-OAHSA.
Podobné APCI spektrum bylo ziskano po ptfidani mravenc¢anu amonného do proudu mobilni
faze s analytem. V tomto spektru byly detekovany stejné ionty jako na Obrazku 7 a nové

piibyl ion odpovidajici aduktu [M + NHa]".

AMR_1919-1-3_APCI_181113 #40-57 RT: 1.06-1.53 AV: 18 NL: 1.61E8

T FTMS + p APCI corona Full ms [310.00-1400.00] 859.7743
CssHi1030e

100 -0,7542 ppm

90 551,5026

80 CisHe7Ou

-1,3478 ppm
= 70~
[M + H]*
-(_fzu 502 1116,0161
4 . C71H1350s
0,8892 ppm

30

20

102

O: T T T T T L3 L T T "\ B R T T T T T T T ¥ T T
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Obrazek 7 — MS spektrum standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (c = 0,2 mg/ml).
Ioniza¢ni technika APCI bez pfidavku mravenéanu amonného. LTQ Orbitrap XL
v pozitivnim modu.

DalSim experimentem bylo méfeni spekter izomert a porovnani ziskanych signali.
Pro méfeni byl pouzit standard TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA  (C71H1340s;
M=1115.00787 Da) a standard TG-est 16:0 18-OAHSA 16:0 (C71H1340s;
M = 1115.00787 Da). Namétena spektra jsou zndzornéna nize (Obrazek 8 a 9.)
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AMR-1919-1-3_MSMS02_181023173527 #75-82 RT: 2.04-2.23 AV: 8 NL: 3.00E7
T: FTMS + p APCI corona Full ms [315.00-1400.00]

859,7737
100 CssH1030s6
] -1,3582 ppm
90 |
80_; 35 1 ,502 1 O—EMWW\CH:
_— Cs5He704 e NSRS N N T S
- —2,2945 ppm ) DW/\/\M/\’
g 60— " WHQ;/‘\/”\\/\\/\_:/\,/\_/\/LO
§ 50 |
: 2
g o (M + NH.]
30 1133,0407
. C71H13:0sN
20 | -0,9096 ppm
10—f
o T e , ‘ — . ‘ —
400 600 800 1000 1200 1400
m/z

Obrazek 8 MS spektrum standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (c = 0,2 mg/ml).
Ioniza¢ni technika APCI. LTQ Orbitrap XL v pozitivhim modu.

AMR-1921-3-1_23102018 #28-34 RT: 0.80-0.97 AV: 7 NL: 2.74E8
T. FTMS + p APCI corona Full ms [200.00-2000.00]

859,7749
CssH1030s
1004 0,0225 ppm
90
1 (o]
80 e PR N N Y .
g 104 W
= 0
g | AV e e WS Tt S N [
{,:;‘ 60 o
; 4 OJK/\/\/\/W\/\CH
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: 40 CssHerO4 +
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3 | 1133,0429
20 CniHis0sN
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Obrazek 9 MS spektrum standardu TG-est 16:0 18-OAHSA 16:0 (c =0,2 mg/ml).
Ionizaéni technika APCI. LTQ Orbitrap XL v pozitivnhim mddu.
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Po porovnani vyslednych spekter (obrazky €. 8 a 9) je vidét, ze ion m/z 551.50 vznika
v téchto dvou ptipadech s odliSnou intenzitou signali. Timto experimentem bylo dokazano
nasledujici — pokud je acylovy zbytek s navazanou kyselinou (delsi fetézec) umistén na
jednom z krajnich uhlikti glycerolu, pak odpada ochotnéji a vznikd ion 551,5021 s cca
dvounasobnou intenzitou signdlu nez pti umisténi delSiho fetézce na prostfednim uhliku
glycerolu. Timto experimentem se potvrdil znamy fakt z analyzy TG, kde jsou pozorovany

rozdilné intenzity fragmentovych iontil pii izomerii*'.

Samovolnou fragmentaci ve zdroji dochazi ke sniZeni intenzity molekulového aduktu
TG-est, ale z hlediska vytéznosti ionizace, jinak feceno citlivosti detekce, byly techniky ESI
a APCI s pridavkem mravencanu amonného srovnatelné. APCI by bylo vyhodné pouzit
pouze v piipadé jednoduchych smési TG-est a vyuzit moznost identifikace polohy fetézce
OAHFA. V piipadé¢ komplexnich smési, jakym je VC je vSak vyhodnéjSi pouzit ESI
s ptidavkem amonné soli do mobilni fdze. Hlavni vyhodou ESI oproti APCI je fakt, Ze pti
ni nedochazi k fragmentaci ve zdroji a tvorbé dvou typli molekulovych aduktt. Vyskyt dvou
typtt molekulovych adukti pii APCI by ve smésnych spektrech komplexni smési TG-est
vedl k jejich ptekryvu. Vyrazné by komplikoval identifikaci molekulovych aduktti a hlavné
by znemoZznil vybér jednoho typu iontl pro méteni fragmentacnich spekter, ¢imz by vznikala
komplikovana smésna spektra TG-est rizné molarni hmotnosti. Navic, pfi analyze velmi
komplexniho vzorku VC by vyskyt fragmentii v MS spektru znesnadnoval interpretaci,
protoze elementarni sloZzeni fragmenti TG-est odpovida elementarnimu slozeni TGs a jejich

fragment.

4.2 Fragmentacni spektra standardu

Pro analyzu standardi TG-est byly testovany tii1 fragmentacni techniky — CID, HCD,
UVPD. Cilem tohoto experimentu bylo vybrat optimalni zplsob fragmentace zajistujici
dostatecnou citlivost detekce a prozkoumat rozsah fragmentaci TG-est. Méteni CID a HCD
bylo provedeno pfimym ndstfikem roztoku standardu na pfistroji LTQ Orbitrap XL
v pozitivnim moédu a méfeni UVPD bylo provedeno na pfistroji Orbitrap Fusion Lumos

Tribrid.

4.2.1 Fragmentace CID
V této kapitole jsou popsana fragmentacni spektra s vyuzitim techniky CID. Standard
TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (C71H13408; M = 1115.00787 Da) o koncentraci 0,2 mg/ml
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byl zméfen pfimym ndstfikem do proudu acetonitrilu o pratoku 100 pl/min. Béhem
skenovani byl pfidavan roztok mraven¢anu amonného o koncentraci 0,5 mg/ml pomoci
pumpy Dionex s rychlosti pratoku 3 pl/min. Kolizni energie 18 %. Vysledné spektrum je
znazornéno na Obrazku 10. Na Obrazku 11 je znazornéno S$tépeni vazeb pii MS?

fragmentaci.

AMR_1919-1-3_ESI_NH4AC_MSMS_181113 #149-171 RT. 4.22-4.86 AV: 23 NL:7.19E5

T: FTMS + p ESI Full ms2 1133.04@cid17.50 [310.00-2000.00] 1133 ’()4
CID
100 859,7733
90_ CssHi10306
] -1,9159 ppm
80
70
% 601 551,5021
2 E C3sHe704 +
8 s -2,2729 ppm [M + NH.]
5 40 1133,0399
- 30_ CnHi3sO:N
] ) -1,5815 ppm
e S 2”[31 . pp
10 P - C36HesO04 2=
G_\-" T T R LA R R LAAN LA T "““-\'\-ww""\\||"‘ T
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Obrazek 10 MS?/CID spektrum standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (c = 0,2 mg/ml).
Ioniza¢ni technika ESI. LTQ Orbitrap XL v pozitivnim modu.

16:0
859,77 = 0 |C|)
O\/\/\/\/\/\/\/\CHg
859.77 | 1 || 16:0
O CH>
—_ 18:0
551.50 o |
18:1 0

Obrazek 11 MS?*CID fragmentace standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA
(c = 0,2 mg/ml).

V MS? spektru amonného aduktu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA m/z 1133.0399
(Obrazek 10) je nejvyssi signal pro m/z 859,7733, coz je dano neutrdlni ztratou kyseliny
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FA 16:0 na krajnim nebo prostfednim uhliku glycerolu. Méné intenzivni fragment m/z
551,5021 vznika odstépenim 18-OAHSA. Obdobné méieni bylo provedeno i s pouZzitim
standardu TG-est 18:0 18:0 16-OAHPA (C73H13808; M = 1143.03917 Da) pro ovéieni, zda
fragmentace probihd stejnym zptsobem i u TG-est o jiné molekulové hmotnosti. Tato

hypotéza byla potvrzena a pti méteni vznikaly fragmenty stejnym zptisobem.

V dal§im experimentu byl proveden MS?® sken amonného aduktu o poméru
m/z 1133,0399 (kolizni energie 18 %) a iontu o poméru m/z 859,7733 (kolizni energie 17 %).
Pro méfeni byl pouzit standard TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (C71H1340s;
M =1115.00787 Da) o koncentraci 0,2 mg/ml. Vysledné¢ spektrum je zndzornéno na

Obrazku 12. Na Obrazku 13 je znazornéno §tépeni vazeb pii MS? fragmentaci.

T RIS + b E51 FUll med 1133 OA@AC1B.00 856 77 @17 00 (236 00.1400.00) o0 1133,04
0 577,5178 CID
100+
] CyrHeOs 859,77
3 547.,5071 ’
% ; -2,1754
1 CsacHer O3 ’ PR CID ?
. -2.5269 ppm O
g 70
q%: 60~
% 502 5205068 693,5335 859,7737
g 40 C35Hs50: CoH7104 CssHi030s
30 -0,9212 ppm -1 39486 ppm - C18H3402 -1 ,4477 ppm
20 4 i
o] | ) - Ci6H320,
| #
0 450 Y 500 SéD e 600 EéD e 700 TéD P 800 o SS‘D o 900 o Eéﬂ ‘
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Obrizek 12 MS?/CID spektrum standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (c = 0,2 mg/ml).
Ioniza¢ni technika ESI. LTQ Orbitrap XL v pozitivhim mddu.

CHa
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H‘OMW

0 Sl
0

603,53

Obrazek 13 MS*/CID fragmentace standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA
(c = 0,2 mg/ml).
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Provedenim MS? bylo zjisténo, Ze ion o poméru m/z 603,5335 (C39H7104, -1,95 ppm)
nalezi fragmentu po neutrdlni ztrat¢ 2. kyseliny FA 16:0. Ion o poméru m/z 577,5178
(C37H6904, -2,18 ppm) nalezi fragmentu po neutralni ztraté kyseliny 18:1 z 18-OAHSA. Ion
o poméru m/z 547,5071 (C3¢Hs703, -2,53 ppm) pak dle elementarniho slozeni nalezi
pravdépodobn¢ acylovému iontu esterifikované hydroxykyseliny. Ion o poméru m/z
529,5068 (C36Hg502, -0,92 ppm) odpovida fragmentu po neutralni ztraté¢ vody od fragmentu
o poméru m/z 547,5071.

Pii dalsich méfeni byla vyzkouSena také fragmentace MS® iontu m/z 551,5021, ale
nebylo dosazeno dostatecné vytéznosti iontll pro jejich interpretaci. Déale byla vyzkousena
fragmentace MS* ze ziskanych iontii z predchoziho skenu (Obrazek 12). V MS* experimentu

vSak opét nebylo dosazeno dostatecné vytéznosti iontt.

4.2.2 Fragmentace HCD
V této kapitole jsou popséana fragmentacni spektra s vyuzitim techniky HCD. Standard
TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (C71H13408; M = 1115.00787 Da) o koncentraci 0,2 mg/ml
byl zméfen pfimym néastiikem do proudu acetonitrilu o pritoku 100 pl/min. Béhem
skenovani byl pfidavan roztok mravencanu amonné¢ho o koncentraci 0,5 mg/ml pomoci
pumpy Dionex s rychlosti pritoku 3 pl/min. Kolizni enegie 16 %. Vysledné spektrum je

znazornéno na Obrazku 14.

MS 19198-1-3_MS_HCD #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 9.98E7
T: FTMS + p ESI Full ms2 1133.0300@hcd16.00 [150.0000-1500.0000]

859,7749 HCD 1133,04
1005 551,5032 CssHio:Os
007 CisHerOs -0,0174 ppm
3 -0,2759 ppm
80
= 70__
g 60
< s0-
% 40
3 +
30 [M + NH.]
20: 1133,0411
3 C71Hi13:0sN
105 -0,4932 ppm
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Obrazek 14 MS?/HCD spektrum standardu TG-est 16:0_16:0_18-OAHSA (c = 0,2 mg/ml).
Ionizaéni technika ESI. LTQ Orbitrap XL v pozitivnim médu.
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Provedenim MS? skenu amonného aduktu bylo zji§téno, Ze vznikaji stejné ionty jako
pti pouziti techniky CID a tato technika nepfinesla nové informace o fragmentaci standardu.
Ve spektru opét pozorujeme ionty o poméru m/z 859,7749 a 551,5032 odpovidajici
neutralnim ztratam NH3 + FA 16:0 a NH; + FA 18-OAHSA. Vznik téchto iontu je jiz
vysvétlen v kapitole 4.2.1 Fragmentace CID.

V dal§im experimentu byl proveden MS® sken zamonného aduktu o poméru
m/z 1133,0411 (kolizni energie 32 %) a iontu o poméru m/z 859,7749 (kolizni energie 32 %).
Pro méfeni byl pouzit standard TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (C71H1340s;
M =1115.00787 Da) o koncentraci 0,2 mg/ml. Vysledné spektrum je znazornéno na
Obrazku 15.

MS 1919-1-3_MS3_HCD#5562-572 RT. 2.99-3.10 AV. 21 NL: 2.57E5

T: FTMS + p ESI Full ms3 1133.0699@hcd32.00 859.7700@hcd32.00 [150.0000-1500.0000] 113304
HCD?
100 859,77
547,5081 e L HCD?
90 2 CssHi0:0e6
CasHe7Os 577.5184 -0.8206 pme O
= 529.4974 -0,7032 ppm  CyHeOs ’
% * CieHesO2 -1,0861 ppm \
£ w0 -1,0468 ppm /
Ew 603,5340
g - \ C3oH7104
= 511,4869 -1,1129 ppm
CiHesO
202 20,9169 ppm
10 \
N .

m/z

Obriazek 15 MS*/HCD spektrum standardu TG-est 16:0_16:0_18-OAHSA (c = 0,2 mg/ml).
Kolizni energie 32 %. loniza¢ni technika ESI. LTQ Orbitrap XL v pozitivhim modu.

Provedenim MS? skenu z prekurzorového iontu 1133,0411 bylo zjisténo, ze vznikaji
stejné ionty jako pfi pouZiti fragmentacni techniky CID. Technika HCD nepfinesla nové
informace o fragmentaci standardu. Ve spektru opét pozorujeme ionty o poméru m/z
603,5340; 577,5184; 547,5081; 529,4974. Tyto ionty jsou jiz vysvétleny v kapitole 4.2.1
Fragmentace CID. Nov¢ je na tomto spektru pozorovan ion m/z 511,4869(C3sHe30, -0,92
ppm); ktery odpovida fragmentu po neutralni ztrat€ vody z fragmentu m/z 529,4974.

-34 -



Dale bylo vyzkouseno mé&feni MS* ze ziskanych iont z piedchoziho skenu, nicméné
vytéznost iontl opét nebyla dostatecnd ani pii zvySeni koncentrace analytu a rozsifeni

izola¢nich oken.
4.2.3 Fragmentace UVPD

V této kapitole jsou popsdna fragmentacni spektra s vyuzitim techniky UVPD.
Standard TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (C71H13408; M = 1115.00787 Da) o koncentraci
0,2 mg/ml byl zméfen pfimym ndstfikem do proudu acetonitrilu o priatoku 100 pl/min.
Béhem skenovani byl ptfidavan roztok mraven¢anu amonného o koncentraci 0,5 mg/ml
pomoci pumpy Dionex s rychlosti priitoku 3 pl/min. Byl proveden MS? sken z amonného
aduktu o poméru m/z 1133,0412 (aktivacni ¢as 5000 ms). Vysledné spektrum je znazornéno

na Obrazku 16.

MS 1919-1-3_MS_UVPD #298-302 RT. 6.83-7.19 AV: 5 NL: 4.07E7

T. FTMS + p ESI Full ms2 1133.0300@cid5000.00 [150.0000-1500.0000] +
[M+NH] 1133,04
100 1133,0412 UVPD
- CnHi3sOsN
| -0,4674 ppm
80~
R 70 859,7746
g 60 CssHinsOe
L -0,3548 ppm
Ew M+ H]Y
% 40 551,5029
2 3] CasHerO4 1116,0149
: -0,7994 ppm Cn1H1350s
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10 | ‘
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Obrazek 16 MS*UVPD spektrum standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA
(c =0,2 mg/ml). Ioniza¢ni technika ESI s pfidavkem. Orbitrap Fusion Lumos Tribrid
v pozitivnhim modu.

Provedenim MS? skenu bylo zjiténo, Ze vznikaji stejné ionty jako pii pouziti technik
CID a HCD a tato technika nepftinesla nové informace o fragmentaci standardu. Ve spektru
opé€t pozorujeme ionty o poméru m/z 859,7746 a 551,5029. Tyto ionty jsou jiz vysvétleny
v kapitole 4.2.1 Fragmentace CID. Navic fragmentacni spektrum obsahuje ion s intenzitou
cca 10% odpovidajici iontu [M + H]". Efektivita fragmentace je niz$i nez pfi CID a HCD.

Ani pfi nastaveni nejvys$Siho mozného aktiva¢niho ¢asu 5000 ms nebylo dosazeno takového
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stupn¢ fragmentace, aby intenzita fragmenti pfevySovala intenzitu prekurzoru. Z tohoto

divodu se jiz v dalSich MS" fragmentacich nepokracovalo.

V této kapitole byly vyzkouseny tfi rtizné fragmentacni techniky s cilem prozkoumat
fragmentaci TG-est — CID, HCD a UVPD. Timto experimentem bylo zjisténo, ze vybér
fragmentacni techniky nema ptili§ velky vliv na podobu fragmentac¢nich spekter. Pro méfeni
Ize pouzit CID a HCD. UVPD je nejmén¢ vhodna v disledku nizké vytéznosti fragmentace.

Pro dalsi experimenty byla vybrdna fragmentace CID.

4.3 Optimalizace podminek HPLC/MS

Dal$im krokem byla optimalizace podminek HPLC/MS. V prvni fazi optimalizace
byla zvolena kolona C18 Nova-Pak, na které byla jiZ v minulosti provadéna separace jinych
lipidovych frakci VC a vykazuje dobrou separacni u¢innost pii analyze nepolarnich lipida.
Teplota kolonového termostatu byla nastavena na 30 °C. Pro méteni byly pouzity standardy
TG-est. Méfeni bylo provadéno na pfistroji LCQ Fleet s ioniza¢ni technikou ESI
v pozitivnim modu. MS metoda byla automaticky naladéna na standard TG-est
16:0 16:0 18-OAHSA (C71H13405; Mr=1115.00787 Da) pro piimy nastiik do proudu
acetonitrilu o pratoku 100 pl/min. Mezi optimalizovanymi parametry HPLC bylo slozeni

mobilni faze, typ kolony a délka gradientového programu.

4.3.1 Slozky mobilni faze

Pro chromatografii byl pouZit standard TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA o koncentraci
0,1 mg/ml a 0,001 mg/ml. Postkolonové byl pfiddvan mravenan amonny o koncentraci
0,5M a priatoku 3 pl/min. Gradientova eluce byla nastavena na 50 minut. SloZeni
gradientového programu bylo sestaveno na zékladé ziskanych vysledki minulych separaci
lipidd v laboratofi, vice uvedeno v Tabulce 1. Testovany byly dvé kombinace rozpoustédel
pro vytvareni rozpoustédlového gradientu — MeOH/IPA a ACN/IPA. Porovnani vyslednych
chromatogramil je uvedeno na Obrazku 17. Majoritni pik o intenzit€¢ 100 % odpovida
méfenému standardu. Ostatni malé piky jsou nelistoty ze syntézy standardu. Stejny
experiment byl proveden s pouzitim vzorku izolovaného z VC, tedy frakce ¢&. 21,
o koncentraci 5 mg/ml. Porovnani vyslednych chromatogramii je zndzornéno na Obrazku

v

18. Pro porovnani byl vybran nejintenzivnéjsi ion TG-est m/z 1072,9433.
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Obrazek 17 HPLC/MS chromatogramy standardu TG-est

16:0 16:0 18-OAHSA

(c=0,1 mg/ml) pti pouziti riznych mobilnich fazi — A: MeOH/IPA a B: ACN/IPA.

Ioniza¢ni technika ESI. Kolona Nova-Pak C18. LCQ Fleet.
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Obrazek 18 HPLC/MS chromatogramy frakce €. 21 (¢ = 5 mg/ml) rekonstruovany pro m/z
1072,9433 pti pouziti riznych mobilnich fazi — A: MeOH/IPA a B: ACN/IPA. Ioniza¢ni

technika ESI. Kolona Nova-Pak C18. LCQ Fleet.

Tabulka 1 - Slozeni gradientového programu. A: MeOH nebo ACN. B: IPA.

Cas [min] | Mobilni faize A [%] | Mobilni faze B [%]

Pritok mobilni fize [ul/min]

0
35
40
45
50

70
0
0

70

70

30
100
100
30
30

350
250
250
350
350
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Na vysledném chromatogramu standardu naméfeném s mobilni fazi MeOH/IPA
(Obréazek 17) je retentni Cas standardu 32,79 min. Pfi pouziti kombinace rozpoustédel
ACN/IPA bylo pozorovéano zkraceni retenéniho ¢asu o cca 2 minuty. Sitka piku pii zdkladné
je v obou ptipadech stejnd — cca 2 min. Pfi pouziti smési TG-est z VC (Obrazek 18) byl
pozorovan rozdil v ucinnosti separace izomert TG-est. Je ziejmé, ze pii kombinaci
rozpoustédel ACN/IPA dochazi k ¢astecnému rozdeleni izomer obsazenych ve vzorku.
Také citlivost meéfeni ve smési rozpouStédel ACN/IPA byla o 20 % vys$i. Po tomto

experimentu byla vybréana jako nejvhodnéj$i mobilni faze pro separaci TG-est ACN/IPA.

4.3.2 Stacionarni faze
Dal$im optimalizovanym parametrem byl vybér chromatografické kolony. Pro
chromatografii byl pouzit TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA (C71H13408; M =1115.00787 Da)
o koncentraci 0,001 mg/ml. Postkolonové byl pfidavan mravencan amonny o koncentraci
0,5 M a prttoku 3 pl/min. Testované byly tfi kolony — Luna Phenyl-Hexyl, Nova-Pak C18
a Kinetex C18. Mobilni faze byla ptipravena z ACN/IPA podle gradientového programu

uvedeného v Tabulce 2. Porovnani vyslednych chromatogrami je uvedeno na Obrazku 19.

ST: 000 - 6000 SM: 5B

36 83 ML 7 1DE4
100 Basa Poak F- TME = ¢
s AL
[} A 190329 o&si_ast st Juna)
40
—_— 20
) o a7s 7od B82 1403 2000 2243 24467 3290 I 4126 4648 5453 5778
2 - E T ML- 1 30E5
100
o
a B
g = B
=) 40
= 20
= o6 702 i2i0 14.38 1683 2474 3152 3338 3576 ) | 4242 4813 52Rd 5B.50
= - b
o 100
D B0
o
" C
40
20
o o 457 954 16.52 1869 2484 || Z2I5 3181 3847 4111 4460 4937 5550 5861
T =TT L T s e s e e e | T T T T—T=T
[+] 5 10 15 0 25 30 35 40 45 50 55

Cas [min]

Obrazek 19 HPLC/MS chromatogramy standardu TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA
(c = 0,001 mg/ml) pii pouZziti riznych stacionarnich fazi — A: Luna Phenyl-Hexyl, B: Nova-
Pak C18, C: Kinetex C18. loniza¢ni technika. Mobilni faze ACN/IPA. LCQ Fleet.
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Tabulka 2 Slozeni gradientového programu. A: ACN. B: IPA.

Cas [min] | Mobilni faize A [%] | Mobilni faze B [%] | Pritok mobilni faze [pul/min]
0 70 30 150
35 0 100 120
55 0 100 120
60 70 30 150

Pfi porovnani vyslednych chromatogramti na Obrazku 19 je ziejmé, ze pfi pouziti
chromatografické kolony Kinetex C18 je pik analytu oproti ostatnim kolondm vyrazné vyssi
auzsi. Ze zminénych hledisek v porovnani s ostatnimi testovanymi kolonami je Kinetex C18
nejlepsi. Pro otestovani selektivity kolon byl stejny experiment proveden s pouzitim vzorku
izolovaného z VC (frakce €. 21) o koncentraci 5 mg/ml. Porovnani vyslednych
extrahovanych chromatogramii nejintenzivnéjSiho piku TG-est m/z 1072,9433 je znazornéno
na Obrazku 20. Déleni izomert TG-est stejné molarni hmotnosti se projevuje $irsi distribuci
jeho iontu v HPLC/MS zaznamu. Kolona Luna Phenyl-Hexyl je nejméné selektivni, protoZze
v zaznamu je signdl sledovaného iontu v nejuzsi oblasti reten¢nich ¢asti 32 min az 36,5 min
(4,5 min). Zbyvajici dvé kolony maji podobnou schopnost separovat izomery TG-est pii
nastavenych parametrech. Pti pouziti Kinetex C18 a Nova-Pak C18 je zdznam v rozsahu
19 min az 28 min (9 min) respektive 30 min az 40 min (10 min). Porovnanim vsech

parametra se jako nejlepsi z testovanych kolon ukéazala kolona Kinetex C18.
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Obrazek 20 HPLC/MS chromatogramy frakce ¢. 21 (c =5 mg/ml) pfi pouziti rGznych
stacionarnich fdzi — A: Luna Phenyl-Hexyl, B: Nova-Pak C18, C: Kinetex C18. Ioniza¢ni
technika ESI. Mobilni faze ACN/IPA. LCQ Fleet.

v s

Ptipouziti kolony Kinetex C18 se analyza zkrati diky nejnizsim reten¢nim ¢astim TG-
est a jeji pouziti je vhodné 1 z hlediska selektivity. Porovname-li chromatogramy standardu
a redlného vzorku, standard TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA eluuje na vSech kolonach
pozdéji, nez je maximum signalu redlného vzorku. TG-est odpovidajici molarni hmotnosti
syntetizovaného standardu je zastoupen ve vzorku jen ve stopovém mnozstvi. V redlném

vzorku jsou TG-est s niz§i molarni hmotnosti a vy$§im poctem dvojnych vazeb.

4.3.3 Gradientovy program

Dalsim optimalizovanym parametrem bylo slozeni a délka gradientového programu.
Ostatni podminky byly zvoleny dle pfedchozi optimalizace — kolona Kinetex C18 a mobilni
faze ACN/IPA. Byl vyzkouSen program o délce 60, 85 a 100 minut. Poc¢atecni podminky
byly nastaveny u vSech analyz stejné, 70 % ACN a 30 % IPA. Byla ménéna rychlost naristu
koncentrace IPA. Gradientové programy jsou uvedeny v Tabulce 3, 4 a 5. V disledku
vysokého zpétného tlaku na koloné pii pouziti vysokych koncentraci IPA bylo nutné
snizovat pritok mobilni faze. Méfenym vzorkem byla frakce ¢. 21 o koncentraci 5 mg/ml.
Porovnani extrahovanych chromatogramii nejintenzivnéj$iho piku TG-est m/z 1072,9433 je

zndzornéno na Obrazku 21. Jako nejvhodnéj$i doba méteni byla zvolena analyza v trvani
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100 minut (Tabulka 5). Divodem je SirSi eluéni zona

separacniho déleni v ramci izomerd.

RT: 0.00-100.00 SM: 7B

TG-est s piredpokladem lepsiho
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Obrazek 21 HPLC/MS chromatogramy frakce €. 21 (¢ = 5 mg/ml) pfi rizné délce analyzy
— A: 60 min., B: 85 min., C: 100 min. Ioniza¢ni technika ESI. Mobilni faze ACN/IPA.
Kolona Nova-Pak C18. LCQ Fleet.

Tabulka 3 Slozeni 60minutového gradientového programu s narGstem koncentrace
IPA 2 %/min. A: ACN. B: IPA.

Cas [min] | Mobilni faize A [%] | Mobilni faze B [%] | Priitok mobilni faze [pul/min]
0 70 30 150
35 0 100 120
55 0 100 120
60 70 30 150

Tabulka 4 SloZeni 85minutového gradientového programu s narlistem koncentrace
IPA 1,4 %/min. A: ACN. B: IPA.

Cas [min] | Mobilni faize A [%] | Mobilni faze B [%] | Priitok mobilni faze [pul/min]
0 70 30 150
50 0 100 120
75 0 100 120
80 70 30 120
85 70 30 150
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Tabulka 5 Slozeni 100minutového gradientového programu s nartistem koncentrace
IPA 1 %/min. A: ACN. B: IPA.

Cas [min] | Mobilni faize A [%] | Mobilni faze B [%] | Pritok mobilni faze [ul/min]
0 70 30 150
70 0 100 120
90 0 100 120
95 70 30 120
100 70 30 150

4.4 Vysledné méreni realného vzorku

Pro vysledné meéteni realného vzorku byla pouzita frakce ¢. 21 o koncentraci
10 mg/ml. Méfeni bylo provadéno na pftistroji LCQ Orbitrap s ionizacni technikou ESI
v pozitivnim modu. Postkolonové byl pfiddvan mravencan amonny o koncentraci 0,5 M
a pratoku 3 pl/min. Pro méteni byly zvoleny optimalni podminky dle vysledki z pfedchozi
kapitoly 4.4 Optimalizace podminek HPLC/MS. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona
Kinetex C18. Jako mobilni faze bylo pouZzito sloZzeni ACN/IPA. Dé¢lka analyzy ¢inila
100 minut a slozeni gradientového programu je uvedeno v Tabulce 5. Vysledny
chromatogram spolu s extrahovanymi nalezenymi nejintenzivnéjSimi piky TG-est je uveden

na Obrazku 22.
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Obriazek 22 HPLC/MS chromatogramy frakce €. 21 (¢ = 10 mg/ml). loniza¢ni technika ESI.
Mobilni faze ACN/IPA. Kolona Nova-Pak C18. Délka analyzy 100 minut. A: celkovy
iontovy proud. B: ion m/z 1072,9463. C: ion m/z 1074,9616. D: ion m/z 1076,9706. LTQ
Orbitrap XL.
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Na Obrazku 22 je znazornén prubeh chromatografie v celém rozsahu (A) spolu
s extrahovanymi piky TG-est m/z 1072,9463 (B), 1074,9616 (C) a 1076,9706 (D). Elu¢ni
¢as TG-est je v rozmezi cca od 35. az 50. minuty. MS spektrum integrované pies oblast eluce
TG-est (35 az 50 min) je zndzornéno na Obrazku 23. Spolu s TG-est se v této oblasti
vyskytuji jesté zbytky TG (m/z 800 az 900). Ttida TG je majoritni lipidova slozka VC. Malé

mnozstvi bylo pfitomno v analyzované frakci obsahujici TG-est.
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20 932.8994 CgaH1200gN
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Obrazek 23 MS spektrum frakce €. 21 (¢ = 10 mg/ml) integrované pies oblast eluce TG-est
(35 az 50 min). Ioniza¢ni technika ESI. Mobilni faze ACN/IPA. Kolona Nova-Pak C18.
Délka analyzy 100 minut. LTQ Orbitrap XL.

Na vysledném MS spektru (Obrazek 23) je oznacena oblast TG-est z frakce €. 21.
Distribuce iontl TG-est se pohybuje vrozmezi m/z 990 az 1160. Z klastru TG-est je
majoritni pik s nejintenzivnéj$im signalem m/z 1072,9463 (Cs7H1250s, -1,40 ppm). Tento
ion byl dédle vybran jako prekurzor pro MS2-CID fragmentace.

V nasledujicim experimentu byl proveden MS? sken frakce ¢. 21 (c = 10 mg/ml)
z prekurzorového iontu o poméru m/z 1072,9433, ktery byl nejintenzivnéjSim pikem
v klastru TG-est (Obrazek 23). Vysledné MS? spektrum prekurzorového iontu je znazornéno

na Obrazku 24.
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Obrazek 24 MS? spektrum z prekurzorového iontu m/z 1072,9433. Tonizaéni technika ESI.
Mobilni faze ACN/IPA. Kolona Nova-Pak C18. Délka analyzy 100 minut. Kolizni energie
17 %. LTQ Orbitrap XL.

Na vysledném MS? spektru (Obrazek 24) je pozorovan prekurzorovy ion v podobé
amonného aduktu [M + NH4]" o poméru m/z 1072,9433 a jeho fragmenty v rozsahu m/z 440
az 580 a 770 az 830, které odpovidaji neutralnim FA a OAHFA, podobné¢ jako fragmentacni

spektra synteticky pfipravenych standardi.

Na zéklad¢ vyse ziskanych dat vtéto kapitole a vytvofeni rekonstruovaného
chromatogramu, ktery byl integrovan na 4 riizné piky (1: 34-37 min., 2: 37-40 min., 3: 40—
43,4 min., 4: 43,5-46 min.) pro nejintenzivnéj$i ion m/z 1072,9433 (Obrazek 25), bylo
provedeno zakladni vyhodnoceni diky MS? fragmentaci uvedené v Tabulce 6, kde jsou
identifikovany neutralni ztraty FA a OAHFA u TG-est. Neutralni ztraty byly vyhodnoceny

pro vSechny 4 integrované piky.
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Obrazek 25 Rekonstruovany chromatogram piku m/z 1072,9433. Integrovano na 4 piky
(1: 34-37 min., 2: 37-40 min., 3: 40-43,4 min., 4: 43,546 min.).

Tabulka 6 Identifikace neutralnich ztrat FA a OAHFA z piku m/z 1072,9433. Tu¢né vyskyt

nad 80 %.
Retencni ¢as [min] 34-37 37-40 40-43,5 | 43,5-46
Relativni plocha piku 1072,9433 [%] 2,1 59,3 37,8 0,8
FA 14:0 14:0 14:0 14:1
15:0 15:1 14:1 16:1
16:0 16:1 15:0 16:0
16:1 16:2 16:1 18:1
17:0 18:1 16:0 18:0
18:1 18:1
18:0
OAHFA 30:1 30:2 30:2 30:2
30:0 30:1 30:1 30:1
32:2 30:0 30:0 30:0
32:1 32:2 32:3 32:3
32:0 32:1 32:2 32:2
33:2 32:0 32:1 32:1
34:2 33:2 32:0 33:2
34:1 34:3 33:3 34:3
34:2 33:2 34:2
34:3
34:2
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Na zaklad¢ ziskanych dat z Tabulky 6 s pocty uhlikii FA a OAHFA a poc¢tu dvojnych

vazeb byla pro prekurzorovy ion TG-est m/z 1072,9433 (64:3) sestrojena Tabulka 7, ve které

jsou navrzeny mozné kombinace slozeni FA a OAHFA pro 4 integrované piky (1: 34-37

min., 2: 37-40 min., 3: 40-43,4 min., 4: 43,546 min.). Vysledné slozeni se mize vzajemn¢

kombinovat dle umisténi FA a OAHFA na glycerolovém skeletu.

Tabulka 7 Mozné¢ sloZeni prekurzoroveho iontu TG-est m/z 1072,9433 (64:3). Tucné vyskyt

nad 80 %.

Retencni ¢as piku

FA OAHFA Slozeni TG-est
[min]
14:0 30:1 . . ) ) ) )
e o 14016113422, 14:0_18:1 3222,
16:0 322 | 15:0 16:1 33:2, 16:0 16:1 32:2,
16:1 32:1 T
3437 o S 16116:1_32:1, 16:1_18:1_30:1.
18:1 332
18:0 34:2
34:1
14:0 302 PP
e 0140 16:1_34:2, 14:0_18:1_32:2,
16:1 300 | 16:1_16:1 32:1,16:1_16:2_32:0,
16:2 32:2 e
740 o e300
32:0
332
34:3
34:2
14:0 302 T
o 0 14:0_16:1 342, 14:0_16:0_34:3,
15:0 300 | 14:0 18:1 32:2, 14:1_16:0 342,
16:1 32:3 T
o o | 1411811 32:1, 15:0_15:0_3433,
40-43,5 18:1 32:1 | 15:0 16:1_33:2, 15:0_16:0_33:3,
ggfg 16:1 16:1 32:1,16:1_16:0 32:2,
332 | 16:1_18:1 30:1, 16:0_16:0 32:3,
34:3 ) ) )
W3 1018 302,
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Tabulka 7 pokracovani

Retencni ¢as piku

FA OAHFA Slozeni TG-est
[min]
14:1 30:2 . . . ) ) )
16:1 30:1 14:1 16:0 34:2, 14:1 18:1 32:1,
16:0 30:0 14:1 18:0 32:2,16:1_16:1 32:1,
18:1 32:3 . . . . . .
43.5-46 180 379 16:1 16:0 32:2,16:1 _18:1 30:1,
32:1 16:1 _18:0 30:2, 16:0_16:0_32:3,
33:2 ) ) )
34:3 16:0_18:1 30:2.
34:2

Z fragmenta¢nich MS? spekter nejvyssiho piku m/z 1072,9433 byly identifikovany FA
se 14 az 18 atomy uhliku a 0-2 dvojnymi vazbami. Pro OAHFA bylo identifikovano 30 az
34 atomu uhliku s 0-3 dvojnymi vazbami. Ze spektra integrovaného piku ptes retencni cas
TG-est (Obrazek 26) bylo vyhodnoceno nasledujici: TG-est maji 61 az 79 atomi uhliku
(maximalni distribuce 67 atomu uhliku) a 0 az 6 dvojnych vazeb (nejcastéji 2 az 4 dvojné

vazby). Viditelné ionty ve spektru m/z 1000 az 1130 jsou shrnuty v Tabulce 8.

190503 _est_01F21#1961-2457 RT: 35.19-4396 AV: 165 NL: 1.05E6
F: FTMS + p ESI Full ms [350.00-1700.00]

10729463
Cs7H126 0gN
5.5 RDBE
1005 -1.4273 ppm

] 1046.9309
CesH124 0N
4.5RDBE 1060.9461
11756 pPM  CpgHz5 0g N
4.5RDBE
~1.6050 ppm 10869616 4400 9765
CesH128 08N o 'py o 0gN
5.5 RDBE
1032.9157 16629 ppm zﬁfﬂl;?BE
CeaH1220gN -2. ppm
4.5 RDBE
-0.7348 ppm

@ ©
S o
dligualag

-
o
il

o
=]
IENERNEN]

10189004

&
S
1ailiag

1006.9005

Relativni odezva [%]

w
S
111l

)
T

4.5RDBE
1114.9924
-0-4285 ppm CroH120eN 11269926
35 RDBE
-0.3003 ppm ‘ ’ } i { { -1.8877 ppm
. L OO R T

’ 55RDBE C71H13220gN

N hh; N i Il ‘l HII \\ “

frivtiy LA ot i ot b ettt T f
1090 1100 1110 1120 1130 1140

Ce3H12008N
Ce2H12008N
62 H120Og -21114 ppm 6.5 RDBE
T T f L e ™ T T Pt Y
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

L,
t i

o o
1ilaegy

Cas [min]

Obrazek 26 Piiblizené MS spektrum TG-est z frakce €. 21 (¢ =10 mg/ml). Ionizacni
technika ESI. Mobilni fdze ACN/IPA. Kolona Nova-Pak C18. Délka analyzy 100 minut.
LTQ Orbitrap XL.
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Tabulka 8 Ionty TG-est nachazejici se ve frakci ¢. 21. Nejintenzivnéjsi ion m/z 1072.9463
je v tabulce graficky oznacen. Tuéné€ nejintenzivngjsi ion.

lon m/z Elementéarni slozeni | Pocet dvojnych vazeb | Chyba méfeni [ppm]
1006,9005 Ces2H12008N 1 -0,30
1018,9004 Ce3H122008N 2 -0,43
1032,9157 CeaH122003N 2 -0,73
1046,9309 CesH12408N 2 -1,18
1060,9461 CesH12608N 2 -1,61
1072,9463 Ce7H12608N 3 -1,43
1086,9616 CesH12808N 3 -1,66
1100,9765 CesoH13008N 3 -2,32
1114,9924 C70H13208N 3 -2,11
1126,9926 C71H13208N 4 -1,89

4.5 Izolace estolidi z frakce 21 pomoci TLC

PfestozZe je mozné frakci €. 21 piimo analyzovat pomoci HPLC/MS, stéle je pomérné
velmi komplexni smési lipidi. Z tohoto diivodu byla pro dosazeni maximalni citlivosti pti
analyze TG-est vyzkousSena izolace pomoci tenkovrstvé chromatografie. Cilem této metody

bylo pokusit se separovat a izolovat samotné TG-est od ostatnich slozek frakce.

4.5.1 Optimalizace TLC
Optimalizovanymi parametry bylo slozeni mobilni a stacionarni faze. Na TLC desku

byly nanaseny pro porovnani délici schopnosti standardy TG-est o koncentraci 1 mg/ml.

Testované mobilni faze: hexan, 20 % diethylether, 0,1 % kyselina mravenci; hexan,
25 % diethylether 0,1 % kyselina mravenc¢i; hexan, 30 % diethylether 0,1 % kyselina
mravenci. Testované stacionarni faze: TLC deska pfipravend v laboratofi, pokrytd SiOz, 5 x
10 cm; HPTLC Silica gel 60 RP-18, vyrobce Merck Millipore, 20 x 10 cm; Nano-Silica
XHL HPTLC Plates W/UV254, vyrobce Sorbtech, 10 x 10 cm.

NejlepSich vysledkli bylo dosazeno pii pouziti mobilni fdze o slozeni 20 %
diethylether v hexanu s ptidavkem 0,1 % kyseliny mravenc¢i a stacionarni fdze komercni
deska NanoSilica XHL HPTLC W/UV254, vyrobce Sorbtech, 10 x 10 cm. Doba vyvijeni

byla cca 10 minut.
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4.5.2 Vysledek TLC

Vysledna analyticka chromatografie byla provadéna jiz za zjisténych optimalnich
podminek. Jako mobilni faze byl pouzit hexan s 20 % diethyletheru a 0,1 % kyseliny
mravenéi. Jako stacionarni faze byla pouzita TLC deska Nano-Silica XHL HPTLC
W/UV254. Do pozice €. 1 byl nanesen standard TG-est 16:0 16:0 18-OAHSA. Do pozice
¢. 2 byl nanesen standard TG-est 18:0 18:0 16-OAHPA. Do pozice ¢. 3 byl nanesen stejny
standard jako do pozice ¢. 2, ale s ptidavkem TGs. VSechny standardy byly nanaSeny
o koncentraci 1 mg/ml. Do pozice €. 4 byla nanesena frakce ¢. 21 o koncentraci 1 mg/ml.
Doba vyvijeni byla cca 10 minut. Detekce byla provedena postfikem H2SO4 a naslednym
vysuSenim desky. Vysledek TLC je uveden na Obrazku 27. Na ziskaném chromatogramu
TLC je patrné, ze standard pouzity v pozici €. 1 je bez vyrazné piimési vedlejSich produktt
jeho syntézy, zatimco v pozici €. 2 je standard znecistén TGs. Pro dal$i porovnani s frakci

¢. 21 a oznaCeni TG-est byl tedy pouzit standard z pozice €. 1.

celo

o

T TR

TG
TG-est

start

Obriazek 27 TLC deska s nanesenymi standardy a frakci €. 21. 1: TG-est 16:0 _16:0 18-
OAHSA. 2: TG-est 18:0 18:0 16-OAHPA. 3: TG-est 18:0 18:0 16-OAHPA + TG. 4:
frakce €. 21. Mobilni faze hexan:diethylether (80:20) s ptidavkem 0,1 % kyseliny mravenc¢i.
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Dalsim krokem bylo provedeni semipreparativni chromatografie s cilem izolovat z
frakce €. 21 pouze TG-est. Jako mobilni faze byl pouzit hexan s 20 % diethyletheru a 0,1 %
kyseliny mraven¢i. Jako staciondrni faze byla pouzita TLC deska Nano-Silica XHL HPTLC
W/UV254. Na dvé TLC desky byla rovnomérné nanesena frakce ¢. 21 o koncentraci 5 mg/ml
a objemu 450 pl. Po vyvinuti byla pouzita detekce pomoci primulinu. S pouzitim TLC
separace standardu byla oznacena oblast TG-est. Sorbent byl z ozna¢ené¢ho mista seskrabnut
do ptipravené kolonky a eluovan etherem. Po odpafeni etheru byl vytézek zvazen. Ze dvou
TLC desek bylo ziskano 0,59 mg materidlu, coZ odpovidalo vytéZzku ptiblizné 26 %. Ziskany
material byl rozpu$tén chloroformem na koncentraci 5 mg/ml. Vzorek byl otestovan
nastfikem do proudu 0,2 ml acetonitrilu ptivedeného do hmotnostniho spektrometru LCQ
Fleet za pouziti APCI iontového zdroje. Po vyhodnoceni ziskaného zaznamu se ve vzorku
nenachdzely hledané osmikyslikaté latky, coz bylo pravdépodobné zplisobeno malym
vytézkem chromatografie. Tato vytéznost Ize ovlivnit navySenim nanaSeného mnoZstvi
frakce €. 21 a poctu TLC desek. Nicméné po interpretaci chromatogramu byly ve vzorku
stale majoritni piky TGs a nedoslo tedy k pozadované separaci estolidii od TGs. Z tohoto

davodu se jiz v experimentu nepokracovalo a ziskany vzorek nebyl pro dalsi analyzu pouZzit.
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5 ZAVER

Tato prace se zabyvala charakterizaci TG-est pomoci HPLC/MS. S vyuzitim
syntetizovanych standardii byla studovana jejich ionizace. Byly vyzkouseny dva zplsoby
ionizace — ESI a APCI. Jako optimalni zptisob ionizace pro TG-est byla zvolena technika
ESI v pfitomnosti amonnych soli. Pfi této ionizaci byla pozorovana tvorba amonnych
adukt. Dale byly porovnavany fragmentacni techniky CID, HCD a UVPD. Vsechny
techniky poskytovaly podobna MS? a MS? spektra, av§ak technika UVPD vykazovala malou
ucinnost fragmentace. Pro dal$i experimenty byla zvolena technika CID, nicméné HCD 1

CID techniky jsou pro strukturni charakterizaci TG-est vhodné.

Metoda HPLC/MS byla optimalizovana pro charakterizaci smési TG-est izolované
z VC. Optimalizovanymi parametry bylo sloZeni staciondrni a mobilni faze a gradientovy
program. Optimalni podminky byly zvoleny nasledovné: ioniza¢ni technika ESI, kolona
Kinetex C18, mobilni fdze ACN/IPA a byl vybran vhodny gradient s nartistem koncentrace
IPA 1 %/min. S vyuzitim optimalizované HPLC/MS metody byla charakterizovana smés
TG-est ziskand z VC. Bylo zjisténo, ze TG-est izolované z VC obsahuji 61-79 uhliki a 0-6
dvojnych vazeb. Z fragmentacnich spekter MS? nejvyssiho piku MS byly identifikovany
mastné kyseliny se 14 az 18 atomy uhliku a 0-2 dvojnymi vazbami. Pro OAHFA bylo

identifikovano 30 az 34 atomt uhliku s 0-3 dvojnymi vazbami.

Vzhledem k tomu, Ze pouzité lipidova frakce VC obsahujici TG-est byla stale pomérné
komplexni smési a neobsahuje pouze TG-est, byla provedena separace pomoci TLC. Pro
tuto metodu bylo optimalizovano slozeni mobilni a staciondrni faze. Jako optimalni mobilni
faze bylo zvoleno hexan:diethylether (80:20) s ptidavkem 0,1% kyseliny mravenci a jako
optimalni stacionarni fdze byla zvolena deska Nano-Silica XHL HPTLC Plates W/UV254,
vyrobce Sorbtech, 10 x 10 cm. Vzorek ziskany touto separaci byl méfen pomoci HPLC/MS,
nicméné 1 pres pokusy izolovat samotné TG-est tato metoda nebyla usp&Sna a vzorek byl

stale i po TLC separaci velmi komplexni smési lipidd.
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