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Diplomova prace se zabyva vypracovanim a validaci analytické metody
pro separaci volného a esterifikovaného cholesterolu v krevnim séru
avruaznych druzich biologického materidlu. Tato separace je potfebna
vzhledem ktomu, Ze volny a esterifikovany cholesterol podléha rozdilnému
metabolismu a zavedend metoda umozni studium téchto rozdilnych
metabolickych cest pomoci stabilnich izotopd. Pro separaci volného
a esterifikovaného cholesterolu byla zvolena solid — phase extrakce. Metoda
byla optimalizovdna a validovana a bylo dosazeno nasledujicich vysledku:
presnost stanoveni esteru cholesterolu ve vzorcich krevniho séra 2,14%, ve
vzorcich homogenatu nadledvin 6,98%, presnost stanoveni volného
cholesterolu v séru 2,91% a v homogenatu nadledvin 7,48%. Limit detekce byl
stanoven 1 umol/l a limit kvantifikace 5 umol/l. Linearita v rozsahu koncentraci
1 mmol/l — 25 mmol/l byla u esteri cholesterolu s korelaénim koeficientem
0,998, u volného cholesterolu 0,997. Stabilita derivatu byla testovana po dobu
30 dnu za teploty 4 °C a — 25 °C, derivat byl stabilni po celou dobu testovani pfi
vySe uvedenych teplotach. Laboratorni teplota, vzhledem k vysoké tékavosti
rozpoustédla derivatu nebyla testovana. Metoda byla Uspésné aplikovana ve
studiich sledujicich vliv cholesterolu v dieté a vliv septického Soku na syntézu

cholesterolu.
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The proposed diploma thesis deals with the development and validation
of analytical method for free and esterified cholesterol separation from blood
serum and adrenal tissue samples. This method is neccessary due to the
different metabolism of free and esterified cholesterol in the body and it enables
the research of these particular pathways using stable isotope tracers. The solid
phase extraction method was chosen, optimised and validated with following
results: precision values 2.14% for serum cholesterol ester, 6.98% for tissue
cholesterol esters, 2.91% for serum free cholesterol, 7.48% for tissue free
cholesterol, limit of detection 1 umol/l and linear range 1-25 mmol/l were found.
The stability of the derivative was tested for 30 days at temperatures 4 °C and
-25 °C. The derivative was found to be stable for the whole time period in both
temperatures. Laboratory temperature was not tested due to a high volatility of
the solvent used. The developed method was used in experimental studies
evaluating the influence of dietary cholesterol and septic shock to cholesterol
synthesis rate.
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1 Seznam zkratek

ACN
apo
BSTFA
C

Ci

Co
CETP
CoA
DAD

El

ESI

FD

FID
GC
GC-MS

acetonitril

apoprotein

N, O — bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
koncentrace

koncentrace stanovena

koncentrace vypoditana

cholesterol ester transfer protein
koenzym A

detektor diodového pole

elektronova ionizace

elektrosprejovd ionizace

fluorescenéni detektor

plamenovy ioniza¢ni detektor

plynova chromatografie

spojeni hmotnostni spektrometrie s plynovou chroma-
tografii

lipoproteiny o vysoké hustoté
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A
vysokoucinna kapalinova chromatografie
cholestrolesteraza

cholesteroloxidaza

isotope excess

vnitfni standard

lecitin cholesterol acyltransferaza
lipoproteiny o nizké hustoté

limit detekce

limit kvantifikace

hmotnostni spektrometrie

pomér hmotnosti a naboje
nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovanéa forma
korelacni koeficient
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Rr
Rec
RSD
Sr
SPE
St
TAG
TLC
TMS-ch
TTR
VLDL

reten¢ni faktor

vytéznost

relativni smérodatna odchylka
smérodatna odchylka
extrakce na tuhou fazi
standardni vzorek
triacylglyceroly

tenkovrstva chromatografie
trimethylsilyl cholesterol
tracer/tracee ratio
lipoproteiny o velmi nizké hustoté
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2 Uvod a cil prace

Separacni techniky jsou vyuzivdny mimo jiné k oddélovani klinicky
vyznamnych sloucenin z komplexnich smési, kterymi jsou biologické materialy.
Vyznamnou soucasti téchto technik jsou chromatografické metody, které jsou
neustéle rozvijeny a pfindSi mnoho novych analytickych moznosti s Sirokymi
aplikacemi v klinickém vyzkumu.

V oblasti vyzkumu metabolismu lipida si stale udrzuje své misto plynova
chromatografie s rdznymi  detektory, pfedev§im  plamenoionizacnim
a hmotnostnim. Je to citlivd technika svelkou separac¢ni Gcinnosti. Jeji
nevyhodou je vSak velmi ¢asta nutnost derivatizace, ktera je provadéna s cilem
vytvofeni tepelné stabilnich a tékavych derivata.

Metabolismus cholesterolu je vyznamnou kapitolou v metabolismu lipidu.
Cholesterol m& fadu nezastupitelnych fyziologickych roli — je slozkou
biologickych membran, prekurzorem steroidnich hormonu, zlu€ovych kyselin,
vitaminu D a v neposledni fadé je nezbytny k potranslaéni modifikaci nékterych
proteind. Je vSak zaroven molekulou podilejici se na patogenezi fady
onemocnéni. Jeho nadbytek ma jednoznacny vztah k ateroskler6ze a vzniku
Zlu€ovych konkrementl. Naproti tomu i jeho relativni nedostatek je pfitomen
v pribéhu zavaznych onemocnéni a muze pfispivat k nedostate¢né produkci
steroidnich hormond.

Cilem diplomové prace bylo vypracovat, validovat a ovéfit v klinické praxi
metodu pro frakcionaci volného a esterifikovaného cholesterolu v krevnim séru
a v nékterych tkanich metodikou tenkovrstvé chromatografie a extrakce na
tuhou fazi. Tato frakcionace je potfebnd vzhledem ktomu, Ze volny
a esterifikovany cholesterol podléha rozdilnému metabolismu. Zavedena
metoda umozni studium téchto rozdilnych metabolickych cest pomoci stabilnich
izotopU s vyuzitim metody plynové chromatografie s hmotnostni detekci, ktera
jiz byla v laboratofi zavedena. Vypracovana metoda bude nadale vyuzivana pro
klinické a vyzkumné ucely v laboratofich Gerontologické a metabolické kliniky
FNHK.
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3 Teoreticka cast
3.1 Analyza biologického materialu

Zakladni materialy vySetfované pfi biochemickych analyzach jsou
soucasti nebo produkty lidského organismu nebo latky Zivo&isného puvodu.
Volba vySetfovanych materiald zavisi na mnoha ohledech. Tam, kde je
podezieni na zmény, event. poSkozeni ur€itého organu nebo tkané, nabizi se
vySetieni tohoto organu. Protoze odbér potfebné Casti organu (biopsie) byva
spojen s riziky pro vySetfovaného, provadi se az po zvazeni diagnostického
pfinosu ve srovnani s riziky.

Mnohem cCastéjSi je vySetfovani biologickych tekutin a exkrementu,
jejichz ziskani je zpravidla snadnéjSi a z hlediska rizik méné zavazné nebo
zcela nezavazné. Vyznam vySetfovanych biologickych tekutin vyplyva z jejich
vztahu k organim a tkanim, jejichz stav mohou svym slozenim vice ¢i méné

odrazet, i k organismu jako celku [1].

3.1.1 Krev a jeji soucasti

Vyznam krve jako vySetfovaného materidlu vyplyva zjeji ulohy
v organismu. Jeji nejdulezitéjsi ukoly jsou: vyména a transport latek (kysliku,
oxidu uhli¢itého, Zivin, metabolitl, hormond, vody aj.) mezi tkanémi, udrzovani
stalého vnitfniho prostfedi, regulace teploty a ochrana organismu (imunita,
systém srazeni krve). V krvi se tedy velmi citlivé odrazi stav organismu, a proto
jsou krev i jeji soucasti (zvlasté plazma a sérum) nejCastéji vySetfovanym

materialem pfi biochemickych analyzach [1].

3.1.1.1 Odbér krve

Pro laboratorni diagnostiku se odebira krev vendzni, arterialni nebo
kapilarni. Vendzni krev se ziskava punkci z predloketni Zily (vena basilica, resp.
vena mediana cubiti), popfipadé z jiné povrchové zily. Arterialni krev se pouziva
méné Casto (ziskava se punkci stehenni tepny-artéria femoralis), vétSinou se
misto ni pouziva tzv. arterializovana kapilarni krev z prstu, usniho lali¢ku nebo

u malych déti z paty [1][2].
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3.1.1.1.1 Faktory krevniho odbéru majici vliv na vysledky analyz

S odbérem krve souvisi mnoho faktord, které mohou mit vliv na vysledek
biochemické analyzy. Mezi tyto faktory patfi napf. poloha pacienta pfi odbéru
a urc€itou dobu pfed nim. Vstoje dochazi k pfesunu tekutiny z intravazalniho
prostoru do intersticia a koncentrace vysokomolekularnich latek v krvi véetné
hematokritu muaze stoupnout 0 10 — 15%. Doporucuje se tedy odbér vieze [3].

Vzhledem k cirkadiannim biologickych rytmim je odbér tfeba provadét
vzdy ve stejnou dobu. V praxi se odbér provadi vétSinou rano, protoze v tuto
dobu lze i snadno splnit podminku odbéru nalaéno. Nedodrzenim laénéni
vznikaji zkreslené ndlezy v parametrech lipidového a sacharidového
metabolismu [1][2].

Stazeni paze se také pfi odbéru moc nedoporucuje nebo by mélo byt co
nejkratSi. V opaéném pfipadé dochazi k jiz popsanému zvySeni koncentrace
vysokomolekularnich latek v odebrané krvi a také k anaerobnimu metabolismu
ve stazené pazi s naslednou lokalni acid6zou [3].

3.1.1.1.2 Odbérové systémy

Krev se odebira do pfedem oznacenych odbérovych nadob. Vzdy by
méla platit zasada nejprve popsat nadobku jménem pacienta a jeSté pred
vlastnim odbérem jméno znovu zkontrolovat, tim se zcela vylou€i moznost
zamény. Idedlni je identifikace pacienta podle ¢arového kodu.

NejvhodnéjSi jsou odbérové nadobky na jedno pouZiti. Jsou vSak
vétSinou z plastické hmoty, ve kterych se krev pomalu a nedostate¢né srazi
a Castéji dochazi k hemolyze. Vyrobce proto opatfuje stény odbérovych
zkumavek vrstvou kaolinu, coz urychli srazeni [3].

V soucasnosti je na trhu kdispozici Siroké spekirum uzavienych
odbérovych systému. Existuji tfi mozné zplUsoby uzavieného odbérového
systému, a to odbér krve pomoci vakua, druhy zpusob vyuziva pouze pistu
a existuji i systémy, které maji obé moznosti.

Vyhody uzavieného odbérového systému jsou nasledujici: ochrana
odbérového pracovnika prfed moznou kontaminaci krvi pacienta, ochrana
biologického materialu pfed kontaminaci vzork( zvenc¢i, moznost pfimého

nasazeni odbérové zkumavky do analyzatoru a v neposledni fadé i snadna
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likvidace materialu spalenim. Pomoci uzavieného odbérového systému tedy
docilime kvalitni odbér krve, ktery je pfedpokladem pro spravnou analyzu [4].
Oddéleni séra od krevnich elementd velmi usnadni odbér krve do
zkumavky se specialnim separa¢nim gelem, jehoz hustota je volena tak, aby po
odstfedéni vytvofil rozhrani mezi krvinkami a vrstvou séra, €¢imz zabrani jejich

vzajemnému ovlivhovani [3].

3.1.1.2 Krevni plazma a sérum

ProtoZe jen omezené mnozZstvi biochemickych analyz se provadi pfimo
zplné krve, je potieba se zminit o plazmé a séru, jakozto o nejCastgji
vySetfovaném materialu.

Plazma je pfirozenou tekutou ¢&asti krve. K ziskani plazmy je treba
odebirat krev pfimo do stfikacky nebo zkumavky, obsahujici protisrazlivy
prostfedek. Jako antikoagulacni prostifedky se pouzivaji zejména heparin,
oxalat, citrat, EDTA.

K ziskani krevniho séra se krev odebira do zkumavky, ktera neobsahuje
prostisrazlivy prostfedek. Krev se tedy srazi, vytvofi se krevni koagulum a zbyla
tekutina, ktera se ziska odstfedénim koagula je sérum. V séru tedy chybi
srazeci faktory, které jsou normalné pfitomny v plazmé, nebot byly

spotfebovany béhem procesu koagulace [1].

3.1.1.3 Transport a uchovavani vzorku

Krev pfi transportu chranime pred extrémni teplotou. Transport musi byt
dostatecné rychly, aby mohlo byt sérum oddéleno od krvinek. Na delSi
vzdalenosti radéji posilame sérum nez plnou krev, v opaéném pfipadé hrozi
mechanicka hemolyza [3].

Teplota skladovani biologického materialu zavisi na dvou faktorech, a to
na stabilité analytu a na dobé provedeni analyzy. Pokud je vzorek zpracovan do
24 — 48 hodin, postacuje pro vétSinu analytl uchovavani pfi teploté 4 °C, pro
dlouhodobé skladovani je vhodna teplota-20 °C, popf. az-80 °C. Pfi
skladovani je nutné, aby byl material dobfe uzavien a zabranilo se zahustovani
vzorku odparovanim, mikrobidlni kontaminaci, vlivu svétla a samozfejmé

metabolismu krevnich elementu [2].
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3.1.1.4 Prvotni zpracovani a pfiprava krevniho vzorku k analyze

Prvotnim zpracovanim je odstfedéni krve a oddéleni séra &i plazmy,
deproteinace vzorku pred analyzou a téz dalSi postupy, napf. promyvani
erytrocytd apod.

Pro oddéleni krevnich elementd od séra (& plazmy) je vhodna
centrifugace pfi 1000 - 1500 g (g-nasobek gravitaéniho zrychleni) po dobu
10 minut pfi 4 °C. DelSi doba centrifugace nebo zvySeni poctu g vede ¢€asto
k ¢astecné ¢i upIiné hemolyze. Plazma nebo sérum maji byt oddéleny co mozno
nejdfive, nejpozdéji vSak do 2 hodin od odbéru. Krev pro stanoveni tepelné
nestalych analytd ma byt centrifugovana v chlazené centrifuze. PredCasné
oddéleni séra od krevnich elementu (dfive nez za 20 — 30 minut) vSak mize
vést k dodate¢né tvorbé fibrinu, a dochazi tak k pocentrifugaéni koagulaci.
Z tohoto pohledu je plazma jako biologicky material pro dal$i analyzy vhodné&jsi
— krev je mozné ihned zcentrigugovat, hrozi mensi nebezpeci hemolyzy [2].

Deproteinace se provadi pouze u analyz, kde pfi stanoveni interferuje
bilkovina. Deproteinace je obvykle chemicka a je zapotfebi zvolit vhodné Cinidlo
podle charakteru stanovované latky a pracovniho postupu. Obvykle se pouziva
kyselina trichloroctova, sulfosalicylova nebo organicka rozpoustédla jako
chloroform a metanol [3].
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3.1.2 Ostatni biologické materialy
Mezi dal$i biologické materialy vySetfované pfi biochemickych analyzach

patfi:

Moé

Zaludegni tava

Duodenalni stava

MozkomiSni mok

Stolice

Plodové voda

Synovialni tekutina

Konkrementy

Pleuralni vypotky

Pot

Sliny

Sperma

Sputum

Lymfa

Slzy

ZIug

YV V.V V V V V V V V V V V V V V

3.1.3 Zpracovani tkani pro biochemické stanoveni

Tkan se ziskava biopsii, jako operacni material nebo pfi sekci. Vzorky
tkani se pfed stanovenim musi pfipravit podle specialnich postupu v zavislosti
na typu tkané a pozadavku stanoveni analyti. Pokud ma byt tkanovy material
extrahovan, pak je potfeba, aby byla tkan nejprve zhomogenizovana [1][2].[1, 2]

3.1.3.1 Homogenizace

Homogenizace je v biochemické praci chapana jako dudkladné
rozmélnéni materidlu za pfidavku vody nebo vhodnych roztokd (nejcastéji
riznych pufrd nebo fyziologickych roztoku).

Pro homogenizaci malych mnozstvi mékkych tkani je nejvhodné;si
homogenizator podle Pottera a Elvehjema. Tento homogenizator se sklada ze
silnosténné zkumavky a zabrou$eného pistu, ktery se spoji s elektromotorkem.
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Do zkumavky se viozi odvazena tkadn a pfida se potfebné mnozstvi
homogenizaCniho média. U tuzSich materiald, jako jsou napf. jatra nebo
nadledviny je Casto tfeba tkan roztfihat na mensi kousky. Rotujici pist drti tkan,
ktera prochazi mezi sténou zkumavky a pistem. Vznikajici teplo je odvadéno
ponofenim nadobky do chladici smési vody s ledem [5].

Kvalita homogenizace je ovlivnéna dobou homogenizace, rychlosti
rotace a pohybu nahoru a doll, koncentraci homogenizovaného materialu
a rozmérem S§térbiny mezi sténou nadobky a pistem. Pfi krat§i homogenizaci
a SirSi Stérbiné se rozrusuji pfedevSim bunéné membrany, prodluzovanim
doby homogenizace a pfi uzsi stérbiné se rozrusuji téz jaderné membrany.

Homogenizatory s rotujicimi nozi (mixéry) se pouZzivaji také velmi ¢asto
a hodi se tam, kde je tfeba zpracovat vétsi mnozstvi materialu najednou, kde
nevadi, Zze se rozruSi jak buné&fné membrany, tak organely. Jemnost
homogenatu je dana rychlosti otaceni nozl, pomérem rozmérd noze a nadoby,
viskozitou homogenizované suspenze [1].

Mezi dalSi zpusoby mechanické homogenizace patfi jeSté roztirani tkané
v tfeci misce s jemnym piskem nebo s jinym abrazivem. Tento zplsob sice
nevyzaduje Zzadné pristroje, ale je nestandardni a pomaly [1][5].

Sonikace je postup, jimz se rozruSuji bunééné struktury pusobenim
ultrazvuku. Zvukové frekvence, zejména v ultrazvukové oblasti, rozrusuji velmi
ucinné jak bunéfné membrany, tak organely. Postup se pouzZivd napf.
k hemolyze erytrocytl. K rozruSeni jen ur€itych struktur pfi zachovani jinych se

hodi sonikaéni zafizeni s nastavitelnou frekvenci a intenzitou ultrazvuku [1].
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3.2 Cholesterol
3.2.1 Fyzikalné — chemické vlastnosti

Cholesterol je sterol, jehoz strukturalni zaklad tvofi steranovy skelet
sestavajici se ze ¢tyf uhlovodikovych kruhl (cyklopentanoperhydrofenantrenu)
a osmiuhlikatého postranniho fetézce na 17 uhliku. Dale ve své molekule
obsahuje jednu nenasycenou vazbu vychazejici z 5. uhliku, dvé methylové
skupiny v polohach 10 a 13 a hydroxylovou skupinu na 3. uhliku (viz. obr. 1) [6].

Cholesterol je bily krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vode,
mirné se rozpousti v acetonu a 96% ethanolu. Je rozpustny v chloroformu,

hexanu nebo pyridinu [7].

CH3(CH2)43CH2

Obr. 1. Vzorec volného cholesterolu a esteru cholesterolu.

19



3.2.2 Biologicky vyznam

Cholesterol je vyznamnou slozkou zivocisnych plazmatickych membran
av mensi mife se vyskytuje v membranach vnitrobunéénych organel. Jeho
hydroxylova skupina ma slaby polarni charakter a kondenzované cykly mu
zarucCuji v porovnani s ostatnimi membranovymi lipidy vySsi stupen stability. Se
vzrlstajicim podilem cholesterolu v biomembranach se snizuje jejich viskozita.
Cholesterol tak predstavuje dulezitou latku uréujici vlastnosti biomembran.
Cholesterol je také prekurzorem veskerych ostatnich steroidd v téle, kortikoidu,
pohlavnich hormonu, Zlu€ovych kyselin a vitaminu D [2][8][9].

V organismu se vyskytuje cholesterol bud jako volny nebo jako
esterifikovany na hydroxylové skupiné v poloze 3 vy8Simi mastnymi
nenasycenymi kyselinami. Volny cholesterol je souéasti bunéénych membran.
Estery cholesterolu jsou zasobni a transportni formou cholesterolu v lidském
organismu. V plazmé jsou pfitomny z celkového cholesterolu asi 2/3 v podobé
esterifikované. Jedna se prevazné o estery cholesterolu s kyselinou linolovou
a linoleovou. Intracelularni, zasobni pool cholesterolu tvofi pak estery
cholesterolu s kyselinou olejovou a palmitoolejovou [2][6][10].

3.2.3 Syntéza cholesterolu

PFiblizné polovina cholesterolu v téle pochazi ze syntézy (asi 500 mg za
den) a zbyvajici podil ma puvod v potravé. Jatra syntetizuji pfiblizné 10%
z celkové produkce cholesterolu u ¢lovéka, stifevo asi 15% a kUze zbyvajici
vyznamny podil. Prakticky veskeré tkané mohou cholesterol syntetizovat. Za
syntézu odpovidaji mikrosomalni frakce (z endoplazmatického retikula) a frakce
z cytoplazmy ( z cytosolu) [9].

Acetyl-koenzym A (acetyl-CoA) je zdrojem vesSkerych atomd uhlikd
v cholesterolu. Nejprve kondenzuji dvé molekuly acetyl-CoA na acetocetyl-CoA
a tuto reakci katalyzuje enzym v cytoplasmé thiolasa. Acetoacetyll-CoA
kondenzuje s dal§i jednotkou acetyl-CoA na 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
(HMG-CoA), katalyzovano HMG-CoA syntasou. HMG-CoA se méni na
mevalonat dvéma redukcemi za ucasti HMG-CoA reduktasy, mikrosomalniho
enzymu, a tento krok je povazovan za krok limitujici rychlost v draze syntézy
cholesterolu. Z mevalonatu vznikaji aktivni isoprenové jednotky. Z Sesti
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jednotek isoprenu vznikd skvalen. Skvalen se méni na lanosterol a ten se
pfemeéni na cholesterol, na membranach endoplasmetického retikula dochazi
ke zménam na steroidnim jadfe a postrannim Fetézci. Nejdfive vznikne
desmosterol a po redukci dvojné vazby v postrannim fetézci se vytvori
cholesterol (viz. obr. 2) [9].

Hlavnim kontrolnim bodem celé drahy je tedy reakce katalyzovana
HMG-CoA-reduktasou. Tento enzym je regulovan  kompetitivnimi
a allosterickymi mechanismy, fosforylaci a defosforylaci, a dlouhodobou
regulaci rychlosti syntézy a odbourani enzymu [8].

Obr. 2. Schéma biosyntézy cholesterolu [9].
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3.2.4 Transport lipidi v organismu

Jak jiz bylo uvedeno, lipidy jsou ve vodé normdlné nerozpustné, proto
musi byt pfi transportu v krevni nebo lymfatické cirkulaci solubilizovany. Déje se
tak vazbou na proteiny. Mastné kyseliny, které jsou pfenasSeny po lipolyze
v tukové tkani do svalu nebo do jater nebo po vstiebani ve stifevé do tukové
tkdné a svall jsou pfenaseny pomoci albuminu. Cholesterol, fosfolipidy, estery
cholesterolu a triacyglyceroly (TAG) jsou pfenaseny v komplexu se specifickymi
proteiny (apoproteiny) v ¢asticich zvanych lipoproteiny [11].

Lipoproteiny jsou kulovité c&astice, které obsahuji nepolarni jadro
z triacylglycerolu a estert cholesterolu, zatimco na povrchu nachazime vice
polarni lipidy — volny cholesterol a zejména fosfolipidy a iz zminéné
apoproteiny [3][12].

Lipoproteiny Ize klasifikovat podle fady hledisek, napf. podle zastoupeni
tukd nebo apoproteintd. Nejbéznéjsi je vSak jejich rozdéleni podle fyzikalnich
a chemickych vlastnosti, jejichz vyrazem je odliSna pohyblivost pfi elektroforéze
a odlisné chovani pfi preparativni ultracentrifugaci. Rychlost, s jakou kazdy
lipoprotein protéka roztokem NaCl, je mozné vyjadfit v jednotkach flotace
(Svedberg — Sf). Slozeni raznych lipoproteinovych frakci ziskanych centrifugaci
je znazornéno v tabulce 1 [6][9].
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Tab. 1. Slozeni lipoproteint v plazmé u ¢lovéka [9].

Slozeni
Procenta celkového lipidu
i Celkovy |Triacyl- Ester |Choles-| Volné
. Primeér|Relativni Protein| lipid | glyce- |Fosfo-|cholesq terol |mastné
Frakce Zdroj (nm) |hustota| Sf (%) (%) rol lipid | terolu| (voiny) | kyseliny
Chylomikrony Stfevo |90-1000]<0,95 |>400 1-2 98-99 | 88 8 3 1
Lipoproteiny - |Jatra |30-90 [0,95- 20-400f 7-10| 90-93 | 56 20 15 8 1
o velmi nizké | (stievo) 1,006
hustoté (VLDL)
Lipoproteiny VLDL |25-30 |1,006- |12-20 | 11 89 29 26 34 9 1
o stiedni 1,019
hustoté (IDL)
Lipoproteiny VLDL |20-25 |1,019- |2-12 21 79 13 28 48 10 1
0 nizké 1,063
hustoté (LDL)
Lipoproteiny Jatraa|10-20 1,063~ 33 67 16 43 31 10
0 vysoké strevo. 1,125
hustoté VLDL
HDL, Chylo-
mikro-
HDL, ny 7,5-10 |1,125- 57 43 13 46 29 6 6
1,210
Albumin-FFA Tukova >1,2810 99 1 0 0 0 0 100
tkan

FFA - voIné mastné kyseliny, VHDL (lipoproteiny o velmi vysokeé hustoté) je minoritni frakce, jejiz hustota je 1,21 - 1,25.

PFi elektroforéze zustavaji na startu chylomikrony, nasleduje frakce
B (v této frakci Ize identifikovat nékteré dalsi, specifické subfrakce jako napf.
Siroké B nebo pomalé pre-f lipoproteiny), pre-f a kone¢né frakce a lipoproteinu
[61[9].

Existuji tedy ctyfi hlavni skupiny lipoproteint, které jsou fyziologicky
dilezité a vyznamné pro klinickou diagn6zu. Jsou to chylomikrony, které
pochazeji ze stfevni resorpce TAG, dale lipoproteiny o velmi nizké hustoté
(VLDL) jaterniho pavodu a exportujici TAG, lipoproteiny o nizké hustoté (LDL)
a nakonec lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL) uc€astnici se v metabolismu

VLDL a chylomikront a také cholesterolového transportu [9].
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3.2.5 Uloha lipoproteintl v transportu cholesterolu

Estery cholesterolu pochazejici z potravy se hydrolyzuji na volny
cholesterol, ktery se misi svolnym cholesterolem zpotravy a Zzlu€ovym
cholesterolem pred svou resorpci ve stievé spolecné s jinymi lipidy. Misi se
s cholesterolem, ktery je syntetizovan ve stfevé a vstupuje do chylomikronu.
Z cholesterolu, ktery se resorbuje ve stievni sliznici je esterifikovano 80 — 90%
mastnymi kyselinami s dlouhym fetézcem. Chylomikrony jsou z 90% tvoreny
TAG, déle obsahuji jiz zminény cholesterol, fosfolipidy a z bilkovin je
nejvyznamnéjSi podil apopoproteinu B48 (apo B-48). Chylomikrony mohou
pronikat lymfatickymi cévami pfimo do ductus thoracicus a pak do obéhu. Na
povrchu endotelu dochazi ke Stépeni chylomikronu lipoproteinovou lipdzou za
vzniku chylomikronovych zbytka. Z chylomikronovych zbytka se ztraci pouze
5 % esterd cholesterolu. Zbyvajici €ast je zachycena jatry diky specifickym
receptorim. Chylomikrony maji polo¢as rozpadu 15 minut, a nejsou proto za
normalnich okolnosti prokazatelné v séru po 14 hodinovém la¢néni. Zakladni
funkci chylomikronu je poskytnuti tuku tkanim a sou€asné dodani cholesterolu
do jater [6][9].

V jatrech je potravni cholesterol vyuzit bud k syntéze Zlu€ovych kyselin
nebo se stava soucasti VLDL urenych pro export. Jatry produkované VLDL
transportuji cholesterol do plasmy a jsou rovnéz degradovany lipoproteinovou
lipazou. Zbytky VLDL se objevuji v obéhu nejdfive jako IDL (intermediarni
¢astice) a pak jako LDL. Pfi pfemé&né VLDL na LDL jsou témé&F vSechny proteiny
kromé apo-B100 odstranény a vétSina jejich cholesterolu esterifikovana
enzymem asociovanym s HDL, lecitin cholesterol acyltransferazou (LCAT).
Enzymovou aktivitou plazmatické LCAT vznikaji prakticky vSechny estery
cholesterolu u ¢lovéka [8].

Zakladni funkci LDL je tedy transport cholesterolu do jater i dalSich tkani.
Pfi odbouravani LDL ¢astic hraji zcela zasadni ulohu specialni LDL-receptory.
Jednd se o transmembranové glykoproteiny na povrchu bunék, které specificky
vazou jak apo-B, tak apo-E. LDL receptory se shlukuji do oplasténych jamek,
které slouzi k shromazdéni povrchovych receptord uréenych k endocytéze
a zaroven jejich oddéleni od ostatnich proteind na povrchu buriky. Tyto jamky,
které jsou vystlany klathrinem, se vchlipuji dovnitf buriky, ¢imz vytvareji obalené
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vacky, které pak splyvaji s lysozomy. Uvolnéné estery cholesterolu jsou pak
lysozomalni lipasou hydrolyzovany a volny cholesterol je potom burikou dale
vyuzit. Pochod se nazyva receptorova endocyt6éza a neni omezena pouze na
LDL-receptory. Timto zpUsobem také jatra pfijimaji chylomikronové zbytky
pomoci samostatnych receptort pro tyto zbytky, které specificky vazi apo-E.
[81[12].

Kromé LDL receptord mohou byt LDL ¢astice odbouravany i systémem
scavengerovych receptorll, které se uplatfiuji predevSim za patologickych
situaci a vazi na sebe modifikované, acetylované, oxidované nebo vysoce
denzni LDL ¢&astice. Tato metabolickd cesta se uplatiuje i pfi zvySené
koncentraci LDL v plazmé a vede k akceleraci aterosklerdézy. Scavangerové
receptory obvykle odbouravaji az 20 % plazmatickych LDL [6].

Reverznim transportem cholesterolu nazyvame soubor déju, které vedou
k uvolnéni cholesterolu v periferni tkani, jeho transportu plazmou a konecné
odbouravani v jatrech. Zasadni roli v reverznim transportu cholesterolu hraji
cholesterol ester transfer protein (CETP) a pfedevSim HDL. Pfi zaniku buriky
dochazi k uvolnéni cholesterolu z bunééné membrany. Tento cholesterol se po
uvolnéni do plazmy vaze na HDL. HDL c&astice jsou nejmensi lipoproteinové
Castice. Jsou syntetizovany a secernovany jatry a burikami tenkého stfeva ve
formé diskd (nascent HDL) Tyto nascentni HDL obsahuji z lipidG predevSim
volny cholesterol a fosfolipidy, v jejichz bilkovinné €asti pak dominuji apo-A.
Nascentni HDL vznikaji téZz pfi katabolismu chylomikrond a VLDL. Podle
nékterych autord produkuji HDL i makrofagy. HDL se vyskytuji ve dvou frakcich.
HDL; vznikaji z nascentnich HDL po pfijeti fosfolipidd, volného cholesterolu a
apolipoproteint z dalSich lipoproteinu a perifernich bunék. Volny cholesterol je
posléze esterifikovan, pfemistuje se do nitra ¢astice za vzniku sférické Castice
HDL;. DalSi interakci s chylomikrony a VLDL vznikaji vétsi a méné denzni
gastice HDL,. Ty se vazi apo-Al na specifické jaterni receptory pro HDL. Cast
HDL, je pusobenim enzymua konvertovana zpét na HDLs. Interakce mezi

jednotlivymi tfidami HDL a dal8imi lipoproteiny jsou zprostiedkovany CETP [6].
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Obr. 3. Schéma metabolismu cholesterolu [6].

3.2.6 Vylucovani cholesterolu

Za den je z téla odstranén asi 1 g cholesterolu. Pfiblizné polovina tohoto
mnozstvi se vylouci stolici ve formé Zlu€ovych kyselin. Zbytek se vylucuje jako
neutralni steroidy. Velké mnozstvi cholesterolu vyloucené Zluci je znovu
resorbovano a predpoklada se, ze alesporni €ast cholesterolu slouzici jako
prekurzor pro vznik steroidu ve stolici pochazi ze stfevni sliznice. Koprostanol je
hlavnim steroidem ve stolici. Vytvafi se z cholesterolu €innosti bakterii v tlustém
stfevé. Velka ¢ast zluCovych soli ve vylou€ené Zlu¢i se znovu resorbuje do
portalniho krevniho obé&hu, je zachycena jatry a opét se vylu€uje ve Zluci. Tento
cyklus nese nazev enterohepatalni obéh. Zludové soli nebo jejich derivaty, které
se znovu neresorbovaly, jsou vylougeny stolici. Zlu¢ové soli podiéhaji zmé&nam,
které zplsobuji stfevni bakterie, a vznikaji z nich sekundarni Zlu€ové kyseliny
[9].

3.2.7 Analytické metody stanoveni cholesterolu

Cholesterol je mozné v biologickém materidlu stanovit nékolika
metodami. Dlouhou dobu byla jedinou metodou stanoveni cholesterolu tzv.
Liebermann-Buchardova reakce. Primyslova vyroba analytickych enzymu
cholesterolesterazy (CHES) a cholesteroloxidazy (CHO) umoznila vyuZit pro
stanoveni cholesterolu enzymatické metody vhodné pro analyzatory.

Cholesterol Ize rovnéz stanovit i metodami chromatografickymi [13].
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3.2.7.1 Chemickeé metody

Cholesterol reaguje s kyselinou sirovou v bezvodém prostifedi kyseliny
octové a anhydridu kyseliny octové za vzniku modrozelenych nenasycenych
sloucenin. (tzv. Liebermann-Buchardova reakce). Pro referenéni ucely se
pouziva metoda podle Abella, ktera je vicestupriova (alkalické zmydelnéni —
extrakce — barevna reakce), nebot se odstranuiji interferujici latky.

Cholesterol reaguje také s kyselinou sirovou a Fe®* kationty v bezvodém
prostfedi za tvorby zbarveni (metoda podle Zlatkinse). Tato metoda je citlivéjsi
nez Liebermann-Buchardova reakce, ale je méné specificka a pfili§ se

v laboratofich nerozSifila [4].

3.2.7.2 Enzymatické metody

ProtoZe v krevnim séru je asi 70% cholesterolu esterifikovano, musi byt
pfi stanoveni celkového cholesterolu nejprve estery cholesterolu hydrolyzovany.
Klasicka je chemicka hydrolyza ucinkem roztoku hydroxidu za zvySené teploty,
ale u plné enzymovych metod se hydrolyza provadi pomoci enzymu CHES.
V dalsi fazi se stanovuje cholesterol reakci, pfi které je oxidovan za
katalytického pusobeni enzymu CHO. V reakci vznikly peroxid vodiku se
stanovuje. Lze wvyuzit oxidativni kopulace fenolu (nebo jeho derivatd)
a 4-aminofenazonu za katalytického pusobeni peroxidazy. Vznikd Cervené
zbarveni, které se stanovuje fotometricky.

Nebo je peroxid vodiku vyuzit k oxidaci methanolu za katalytického
pusobeni enzymu katalasy na formaldehyd, ktery se stanovi Hantzschovou
kondenzacni reakci (formaldehyd + acetylaceton + NH4 ). Vznika Zluté zbarveni
dihydrolutidinového derivatu [4].

Stanoveni je popisovano nasledujicimi rovnicemi:

Cholesterol-ester + H,O - cholesterol + mastna kyselina
(enzym: cholestrolesteraza)

Cholesterol + O, > A*-cholesten-3-on + H,0,
(enzym: cholesteroloxidaza)

2H,0; + 4-aminofenazon + fenol - barevny produkt (¢erveny) + 4H,0
(enzym: peroxidaza)
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nebo

H,O, + methanol > formaldehyd + 2H,0
(enzym: katalaza)

Formaldehyd + acetylaceton + NH,;" 2 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidin (Zzluty) +
3H,0

3.2.7.3 Chromatografické metody

Pfed vlastni analyzou je nutné provést Upravy vzorku. Napf. pfi plynové
chromatografii (GC) se provadi hydrolyza-extrakce-derivatizace a teprve takto
upraveny vzorek se analyzuje. Z dalSich chromatografickych metod je vhodna
i tenkovrstva chromatografie (TLC). Témito metodami se veétSinou rozliSuji
jednotlivé lipidy. Aby bylo mozné uvedené metody pouzit, je nutno tkan nebo
sérum nejprve extrahovat, obvykle metodou podle Folche-do smési chloroformu
a methanolu v poméru 2:1 [4][9].

Tabulka 2 znazornuje prehled chromatografickych metod pro stanoveni
cholesterolu a jeho derivatd v riznych druzich matrice. Pro tento ucel byly
nalezeny metody GC, ale i HPLC.

3.2.7.4 Jiné metody

Dalsi metodou je vyuziti izotopového zfedovani ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii a elektrochemické metody [4].
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Tab. 2 Prehled chromatografickych metod pro stanoveni cholesterolu a jeho derivatd

- . stacionarni faze e detekovany délka citlivost metody
stanovované latky matrice analyticka kolona mobilni faze detekce ion u MS analyzy LOD/LOQ reference
. methanol
cholesterol monocyty neni . ESI-MS-MS + ; _
cholesteryl ester makrofagy primy vstup do MS 10 mM octan amonny SRM [M+NH] 1,3 min LOD=0,5uM [14]
chloroform
prekurzory GC
cholesterolu 14% pyanopropylphenyl-86% EI-MS . _ LOD =
o plazma dimethylpolysiloxane) He [M+H] 66 min. [15]
plazmatické (60 m x 0,25 mm ID x 0,25 um) SIM 0,2-0,5 pM
fytosteroly ’ ’
celkovy cholesterol Normal- h;ZLsfi:Iica column 1% isopropanol v DAD
tokoferol maso Zp bax RX-Sil ° N hp P D - 17 min. LOD =0,5 uyM [16]
B-karoten orbax RX-Si -hexanu
(4,6 mm ID x 250 mm)
celkové lipidy HPLC .
cholesterol maso Spherisorb ODS-2 ACN'('%P;(‘)’;’E‘”O' DAD 15 min. : [17]
mastné kyseliny (4,6 x 150 mm) )
celkové lipidy GC
cholesterol maso Silica-capillary DB-WAX column N2 FID - - - [17]
mastné kyseliny (30m x 30 mm)
GC
celkovy cholesterol tuky 30 m CP-SIL 24 CB megapore No FID . 30 min. : [18]
oleje kapilarni kolona
HPLC
cholesterol . Develosil C30-UG-3 column (150 ACN:2-propanol (9:1) i . :
oxysteroly serum mm x 4,6 mm ID) +50 nM LiCIO, ED 35 min. LOD = 0,36 ymM [19]
oxidacni produkty modelové HPLC heptan, isopropanol
cholesterolu dlontanin Silica Supelcosil column rpa die’mov‘; eﬁ’uce APCI-MS [M+H]* 35 min. LOD = 0,3 ng [20]
(10 latek) y (250 mm x 21 mm ID) 9 SIM
cholesterol bunky HPLC . . _
sitosterol adenokarcinomu Xterra MS Cg reversed-phase methanol-voda (90'10,) APCI-MS [M+H-HO1* 18 min. LOQ = [21]
. . . 0,2mM octan amonny 0,225 - 0,45 uM
sitostanol tlustého stfeva column (2,1mm x 150 mm)




3.3 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou vysoce uc€inné separacni metody, slouzici
k oddéleni analyzovanych slozek ze smési a zaroven Kk jejich kvalitativni
i kvantitativni analyze. Jejich pfednosti vyniknou prfedevSim pfi analyzach smeési
latek, kdy ostatni analytické metody nelze principialné pouzit. Jelikoz vétSina
prirodnich vzorkl jsou slozité smési, maji chromatografické metody analyzy
prvofady vyznam [22].

3.3.1 Rozdéleni chromatografickych metod

Vzhledem ke znaéné rlznorodosti téchto metod se déli podle nékolika
hledisek.

e podle povahy déje, ktery prevliada pfi separaci (rozdélovaci, adsorpéni,
gelova, afinitni, iontové-vyménna chromatografie)

e podle skupenstvi mobilni faze (kapalinova a plynova chromatografie)

e podle uspofadani stacionarni faze (kolonovd chromatografie
a chromatografie v ploSném usporadani — papirova chromatografie
a tenkovrstva chromatografie) [23].

3.3.2 Tenkovrstva chromatografie

Princip TLC je znam vice nez 100 let, av8ak jeji analytické vyuziti
nastalo az pred 30 lety zasluhou E. Stahla a od té doby je jednou
z nejuzivanéjSich chromatografickych technik. Klasickd TLC je jednoducha,
lacind metoda, kterda vyZaduje minimalni instrumentaci a je pouzivana pro
separace jednoduchych smési a identifikaci & semikvantitativni vizualni analyzu
vzorkl [24].

Princip TLC spociva vtom, ze pfi prachodu rozpoustédla vrstvou
sorbentu dochazi k mnohonasobnému ustalovani rovnovahy. Molekuly analytu
se rozdéluji mezi stacionarni a mobilni fazi a déleni je zaloZzeno na rozdilné
afinité slozek smési k mobilni a stacionarni fazi.

V praxi se postupuje tak, Zze se na tenkou vrstvu vyznaci ve vhodné
vzdalenosti od okraje tzv. start, tj. pocatek chromatogramu, a body pro
naneseni vzorkd. Na oznacena mista se nanesou roztoky pfislusnych vzorkd.

Po odpareni rozpoustédla se desti¢ka s tenkou vrstvou sorbentu postavi na dno



chromatografické komory, v niz je jiz pfedem pfipraveno rozpoustédlo (mobilni
faze), pficemz kapilarnimi silami rozpoustédlo vzlina po chromatogramu vzharu
a unasi s sebou jednotlivé slozky podle jejich rozpustnosti. Dochazi tedy
k vzestupnému vyvijeni chromatogramu. Stupen nasyceni komory znacné
ovliviiuje kvalitu déleni, tvar skvrn a zejména pak reprodukovatelnost vysledku.
Drive, nez dosahne ¢elo mobilni faze konce desky, ukon¢i se analyza, destiCka
se vyjme z komory. Kdyz mobilni faze vytéka, pfistoupi se k detekci [24][25][26].

Krozdélovani mezi fazemi dochazi na zakladé rozdélovaciho
(distribu€niho) zakona a rozdéleni je dano hodnotou distribuéni konstanty.
Vlivem razné velkych hodnot distribuénich konstant pro rdzné latky dojde
k jejich rozdilné migraci na chromatogramu, a tudiz k jejich rozdéleni. Latky vice
rozpustné ve stacionarni fazi budou migrovat pomaleji - mensi hodnota
reten¢niho faktoru (Rr), latky s vySSi rozpustnosti v mobilni fazi budou blize
Celu-vy8Si hodnoty Rg. Bude-li mit dvojice latek v daném rozpoustédlovem
systému stejnou hodnotu Rg, nerozdéli se. Hleda se vhodny rozpoustédlovy
systém, v némz se budou Rr jednotlivych latek lisit [26].

3.3.2.1 Volba stacionarni a mobilni faze v TLC

Selektivita systému je dana kombinaci stacionarni a mobilni faze, jez je
rozhodujicim Cinitelem ovliviiujicim kvalitu separace vyjadfovanou rozlisenim.
V TLC neni v podstaté mozné ovliviiovat ucinnost ani faktor kapacity zménou
rychlosti toku mobilni faze. Faktor selektivity je tedy jedinym faktorem, ktery
rozhoduje o kvalité rozdéleni latek na chromatogramu. PFi volbé sorbentu i
mobilni faze se vychazi vzdy z povahy separovanych latek. Pro latky rozpustné
v organickych rozpous$tédlech plati to, Ze pro nepolarni latky volime bud
adsorpCni chromatografii, nebo rozdélovaci chromatografii na obracenych
fazich. Stfedné polarni latky chromatografujeme na principu adsorpénim,
pricemz silikagel pouzijeme pro latky neutralni a kyselé a oxid hlinity pro mirné
polarni latky neutralni a bazické.

Rozpoustédlo pouzité pfi adsorpéni chromatografii v normalnim médu
jako mobilni faze je samo adsorbovano, pficemz dochazi ke kompetici mezi
chromatografovanou latkou a rozpoustédlem. Cim je chromatografovana latka
ve vztahu krozpoustédlu tvoficimu mobilni fazi polarnéjsi, tim je vice

zadrZzovana adsorbentem a hodnoty Rr se snizuji. Chceme-li naopak zvysit
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pohyblivost chromatografovanych latek, tj. dosahnout vy$Sich hodnot Rg,
pouzijeme polarnéjsi rozpoustédlo, nebot molekuly polarnéjSiho rozpoustédla
budou vytésnovat molekuly chromatografované latky a ty bude mozné mobilni
fazi vymyt z prostoru, kde byly sorbovany [25].

3.3.2.2 Nanaseni vzorku

Analyzované vzorky jsou rozpoustény ve vhodném tékavém
rozpoustédle a nanasi se na start. Minimalni nanasené mnozstvi je uréeno mezi
detekce aje tedy zavislé na povaze detekéniho Cinidla a méfené veliCiny.
Maximalni nanaSené mnozstvi je limitovano kapacitou tenké vrstvy
a rozpustnosti délené slozky v mobilni fazi. Mnozstvi chromatografovanych
latek pfi TLC se obvykle pohybuje v rozmezi 0,1 az 100 pg (pro jednu skvrnu).
Asi 2 — 5%ni roztoky je tfeba nanést v mnozstvi 2 — 220 ul specialnimi
pipetkami nebo upravenymi injek&nimi stfikackami [26].

3.3.2.3 Detekéni systemy v TLC

Fyzikalni _zpusoby detekce spocivaji ve vyuziti zareni (viditelného,

ultrafialového a infraderveného) dopadajiciho na chromatogram. Rada latek
absorbuje zafeni o urCité vinové délce a toho lze vyuzit pfi prohlizeni
chromatogramu. Nékteré latky se projevuiji jako fluoreskujici skvrny, jiné naopak
absorbuji ultrafialové zafeni a projevi se jako tmavé skvrny na sviticim pozadi.
Toho se zvlasté vyuziva, impregnujeme-li vrstvu napf. fluorescenénim
indikatorem. Vrstva pod ultrafialovym zafenim silné zafi, zatimco latky
rozdélené na chromatogramu se jevi jako tmavé skvrny. Ve vSech pripadech se
skvrny zakresli do chromatogramu.

Chemické zplsoby detekce spocivaji viom, ze se chromatogram

postfika vhodnym detekénim Cinidlem, jez wvyvola barevnou reakci
s rozdélenymi latkami. Pro detekci latek na tenkych vrstvach se pouziva rady
univerzalnich detekcnich Cinidel, zpravidla agresivnich. Mezi né& patfi
koncentrovana kyselina dusi¢na, kyselina sirova, roztok dichromanu sodného
apod. Vedle univerzalni detekce je vhodné mit k dispozici i selektivni zpasoby,

jez umoznuji detekovat pouze urcitou skupinu latek [26].
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3.3.2.4 Kvalitativni vyhodnoceni chromatogramu

Latky v TLC se identifikuji na zakladé hodnot Re a jejich shody se
standardy. Rr udava pomér vzdalenosti stfedu zény analytu (Ia) a ¢ela mobilni
faze od startu (lg).

Re = I/l

Hodnota Rr udava relativni polohu zény na chromatogramu (nabyva teoreticky
hodnot 0 az 1) a je pro kazdou latku za danych podminek separace

charakteristicka.

Vyuzivaji se také hodnoty Ry definované vztahem:

Ry = log [(1/Rg) — 1] = log k

Hodnoty Ry souviseji se strukturou latek: byla pozorovana linearni zavislost Ry
na poctu strukturnich jednotek u ¢lend homologickych Fad [24].

3.3.2.5 Kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu

Vyhodnoceni je bud pfimé nebo nepfimé. Pfi nepfimé semikvantitativni
metodé se skvrna ztenké vrstvy vySkrabe a potom se extrahuje vhodnym
rozpoustédlem. Koncentrace latky vextrakiu se pak mize urcit
spektrofotometricky nebo jinou metodou.

Mezi pfimé metody patfi méfeni plochy skvrny (logaritmus plochy skvrny
je umeérny koncentraci) a denzitometrie. Pouziti skenovacich fotodenzitometrt
je nejrozSifrenéjSi a poskytuje nejpfesnéjsi vysledky. Prfevadéji intenzitu
zabarveni skvrn na chromatogram s piky, jejichz plocha je Umérna mnozstvi
analytd ve skvrnach. Umoznuji téZ zaznamenavani spekter. PFi pouziti

denzitometrl jiz neplati tvrzeni, Ze TLC je pouze semikvantitativni metoda [24].
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3.3.2.6 Déleni lipidi pomoci TLC

Celkové lipidy izolované z biologického materidlu metodou podle Folche
jsou jesté natolik komplikovanou smési, Ze je nutné je rozdélit do jednodussich
frakci pfed podrobnou kone¢nou analyzou. Jako vhodna separacni technika se
jevi chromatografie na tenké vrstvé silikagelu. Pro déleni neutralnich lipidu se
vyviji smési petroletheru nebo hexanu, diethyletheru a kyseliny octové
(90:10:1). Vyvijeni trva asi 30 az 40 minut. Chromatogram se po usus$eni
detekuje 5%nim ethanolickym roztokem kyseliny fosfomolybdenové (zahfati na
80 °C, az se objevi zfetelné modré skvrny na Zlutém podkladé€) nebo 2%niho
oxidu chromového (nebo dichromanu draselného) v 2%ni kyseliné sirové
(zahfiva se na 180 °C, az se objevi ¢erné skvrny na svétlém podkladé) nebo
0,2%nim ethanolickym roztokem 27,7 -dichlorfluoresceinu (objevi se skvrny pfi
ozareni ultrafialovymi paprsky). Vyhodou tohoto zpusobu detekce je moZnost
ziskani nezménéné lipidové frakce pro dalSi identifikaci. Lipidy se identifikuji
srovnanim se standardy. Pfi detekci chromsirovou smési Ize chromatogramy

vyhodnotit denzitometricky [27].

Celo
Estery cholesterolu - rozpou$tédla
Triacylglyceroly A
Q
g
g
Volné mastné kyseliny ‘és
g
Cholesterol S
1,3-diacylglyceroly ,§
1,2-diacylglyceroly 3
Monoacylglyceroly
Fosfolipidy -------- | Start

Obr. 4. Oddéleni hlavnich tfid lipidd pomoci TLC [9].

Vhodny systém rozpoustédel pro tento Ucel je smés hexan-diethylether-kyselina
mravenci v poméru objemu 80:20:2.
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3.3.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separaCni metoda zaloZzena na rozdilu
v distribuci latek mezi dvé nemisitelné faze: mobilni fazi je nosny plyn
pohybujici se skrz nebo podél stacionarni faze, ktera je umisténa v koloné.

SloZzky jsou vzdy separovany v plynné fazi. Pokud ma byt vzorek
analyzovan metodou plynové chromatografie, musi byt vSechny slozky vzorku
prevedeny do plynného stavu definovanym zplsobem. V praxi to znamena, ze
GC je vhodna predevs§im pro organické latky s teplotou varu do 400 °C. Lze
analyzovat i latky netékavé a to po prevedeni na tékavejsi derivaty.

Dle stacionarni faze, kterou GC pouziva, je délena na plynovou adsorpéni
chromatografii, u které je Fidicim procesem adsorpce slozky z plynné faze na
povrch tuhého adsorbentu (napf. silikagel, aktivni uhli) a na plynovou
rozdélovaci chromatografii, kde probiha distribuce sloZzky mezi plynnou mobilni
a kapalnou stacionarni fazi [28].

3.3.3.1 Teorie plynové rozdélovaci chromatografie

Zplynény nebo plynny vzorek v mobilni fazi, se z€asti rozpusti v kapalné
stacionarni fazi. Slozky, pokud se pfili§ nelisi polaritou, vychazeji z kolony v tom
poradi, v jakém stoupaji jejich teploty varu. ZaleZi také na polarité, slozka, ktera
ma pfiblizné stejnou polaritu jako stacionarni faze, bude vychazet z kolony
pozdé&ji, nez slozka, jejiz polarita je odliSna. Zakladni pravidlo : ,Podobné
rozpousti se v podobném®, se projevi vétsi retenci nepolarnich sloZzek na

nepolarni stacionarni fazi a naopak [28].
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3.3.3.2 Instrumentace v plynové chromatografii

G,

Obr. 5. Schéma plynového chromatogramu [28]

(1-tlakové lahev s nosnym plynem, 2-davkovaci zafizeni, 3-chromatograficka kolona,
4-kolonovy termostat, 5-detektor, 6-zarizeni pro vyhodnoceni analyzy)

3.3.3.2.1 Mobilni faze

V GC se mobilni faze oznacuje jako nosny plyn, jehoZ funkci je transport
slozek rozdélované smési analytickou kolonou a pfitom se sam neucastni
separacniho procesu. Nosny plyn ma mit vysokou d&istotu, nema obsahovat
kyslik a H>O. Jako nosné plyny se vyuzivaji helium, dusik, vodik, argon a
vyjime¢né nékteré dalSi plyny, které se témér nerozpoustéji v kapalné
stacionarni fazi. Nosny plyn ma ale jinou vlastnost, ktera do urcité miry ovliviiuje
separacni proces, a to je stlacitelnost plynu. K tomu, aby plyn proudil kolonou,
je tfeba, aby na zacatku kolony byl tlak vyS$S8i nez na jejim konci, kde je
obycejné tlak atmosféricky.

Zdrojem nosného plynu je obvykle tlakova lahev opatfena regulatorem
tlaku. Pratok nosného plynu se reguluje jemnymi jehlicovymi ventily. SuSicka,
absorbery kysliku a injektor jsou pfipojeny ke vstupu chromatografické kolony.
Zpravidla obsahuje trubicku z kfemenného skla, ktera je dole zuZena nebo
opatfena fritou. Injektor je dokonale proplachovan nosnym plynem. Nahofe
uzavira injektor septum ze specialni pryze odolné vysokym teplotam . Kapalné
vzorky se nasaji do mikrostfikacky a po propichnuti septa se nastfikne objem
vzorku (0,1 az 5 pl), ktery se okamzité odpafi v injektoru. Teplota v injektoru ma
byt vysSi, nez je teplota varu nejméné tékavé slozky vzorku. Pary vzorku jsou

pfeneseny do pfipojené kolony [28].
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3.3.3.2.2 Analytické kolony

V GC jsou pouzivany dva zakladni typy kolon: naplfiové a kapilarni.
Naplriové _kolony jsou trubice ze skla nebo nerezové oceli, naplnéné

granulovanym materialem nap¥. adsorbentem nebo nosi¢em pokrytym kapalnou
stacionarni fazi. Jako nosic slouzi kfemelina o praméru ¢astic 0,1-0,15 mm.

Kapilarni kolony jsou oteviené kapilary, kde funkci nosie zastavaji vnitini

stény kapilary, které jsou pokryty kapalnou stacionarni fazi. ZvySeni obsahu
stacionarni faze je mozné dosahnout Upravou vnitinich stén naleptanim, ¢imz
se zvy8i nékolikanasobné vnitfni povrch kapilary. Tyto kolony se zhotovuji
z taveného kfemene, jehoz povrch je potazen vrstvickou polyamidu, ten dodava
koloné pruznost. Existuji rizné typy téchto kolon (viz obr. 6):

WCOT (wall coated open tubular) je kolona s tenkym filmem stacionarni
faze nanesenym pfimo na vnitfni sténé kolony. Vnitfni pramér i tloustka stény
se pohybuiji ve stovkach mikrometru.

SCOT (support coated open tubular) kapalina je zakotvena na nosici, ktery
je zachyceny na vnitfnich sténéach kapilary, tloustka tenké vrstvy ndplné je
1-5 pm.

PLOT (porous layer open tubular) je kolona, kde na vnitini sténé kapilary
je nanesena, popfipadé chemicky vytvofena z materialu stény, pérovita vrstva
o tloustce kolem 10 um i vétsi [29].

WCOT PLOT
i + stationary sol
solid suppo :
stacionary coatgc? phase particles
iquid phase with stacionary

liquid phase

Obr. 6. Schématické znazornéni kolon pouzivanych v GC [29].
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Vedle mechanicky nanesenych fazi rozeznavame jesté kolony s vazanou
stacionarni fazi. Ty maji stacionarni fazi chemicky vdzanou na vnitfni povrch
kapilary, nebo spiSe je stacionarni faze polymerizovana do takového stupné,
Ze ji nelze rozpoustédlem odstranit [29].

Stacionarni fazi volime podle charakteru vzorku a podle rozsahu teplot
varu. Obecné plati, Ze zvolena stacionarni faze ma byt podobného typu jako
analyzovany vzorek. U stacionarnich fazi byva uvedena dolni a horni hranice

pouzitelnosti. Pouzivané faze jsou na bazi polysiloxanu [28].

3.3.3.2.3 Detektory

Ukolem detektoru je poskytnout rozdilné signaly pfi priichodu samotného
nosného plynu a pfi prachodu nosného plynu obsahujiciho eluovanou slozku
[28].

Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID)

Jeho podstatnou €ast tvofi hofdk. lonty a elektrony, které se vytvofi
spalenim slozek unaSenych nosnym plynem, umoznuji elektricky tok mezi
elektrodami, na které je vloZeno stabilizované stejnosmérné napéti. Vzduch
jako pomocny plyn se pfivadi do spodni Casti detektoru. Jednotlivé konstrukce
FID se od sebe liSi zejména uUpravou a geometrii elektrod, které se umistuji
napf. jako dvé destiCky rovnobézné s plamenem nebo jednou z elektrod je
elektricky odizolovana kovova tryska hofaku. Druha elektroda ma formu dutého
valeCku a je umisténa nad plamenem. V redukéni z6éné plamene dochazi
k hydrogenaci a vytvoreni radikalu CHs- , které dalsi reakci s kyslikem produkuji
ionty schopné prenosu elektrického proudu. Pouze hydrogenovatelny uhlik je
v podminkach FID ionizovan, proto neni velikost odezvy umérna poctu vSech

uhlikovych atom, ale poctu tzv. efektivnich uhlikovych atomu [28].
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Detektor elektronoveho zachytu (ECD)

Podstatnou ¢asti detektoru jsou dvé elekirody - emitor, kde se jako zdroj
mékkého radioaktivniho zafeni uziva izotop ®Ni, a kolektor. Mezi t&mito
elektrodami je vlozeno napéti. Nosny plyn vstupuje do detektoru tryskou, je
radioaktivnim zafenim ionizovan a mezi elektrodami prochazi ioniza¢ni proud.
Obsahuje-li nosny plyn molekuly s afinitou k elektronim, dojde k poklesu

ioniza¢niho proudu, ktery je po zesileni zaznamenan [28].

Tepelné vodivostni detektor (TCD)

Podstatnou c¢asti je tenké odporové viakno umisténé uvniti kovového
bloku. Vlaknem prochazi konstantni elektricky proud a zahfiva je na urcitou
teplotu. Jestlize detektorem prochazi €isty nosny plyn o stalém pratoku, je tato
teplota odporového vidkna konstantni. Obsahuje-li nosny plyn eluovanou slozku
s jinou teplotou vodivosti nez ma nosny plyn, zméni se teplota vlakna a tim
i jeho elektricky odpor.U tohoto detektoru se jako nosny plyn vyuziva vodik
nebo helium [28].

Plamenovy fotometricky detektor (FPD)

Selektivni pro latky obsahujici siru a fosfor. Je zaloZzen na méfeni intenzity

chemiluminiscence [29].

Hmotnostni spektrometr
Je dal§im typem detektoru uzivanym v GC (viz podrobné kap. 3.4)
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3.3.4 Derivatizace v plynové chromatografii

Derivatiza¢ni techniky se zahrnuji do kategorie reakéni chromatografie
proto, ze vyuzitim specifickych reakci bud pfed chromatografickou separaci,
anebo az po rozdéleni latek pred vstupem do detektoru docilujeme kvalitativné
novych vlastnosti separovanych latek. Ty umozni separaci, zvy$i citlivost
a selektivitu detekce, usnadni jejich identifikaci

Analyzované latky se pusobenim ruznych c&inidel prevedou chemickou
reakci na derivaty, ti. na latky nové, sodliSnymi chemickymi
a fyzikalné — chemickymi vlastnostmi.

Duvodu vedoucich k derivatizaci v plynové chromatografii je vice, ale

v

Zvyseni tékavosti_analyzovanych latek. Velmi mnoho organickych latek

neni totiz mozno chromatografovat v plynné fazi proto, ze je nelze prevést do
plynného stavu anebo se pfi pokusu o zplynéni rozkladaji.

Zamezeni neZadouci sorpce. Toto se vyuziva vSude tam, kde pfitomna

funk&ni skupina vytvari silné interakce se stacionarni fazi.

Zlepseni selektivity, zvyseni citlivosti a sniZeni limitu detekce. Jde

predevS8im o to, ze do molekuly separované latky se zavadéji pfi derivatizanim
pochodu takové elementy, které vykazuji selektivitu pfi ur€itém zplsobu
detekce [25].

3.3.4.1 Nejvyznamnéjsi derivatizacni reakce vyuzivane pii GC

Acylderivaty

Acylagnich reakci se vyuziva k pfipravé derivatl alkoholl, fenold, aminud
a thioll. Vzniklé derivaty vykazuji zpravidla nizsi polaritu nez pavodni latky
a maji vyhodnéj8i chromatografické vlastnosti. Blokovanim protonu nemdze
dochazet kjejich interakcim s okolnimi molekulami, zamezi se tak tvorbé
vodikovych muastkd. Ztrata moznosti tvorby vodikové vazby vede dale ke
zvySeni tékavosti derivatl ve srovnani s plvodnimi nederivatizovanymi latkami
[25].
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Estery

Esterifikace je nejCastéjsi derivatizaéni reakce majici zasadni vyznam pro
analyzu karboxylovych kyselin plynovou chromatografii. Estery jsou podstatné
tékaveéjsi nez jim odpovidajici kyseliny. Estery nemohou vytvarfet vazby
vodikovymi mustky, nemohou disociovat, takze patfi mezi latky s dobrymi

chromatografickymi viastnostmi. Z esterl se nejCastéji pfipravuji methylestery
[25].

Silylderivaty

Silylacnich reakci se vyuziva v chromatografii velmi &asto. Principem je
pusobeni silylagniho €inidla na slou€eniny obsahujici rdzné polarni funkéni
skupiny s aktivnim vodikem, ktery je schopen reakce a nezalezi pfitom na tom,
zda-li je vodik vazan na kyslik, siru, siru i dusik. Reakéni schéma je
znazornéno na obr. 7 [25].

O

R—COOH + TMSE — R—ét‘—-{}——Si[(‘H,}, (TMS-ester)
R—OH  + TMSZ - R—Q—Si(CH,), (TMS-ether)
R—SH  + TMSE — R-=S-Si(CH,), (TMS-sulfid)
R—NH, + TMS¢ — R—NH—SI(CH,), (TMS-amin)

Obr. 7. Moznosti silylaénich reakci [25]

(TMS = trimethylsilyl-)
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3.4 Hmotnostni spektrometrie

3.4.1 Princip metody

Hmotnostni spektrometrie (MS) je technika, ktera prevadi molekuly
vzorku na ionty a ty pak separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti
a naboje (m/z2). Zakladnimi kroky v této technice jsou:

1) ionizace

2) akcelerace iontd do hmotnostniho analyzatoru

3) separace iontd hmotnostnim filtrem

4) detekce iontl [23]

Pfi vhodné interpretaci vysledki méfeni ma metoda velmi dobrou
vypovidaci schopnost o struktufe analyzovanych latek. Spojeni hmotnostniho
spektrometru se separacnimi metodami (zejména plynovou a kapalinovou
chromatografii) vyrazné zvySuje selektivitu a umozfiuje provadét identifikaci

komponent vzorku ve sloZité matrici [24].

3.4.2 Instrumentace

Vzhledem ke konstrukéni rozmanitosti sou¢asné instrumentace je mozno
u vSech pfistrojl identifikovat stejné zakladni stavebni prvky.
lontovy zdroj slouzi k pfevedeni analyzované latky do ionizovaného

stavu.

Hmotnostni analyzator slouzi jako disperzni prvek a umoznuje rozdélit

v prostoru nebo €ase smés iontl o raznych m/z, produkovanou v iontovém
zdroji.

Detektor, na ktery je smérovan proud iontd po prichodu hmotnostnim
analyzatorem, poskytuje analogovy signal umérny poc¢tu dopadajicich iontu.
Ten je po digitalizaci preveden do pocitace a vhodnym programovym
vybavenim zpracovan do formy hmotnostnich spekter. Kromé sbéru dat
vrealném Case a jejich zpracovani zajisStuje pocita¢ dalSi Fidici a kontrolni
funkce souvisejici s chodem pfistroje a optimalizaci jeho provoznich parametru
[24].

Hmotnostni spektrometr je zafizeni pracujici za velmi nizkych tlaka.

Nedilnou soucasti zafizeni je i vykonny, nej¢astéji dvoustupfiovy vakuovy
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Cerpaci systém, umoznujici drzet dostateéné nizky tlak za vSech provoznich
podminek.

DalSi nezbytnou soucasti hmotnostniho spektrometru je vhodny vstup
umoznujici pfevedeni vzorku analyzované latky z prostfedi vnéjSiho do prostoru
iontového zdroje (interface, rozhrani). V pfipadé kombinace hmotnostniho
spektrometru s plynovym chromatografem (GC-MS) je do prostoru iontového
zdroje pfivadéna mobilni faze spolu s latkami vystupujicimi z chromatografické
kolony a to bud pfimo a nebo pfes vhodné rozhrani snizujici podil mobilni faze
[24].

Obr. 8. Schéma hmotnostniho spektrometru

1-ioniza¢ni zdroj (interface, pfevodnik)
2-kvadrupol

3-fotonésobic

4-turbomolekularni pumpa
5-transferline-spojeni z GC
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3.4.2.1 lontovy zdroj

Veskeré informace poskytované hmotnostnim spektrometrem se tykaji
pouze C¢astic nesoucich naboj, ionizace analyzované latky je naprosto
nezbytnym predpokladem analyzy.

Pouzity zpUsob ionizace ovliviiuje aplikacni zaméfeni metody. Proces
ionizace vyrazné omezuje citlivost méfeni a dosazitelny limit detekce metody.

Podle mnozstvi dodané energie je obvyklé délit ioniza¢ni techniky na tzv.
mékké, pfi nichz je energeticky prebytek dodany ionizované molekule maly
a pravdépodobnost fragmentace nizka, a na tvrdé, pfi nichz dodana energie
postacuje k rozsahlejSi fragmentaci primarné vzniklého iontu. DalSim tfidicim
kritériem je skupenstvi, ve kterém se latka nachazi pfi ionizaci. Nejbéznéjsi jsou
techniky ionizace v plynné fazi — analyzovana latka je pfedem odpafena do
vakua a nutnym pfredpokladem je jeji dostatecna tékavost. Techniky ionizace
v kondenzovné fazi, pfi nichz dochazi k tvorbé iontt pfimo ve fazi kapalné nebo

tuhé, jsou vhodné zejména pro analyzu netékavych latek [24].

Zplsoby ionizace molekul

Elektronova ionizace (electron ionization, El)

El je pfikladem tvrdé ionizaéni techniky v plynné fazi. Jedna se
v souCasnosti 0 nejbéznéjSi a nejlépe propracovany zpusob ionizace,
pouzivany bézné u kombinace GC-MS. Energetickym procesem vedoucim
k tvorbé iontd je interakce molekul analyzované latky M s proudem urychlenych

elektronu. Pfi této interakci maze dojit k nasledujicim déjam:

M+e >M*+2¢e

M+e > M*

Jako zdroj elektroni se nejCastéji pouziva elekiricky zhavené rheniové
nebo wolframové vlakno (katoda). Velikost Zhaviciho proudu uréuje mnozstvi

emitovanych elektrond. Proud elekirond je smérovan prostorem iontového
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zdroje smérem k anodé. Potencialovy rozdil mezi Zzhavenou katodou a anodou
urCuje energii elektronl, pfichazejicich do kontaktu s ionizovanou latkou. Za
standard se povazuje energie 70 eV, ktera ve vétSiné pfipadu zajistuje vznik
maximalniho poctu iontd a jejich rozsahlou fragmentaci. Pro zvySeni
pravdépodobnosti interakce s molekulou se nékdy draha elektront zakfivuje
polem malého permanentniho magnetu umisténého v prostoru ionizacni
komurky. Vzniklé ionty jsou z prostoru ionizace vytlaCovany elektrostatickym
polem pomocné elektrody udrzované na vhodném potencialu. Proud iontd je
dale urychlen a smérovan ziontového zdroje soustavou akceleracnich

a fokusacnich elektrod [24].
Chemicka ionizace (chemical ionization, Cl)

Cl je pfikladem bézné pouzivané mékke ionizacni techniky z plynné faze
aspolu sionizaci El se bézné vyuzivda u kombinace GC-MS. Princip je
analogicky El, ale ve zdroji je pfitomen tzv. reakéni plyn o tlaku 100 Pa.
Nejdfive jsou ionizujicimi elektrony ionizovany molekuly reakéniho plynu, které
potom ion-molekularnimi reakcemi ionizuji molekuly analytu. Nejb&znéjSimi

reakénimi plyny jsou methan a amoniak [24].
lonizace polem (Field ionization, Fl)

lonizaénim prostfedkem je v tomto pfipadé silné elektrické pole, fadu
10" — 10® V.cm™ vytvofené mezi ostrymi hroty nebo hranami. Odstranéni
elektronu probiha tunelovym jevem s mensim pfenosem vnitfni energie na
molekularni nebo jemu podobny ion nez pfi El. Tento mékky ionizaéni proces
poskytuje vétsi relativni Cetnost iontl, odpovidajicich hmotnosti puvodni

molekule, celkové mnozstvi vzniklych iontu je vSak nizsi [30].
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lonizace laserem za ucasti matrice (MALDI)

Vzorek je rozpustén a smisen s vhodnou matrici a odparen. kratky laserovy
puls je absorbovan matrici, nasledné dojde k pfenosu absorbované energie
aionizaci a desorpci iontd vzorku a jejich ion — molekularnim reakcim.
Nejcastsji se uzivaji dusikové UV & IC lasery. Tento zplsob ionizace se

pouziva pro analyzu nejriznéjsich biopolymeru [24].
lonizacni techniky za atmosferického tlaku (API techniky)

Radi se mezi mékké ionizaéni techniky v kapalné fazi, vhodné pro
kombinaci hmotnostniho spekirometru s kapalinovym chromatografem
a kapilarni elektroforézou. V sou€asnosti se Ize u komeréni instrumentace
nejCastéji setkat s témito variantami:

e elektrosprejova ionizace (electrospray, ESI)

e chemicka ionizace za atmosferického tlaku (atmospheric pressure
chemical ionization, APCI)

o fotoionizace za atmosferického tlaku (atmospheric  pressure

photoionization, APPI) [24].
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3.4.2.2 Hmotnostni analyzatory

Slouzi k rozdéleni iontd produkovanych v iontovém zdroji podle jejich m/z
[24].

3.4.2.2.1 Magneticky hmotnostni analyzator

Nejstarsi, z hlediska hmotnostniho rozsahu a rozliSeni velmi kvalitni
disperzni prvek, umoznuje prostorové rozdéleni monoenergetického svazku
iontd podle hodnoty m/z. Byva soucasti hmotnostnich spektrometri s velmi
vysokym rozliSenim, jez jsou jen vyjime¢né pFfimo spojeny se separacni
metodou. Konstrukéné se jedna o elektromagnet, mezi jehoz p6lovymi nastavci
mohou prochazet ionty. lonty rozdilnych m/z opisuji drdhy o riznych

polomérech a dojde k prostorové disperzi iontd podle jejich hmotnosti [24].

3.4.2.2.2 Kvadrupdlovy analyzator (Quadrupole, Q)

Analyzéator je tvofen Ctyfmi rovnobéznymi tyCovymi elektrodami. Na dvé
protilehlé je vloZzeno kladné stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé zaporné
stejnosmérné napéti. Na vSechny elektrody je jesSté souasné superponovano
vysokofrekvenéni stfidavé napéti. V zavislosti na ¢ase se méni velikost téchto
napéti (skenovani), pficemz jejich pomér zlstava stejny.

lon je pfiveden do stfedu osy kvadrupdlu a vlivem vilozenych napéti
zaCne oscilovat. V dany ¢asovy okamzik jsou oscilace stabilni pouze pro ion
s urcitou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem a dostane se na detektor.
VSechny ostatni ionty jsou zachyceny na ty€ich kvadrupdlu.

Pfi vhodné zvoleném poméru stejnosmérné a stfidavé slozky napéti
a dané hodnoté téchto napéti projdou kvadrupdlem pouze ionty o urcitém m/z
(SIM metoda selected ion monitoring), ostatni se dostanou na nestabilni
trajektorie a zachyti se na ty€ich kvadropélu nebo na sténach pfistroje. Zafizeni
se chova jako hmotnostni filtr nastaveny na ur€itou hodnotu m/z iontu. Zménou
napéti vkladanych na kvadrupdl je mozno nechat timto filtrem postupné projit
ionty v celém intervalu hodnot m/z (SCAN mod) [23][29][31].
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3.4.2.2.3 lontova past (lon trap, IT)

Pracuje podobné jako kvadrupdl, ma vSak jen tfi elektrody, z nichz jedna
je kruhova a dvé vyklenuté do prostoru kruhu. Tento prostor je mistem, ve
kterém se shromazduje oblak iontd. lonty mohou byt v iontové pasti zachovany
milisekundy i podstatné déle. Je pouzivan zakladni plyn helium o nizkém tlaku.
Helium tfenim brzdi pohyb iontd a napomaha jejich semknuti do oblaku
viontové pasti. Zménou nastaveni veli¢in jsou ionty pfivadény odvadény
k detektoru [23].

3.4.2.2.4 Priletovy analyzator (Time of flight, TOF)

Je vprincipu nejjednodusSim hmotnostnim analyzatorem, tvofenym
pouhou evakuovanou trubici. K ¢asovému rozdéleni iontd s rozdilnym m/z
dochazi na zakladé jejich odlisné doby letu z iontového zdroje do detektoru.
lonty s odliSnym m/z, vystupuijici z iontového zdroje, maji pfi stejné kinetické
pozdégji. Je zfejmé, Ze Casova diference, a tedy i dosazitelné rozliSeni budou
zaviset na délce drahy, kterou ionty v trubici praletového analyzatoru urazi. Aby
zafizeni nemuselo byt pfili§ rozmérné, ¢asto se konstruuje s tzv. reflektronem,
elektrostatickym zrcadlem znasobujicim priletovou drahu iontld. Hlavni
pfednosti tohoto zafizeni je teoreticky neomezeny hmotnostni dosah [24].

3.4.2.3 Detektory iontu

lontové detektory prevadéji proud dopadajicich iontd na proud elektron(
[23].

Faradayova klec

Jedné se o jednoduchy detektor, ktery tvofi konverzni elektroda (dynoda)
miskovitého tvaru. Dopad iontu zplsobi vyraZzenim elektronu z povrchu.
Elektron dopada na anodu. Vznikly elektricky proud je zesilen zesilovacem [23].
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Elektronové ndasobice

Elektrody zesiluji elektronovy proud 10* az 10® krat. Dnes se vétsina
elektronovych nasobi€l konstruuje jako zuzujici se trubice, do jejiz SirSi Casti
dopadaji ionty. Potencial tohoto konce je negativni az —3 kV a postupné klesa
k nule smérem k uzkému konci, ktery je uzemnén. lon vyrazi elektron. Elektron
dopadd na misto s méné negativnim potencialem a vyrazi dalSi elektrony.
Signal se dalSimi narazy elektronl zvétSuje. Zesileny proud elektronl je veden
do zesilovacge a je vyhodnocovan [23].

Detektor s konverzni dynodou a fotonasobicem

Detektor méni v konverzni elektrodé naraz iontu na vyrazeny elektron.
Ten dopada na fosforescenéni stinitko a vyrazi foton. Foton je zachycen

fotonasobiCem [23].

3.4.3 Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum je zdznam iontd vzniklych z analyzované slou€eniny,
usporadany podle vzristajiciho poméru m/z, vyneseny proti absolutnimu ¢i
relativnimu zastoupeni jednotlivych iontl. Na ose y je relativni intenzita v %, na

0se X pomeér m/z

Piky ve spektru :

Hlavni pik — nejintenzivnéjsi pik
Molekularni pik M — naznacuje molekulovou hmotnost analytu
|zotopické piky (M+1, M+2) - pfirozené se vyskytujici izotopy [29][31].
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3.5 Spojeni hmotnostni spektrometrie s plynovou
chromatografii (GC-MS)

3.5.1 Zpusoby spojeni GC-MS

Z&kladnim problémem spojeni obou zafizeni je jejich tlakova
nekompatibilita. Tlak na vystupu kolony plynového chromatografu je pfiblizné
atmosféricky, ale iontové zdroje pouzivané pro tuto kombinaci pracuji optimalné
za vakua. ZvySeni tlaku viontovém zdroji a hmotnostnim analyzatoru vede
k vyraznému poklesu citlivosti a zhorSeni charakteru spekter (ztrata rozliSeni,
vys8i signal pozadi, zména pomérného zastoupeni jednotlivych iontd aj.).
Primarnim pfedpokladem uUspésného spojeni GC-MS je dostate¢né vykonny
Cerpaci systém, schopny srezervou odcCerpat nadbytek nosného plynu
z prostoru ionizace. Usti kolony je mozno pfimo propoijit s iontovym zdrojem a
pFi pritocich nosného plynu do 3 ml.min™ je mozno s b&znymi &erpacimi
systémy udrzet v El zdroji dostatecné nizky tlak.

Ukazka jednoho bé&zné pouzivaného zplsobu spojeni kapilarni kolony
plynového chromatografu s iontovym zdrojem je uvedena na obr. 9. Vlastni
kolona je propojena s kovovou, nebo deaktivovanou kiemennou kapilarou, jez
je vedena vyhfivanym prostorem pfimo do iontového zdroje. Pfestupni ast je
rovnomérné vyhfivana na teplotu vy$Si, nez je maximalni teplota ohfevu
separacni kolony v plynovém chromatografu. Tim se zabranuje kondenzaci
separovanych latek pfed vstupem do hmotnostniho spektrometru. Vyhodné je,
Ze pokud Ize vnitfek vyhfivaného prostoru evakuovat, pak je mozné provést
vyménu separacni kapilary pfimo za provozu bez nebezpedi zavzdu$néni
hmotnostniho spektrometru. Nevyhodou uvedeného zpusobu pfimého spojeni
je zavislost okamzitého tlaku v iontovém zdroji na prutokové rychlosti nosného
plynu.

Tu je mozno eliminovat s pouZzitim zplsobu propojeni s tzv. otevienym
délicem, znazornéného na obr. 10. Konce separacni kapilary a prfevodni kovove
nebo deaktivované kiemenné kapilary jsou orientovany proti sobé v uzavieném
a vyhfivaném prevodnim bloku, jez je promyvan proudem helia. Mnozstvi
nosného plynu vstupujiciho do iontového zdroje, dané pouze rozméry prevodni
kapilary a rozdilem tlakd mezi pfestupnim blokem a vnitftkem iontového zdroje,

je nezavislé na prutokové rychlosti nosného plynu. Uvedeny zplsob spojeni je
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vhodny zejména pro hmotnostni spekirometry s méné vykonnym c&erpacim
systémem a pfi pouziti kratkych kapildrnich kolon vétSich vnitfnich pramérd
a vy$Simi pratoky nosného plynu [23][24][29][31].

Topné télesa
Kovova kapilara H
|
Kapilarni Iontovy
kolona e H zdroj

K pomocné
rotani pump¢€

Obr. 9. Prfimé spojeni kapilarni kolony plynového chromatografu s iontovym zdrojem
hmotnostniho spektrometru [24].

Helium
Privod  Odvod
i i

. Tontovy
zdroj

Obr. 10. Spojeni kapilarni kolony plynového chromatografu s iontovym zdrojem hmotnostniho
spektrometru pomoci otevieného délice [24].
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3.5.2 Aplikaéni oblast GC-MS

Metoda GC-MS je svyhodou pouzivdna pro analyzu komplikovanych
smési latek, u nichz je identifikace komponent na zékladé porovnani retencnich
¢asy nemozna, a pro komplexni vzorky obsahujici neznamé slozky. Diky
vysoké citlivosti detekce hmotnostnim spektrometrem saha aplikovatelnost
GC-MS do oblasti stopové a ultrastopoveé analyzy.

V zasadé je aplikovatelnost GC-MS omezena pouze pozadavkem
dostatecné tékavosti analyzované latky, jez musi projit separacéni kolonou.
Odhaduje se, ze tuto podminku splfiuje asi 10% znamych organickych latek (tj.
asi 3 miliony) [24].

52



3.6 Extrakce na tuhou fazi (Solid phase extraction)
3.6.1 Uvod

Extrakce na tuhou fazi (SPE) je v sou€asné dobé nejvykonnéjsi technika
dostupna pro rychlou a selektivni pfipravu vzorku. Jeji podstatou je zachyceni
molekul latky na tuhém sorbentu, pfes ktery protéka vzorek. PFi extrakci se
vyuzivd  chemickych  vlastnosti  molekul, které jsou v dusledku
mezimolekulovych interakci adsorbovany na sorbent. Proto Ize SPE nazvat také
chemicka filtrace.

SPE nabizi mnoho vyhod oproti tradi¢nim izolaénim technikam, mezi néz
patfila zejména extrakce v soustavé kapalina-kapalina, a to pfedevsim dobrou
selektivitu a usporu organickych rozpous$tédel, ktera jsou Casto fazena mezi
latky jedovaté, ni€ici ozénovou vrstvu, ale i jinak nebezpecné.

Prestoze se technika SPE rozviji teprve pres 20 let, je natolik vyhodna,
Ze se stala pfednostné vyuZzivanou technikou Upravy vzorku. SPE |ze snadno
automatizovat a navazat na dalsi instrumentalni metody. Univerzalnost SPE ji
dovoluje, aby byla uzite¢né pouzivana pro razné ucely:

e (isténi vzorku

e zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek

e vymeéna rozpoustédel (analyt je pfeveden z jedné specifické matrice do
jiné, napf. z vodné do organické)

e derivatizace (analyt je zachycovan na sorbent, pfeveden na derivat a pak

eluovan) [23][32]

3.6.2 SPE priprava vzorku

Neupravené vzorky jsou vétSinou nevhodné pro daldi chromatografické
analyzy. Pfi¢in mUze byt cela fada:
e nizké koncentrace analytd
e interferujici necistoty
e vlastni matrice vzorku neni slucitelnd s chromatografickym systémem

nebo je pro néj nebezpetna
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SPE je technika, ve které se analyt sorbuje na stacionarni fazi z faze
kapalné. Interakce analytu s tuhou fazi musi byt silnéjSi nez s fazi kapalnou, ve
které je analyt rozpustén. Po extrakci na tuhou fazi je analyt v roztoku, obsahuje
minimum interferujicich latek a je v dostate¢né koncentraci.

Mechanismus retence v SPE je stejny jako v kapalinové chromatografii
(HPLC), a proto i pouzivané sorbenty jsou velice podobné a jejich nabidka je
Siroka [32].

3.6.3 Instrumentace

SPE je velmi jednoduchou technikou. Zakladem je vyuZiti extrakénich
kolonek na jedno pouziti o nejriznéjSich velikostech a néaplni sorbentd. V
principu SPE pracuje takto:

e Kapalny vzorek je veden pfes SPE kolonku a souceniny jsou ze vzorku
zachyceny materidlem sorbentu v koloné.

e Nezadouci pfimési mohou byt z kolonky selektivné odstranény promytim
spravné zvolenymi rozpoustédly.

e Nakonec mohou byt z kolonky Zadouci analyty znovuziskany elu¢nim
rozpoustédlem v podobé vysoce Cistého extraktu. Tento extrakt ma €asto

podstatné vysSi koncentraci analytu nez mél pavodni vzorek.

Alternativné muze byt extrakéni kolonka vybrana k tomu, aby zadrzovala
pfimési ze vzorku, ale analytdm dovolila projit. Pratok kapalin vedenych pFes
kolonku muaze byt urychlovan vakuem na vystupu z kolonky, tlakem na vstupu

kolonky nebo centrifugaci [23].

3.6.4 Sorbenty

Vybér vhodného sorbentu

Pfed vybérem vhodného sorbentu je tfeba zjistit co nejvice informaci
o vzorku, tzn., uvazit vlastnosti matrice a analytu, a na zakladé téchto znalosti
potom zvolit typ faze a velikost kolonky. Sorbent je uloZzen v trubic¢kach
z polypropylenu nebo ze skla nebo je slisovan se sklenénymi vliakny do disku.
Sorbenty jsou v kolonce uzavieny fritami z polypropylenu, pfipadné oceli nebo
polytetraflourethylenu. Sorbent ma vétsi zrnéni nez je tomu u HPLC, takze Ize
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pracovat pfi nizkém podtlaku ¢&i pretlaku. Pouzivaji se chemicky vazané
obracené faze na bazi modifikovaného silikagelu, normélni faze a iontové

vyménné faze, ale i cela fada dalSich sorbentl [32].

 —
reservoir >
silica-based rrzzm=mny
packing —— T frits
material ] -—

[<—— Luertip

Obr. 11. Schéma SPE kolonky [33].

Vybér mnoZstvi SPE sorbentu a velikost kolonky

Mnozstvi sorbentu, které ma byt pouzito, se fidi pomérné jednoduchymi
pravidly:
a) obracené a normalni faze, adsorbenty — obsah analytli, které maji byt

zachyceny, by nemél byt vétsi nez 5% hmotnosti sorbentu (pokud
pouziieme 100 mg v 1 ml trubice, vzorek by mél obsahovat maximalné
5 mg analytu).

b) lontoménice — je tfeba pocitat s iontové vyménnou kapacitou sorbentu.

Pro volbu velikosti kolonky nebo disku uvadim pro predstavu tabulku 3 firmy
Sigma-Aldrich s.r.0., ktera je vyrobcem kolonek pro SPE [32].
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Tab. 3. Tabulka pro volbu velikosti SPE kolonky nebo disku [32].

alll. 1 ml 50 mg,/100 mg
1 ml - 250 ml, pomala
rychlost extrakce 3 mi 500 mg
1 ml - 250 ml rychle extrakce 6 mi 500 mg

10 ml - 250 ml, velka

kapacita sorbentu 6,12,20,60 ml 1,2,104g

<1 litr : 6, 12, 20,60 ml 1,2,10¢g
100 ml - 1 litr 47 mm disk -
> 1 |, velka kapacita sorbentu 90 mm disk -

Typy sorbentu a vznikajici molekularni interakce

Kolonky SPE obsahuji sorbenty zalozené nejcastéji na bazi chemicky
modifikovanych &astic silikagelu. Pfi této modifikaci se na povrchové silanolové
skupiny chemicky navazuji skupiny rlznych vlastnosti, které rozhoduji
o vlastnostech sorbentu. Necha-li se d&ast silanolovych skupin volnych,
spolutCastni se na vyslednych vlastnostech sorbentu (non end-capped
= neuzavreny sorbent), jestlize se silanolové skupiny zcela pokryji vazanou fazi,
uplatni se jen jeji vlastnosti (end-capped = uzavieny sorbent). Chemicky
vazané faze vznikaji reakci povrchové silanolové skupiny silikagelu
s trialkyltrichlorsilany.

PFfi separaci jsou vyuzZivdny rlzné mechanismy zachycovani latek
spocivajici v odliSnych molekularnich interakcich mezi analytem a sorbentem.
Mezi bézné uplatfiované interakce patfi tyto:

e van der Waalsovy sily (nepolarni interakce)
e vodikové vazby a dipél — dipdlové interakce (polarni interakce)
e kation — aniontové interakce (iontové interakce typu elektrostatickych pfi-

tazlivych sil mezi opacné nabitymi ionty)
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Kazdy sorbent ma specifickou smeés téchto vlastnosti. Hlavni interakci
vyuzivanou pro extrakci analytu oznaCujeme jako primarni, vedlejSi pusobici

interakce jako sekundarni [23].

Nepolarni vazane faze

Nepolarni vazané faze se vyznacuji hydrofobnimi vlastnostmi. Lze je
vyuzit pro extrakci nepolarnich a stfedné& polarnich slou€enin. PFipoji-li se
ktomu u neuzavienych sorbentd uplatnéni silanolovych skupin, vzrasta
selektivita pro bazické slouceniny. Obvykle se pouZziti podoba aplikaci
obracenych fazi v HPLC, kde jako rozpoustédlo pouzivame polarni kapalinu, ze
které se nejselektivnéji vazou nejméné polarni latky [23].

Polarni vazané faze

Polarni vazané faze jsou selektivni pro polarni slou¢eniny. U prvnich
dvou uvedenych skupin ( viz tab. 3.) se sekundarné uplatriuje iontova vymeéna,
protoZze silanolovd skupina je slabé kysela a vyménuje Kkationty
a aminopropylova skupina slabé zasaditd a vymeénuje anionty. Aktivni
silanolové skupiny velmi ochotné zachycuji vihkost ze vzduchu, proto se musi
kolonky uchovéavat v suchém prostfedi.

Aminopropyl zachycuje z nepolarnich rozpoustédel, napf. z hexanu,
molekuly obsahuijici skupiny —OH, -NH> nebo —SH. Zminéna iontova vyména se
muze uplatnit ve vodném prostredi o pH = 7,8 a niZ§im, nebot aminoskupina se

hydrolyzuje a muze k sobé poutat ionty:

R-NHz + H" — R-NH3*
R-NHs" + X’ > R-NHg"X

Kyanopropylové skupiny zachycuji nepolarni i polarni slouceniny
a mohou je extrahovat z vodnych roztokd. RovnéZz mohou zachycovat polarni
molekuly z méné polarnich rozpoustédel dipdl-dipdlovou interakci mezi

kyanoskupinou a polarni skupinou analytu. Také (2, 3-dihydroxypropoxy)propy-
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lova skupina ma strukturu, ktera umozuje zachycovani nepolarnich i polarnich
molekul. NejCastéji se pouziva pro extrakci polarnich molekul z relativné

nepolarnich rozpoustédel s vyuzitim tvorby vodikovych vazeb [23].

lontové-vyménné vazane faze

Pouziti  aminopropylové  vazané faze iz bylo zminéno.
Trimethylamoniumpropyl-chloridova faze je silnym iontoméni¢em pro vyménu
aniontd (anex) z vodnych i nevodnych roztokd nahradou za svdj chloridovy
anion. Benzensulfonova i propansulfonova kyselina jsou silnymi iontoménici pro
vymeénu kationtd (katexy). Prve uvedena kyselina vykazuje sekundarné take
silné nepolarni interakce. Karboxypropylova skupina je slabym iontoménicem
typu katex. Vyuziva se k extrakci bazickych sloucenin z roztokd o pH = 6,8

a vy$Sim, kdy se karboxylova skupina vyrazné disociuje [23].

Tab. 4. Nepolarni, polarni a iontové-vyménné sorbenty [23]

Nepolarni . . e
sorbenty Polarni sorbenty lontové-vyménné sorbenty
«. . funkeni S -y . . . . .
oznaceni Kupina oznaceni funkéni skupina oznaceni funkéni skupina
Cis oktadecyl | Silikagel silanol NH, aminopropyl
. trimethylamoniumpropyl
Cs oktyl NH, aminopropyl SAX (kvarterni amin)
C ethyl DIOL 3-(2,3- CBA karboxypropyl
2 dihydroxypropoxy)propyl
benzensulfonova
CH cyklohexyl CN kyanopropyl SCX kyselina (4-sulfofenyl)
propansulfonova
PH fenyl PRS kyselina (3-sulfopropyl)
CN kyanopropyl!
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3.6.5 Selektivita SPE

Selektivitou je minén stupen oddéleni analytu od ostatnich pfimési
v pivodnim vzorku. Vysoce selektivni charakter SPE je zplsoben dvéma
hlavnimi faktory:

e Kazdy pouzitelny sorbent nabizi jedinecné charakteristické retencni
vlastnosti dané primarnimi a sekundarnimi interakcemi, které
kombinujeme s vlastnostmi analytu.

e Extrakci v systému kapalina-kapalina limituje nemisitelnost pouzitych
kapalin. Napf. vodny vzorek nemulze byt extrahovan do methanolu.
V SPE je fazi, na kterou se extrahuje, pevny sorbent (kapalina je
chemicky navazana na nosi€i) a pojem nemisitelnost ztrdci smysl.
Vysledkem je velké mnozstvi pouzitelnych kombinaci
sorbent — rozpoustédlo pro zajisténi vysoce selektivni extrakce [23].

3.6.6 Postup SPE
Obvykly postup SPE se sklada z péti zakladnich kroku:

1) PFiprava vzorku pred extrakci a vybér vhodné kolonky

Cilem je vytvofit vzorek, jehoz fyzikalni a chemické vlastnosti podporuji
zadrzeni analytl v extrakéni kolonce. Tuhé vzorky je nutno prevést do roztoku.
Jindy mohou byt tuhé latky extrahovany kapalinou pred pouzitim SPE. Vzorky
obsahuijici tuhé necistoty vyzaduiji filtraci. Obsahuje-li vzorek ¢astecky latky, na
které se analyty adsorbuji, musi se analyty nejdfive z téchto castecek

desorbovat.

2) Solvatace kolonky
Aby &asteCky silikagelu adsorbovaly analyt, je nezbytné smaceni faze

vazané na silikagel matrici vzorku. Smacivost zajistime solvataci.

3) Aplikace vzorku
Vzorek se napipetuje do kolonky a necha se dostateCny ¢as protékat.
Zviasté pfi iontové — vyménné extrakci by pfili§ rychlé provedeni mohlo

zpUsobit, Ze se analyt nazadrzi uplné. Pro kolonku se 100 mg napiné je v tomto
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pfipadé vhodny pratok 1 — 2 ml/min. Pro vy$Si hmotnosti sorbentu je pfiméfeny

vys8i prutok.

4) Promyvani kolonky

Ugelem jednoho nebo vice promyvacich krokt je selektivné eluovat
nezadouci sloudeniny z vazanych fazi, aniz by byly eluovany analyty. Casto
jsou velmi vhodnou volbou rozpoustédla, ve kterych jsou analyty nerozpustné.
Pouzivame-li iontové — vyménné nebo nepolarni sorbenty, je pro eluci
nezadoucich pfimési dulezité dodrzovani pH. Prutok pro eluci pfimési by mél
byt fizen. Pfi velkém prutoku by se nemusely pfimési dostatecné vymyt.

5) Eluce analytu z kolony

Zavérecnym stupnén v SPE extrakci je znovuziskani analytd z extrakéni
kolonky. To je provedeno promytim kolonky rozpoustédlem, které eluuje analyty
z vazanych fazi do vhodné jimaci nadobky. Béznym minimalnim elu¢nim
objemem je 250 uyl na 100 mg sorbentu. Opét je nezbytna kontrola rychlosti
prutoku, protoze pfi rychlém prutoku nemusi byt vSechen analyt kvantitativné
elovan [23][34].
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Obr. 12. Schématické znazornéni jednotlivych krokd SPE [34]

(1.krok-vybér vhodné kolonky, 2.krok-solvatace kolonky, 3.krok-aplikace vzorku, 4.krok-promyvani kolonky, 5.krok-eluce analytu z kolony)
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3.6.7 Vyuziti SPE pro frakcionaci lipida

Frakcionace lipidd na SPE kolonkdch naplnénych silikagelem

Lipidové extrakty z biologického materialu jeSté obsahuji mnoho tfid
a skupin lipidd. Existuje malo technik, které by mohly byt pouzity k izolaci kazdé
z téchto sloucenin. Kolonova chromatografie se silikagelem jako adsorbentem
se jevi jako vhodna metoda, pomoci které toho Ize dosahnout. PfedevS§im SPE
kolonky jsou vhodné pro tento ucCel, protoZze stupen hydratace a tudiz
adsorptivita silikagelu je dudkladné kontrolovana. Frakce izolované timto
zpusobem mohou byt pozdéji podrobnéji analyzovany pomoci HPLC nebo GC
[33].

Napfiklad Bitman et al. promyvali SPE kolonku, naplnénou silikagelem,
chloroformem (20 ml), aby eliminovali potencionalni nedistoty pred aplikaci
lipidového vzorku rozpusténém v hexanu. Nepolarni (jednoduché) lipidy, jako
estery cholesterolu, TAG a cholesterol byly eluovany smési hexan —
diethylether (1:1, 40 ml) a komplexni lipidy byly ziskany nejprve eluci
methanolem (20 ml) a nasledné eluovany smeési chloroform — methanol — voda
(3:5:2, 20 ml) [35].

Hamilton et al. vyvinuli metodu, ve které estery cholesterolu a TAG
eluovali smési hexan — methyltert-butyl ether v pomérech 100:0,2 a 96:4. SPE
kolonka byla okyselena promytim smési hexan - kyselina octovd (100:0,2)
a volné mastné kyseliny byly eluovdny smési hexan — methyltert-butyl ether —
kyselina octova (100:2:0,2). Poté byl eluovan volny cholesterol, a to smési
methyltert-butyl ether — kyselina octova (100:0,2). Rizné frakce obohacené
obzvlasté o fosfolipidy byly eluovany mobilni f4zi o vzristajici polarité. Tato
mobilni faze obsahovala methyltert-butyl ether, methanol a amonium acetatovy
pufr (pH 8,6) v riznych pomérech [36].

Wang et al. potvrdili, Ze smés hexan — diethylether (98,5:1,5) eluuje
Cistou frakci esterl cholesterolu ze sérovych lipidd s pouzitim SPE kolonky

naplnéné silikagelem [37].
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Frakcionace lipidti na SPE kolonkach s chemicky vazanymi fazemi

Komeréni SPE kolonky jsou dostupné s Sirokou paletou chemicky
vazanych stacionarnich fazi. Tyto kolonky maji velky potencial pro izolaci
specifickych lipidovych tfid. Doposud bylo popsano mnoho aplikaci [33].

Kaluzny et al. byli mezi prvnimi, ktefi pouZzili kolonky s polymerné
vazanym aminopropylem pro separaci lipidd. Tato metoda je schopna rozdélit
10 odliSnych skupin lipidl, za pouziti elu€nich &inidel o stoupajici polarité,
s rozumnym stupném Cistoty [38].

Pinkart et al. pouZili kolonky s polymerné& vazanym aminopropylem pro
separaci polyhyroxyalkanoatli, fosfolipidl, steroll, TAG, diacylglycerolu,
monoacylglyceroll a esterl sterolt z mikrobidlni lipidové smési [39].

Burdge et al. vyvinuli metodu pro rychlou separaci fosfatidylcholinu,
neesterifikovanych mastnych kyselin, estert cholesterolu a TAG z celkového
lipidového extraktu z plazmy, za pouziti aminopropylsilikagelovych kolonek [40].

Giacometti et al.pouzili kolonky s vdzanym aminopropylem pro separaci
monoacylglycerolt, diacylglycerolt, TAG, steroll a jejich esterl z tkanovych
vzorku [41].
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3.7 Vyuziti izotopickeho znaceni v metabolickych studiich

Izotopové znacdena latka (tracer) je latka s molekulami oznadenymi
zpusobem, ktery neovlivni jeji metabolicky osud a je rovhomeérné rozptylena
mezi neoznacenymi molekulami (tzv. tracee) v konkrétnim metabolickém poolu.
Pool je zasoba sledované latky v ur€itém kompartmentu, ktery maze byt velky
(napf. celkova télesna voda pro deuterium oxid nebo ureu) nebo naopak pouze
intravaskularni (znacené erytrocyty). Pro znaceni latek Ize napfiklad vyuZzit
stabilni €i nestabilni (radioaktivni) izotopy. Stabilni izotop je jeden ze dvou ¢i
vice forem prvku, ktery ma ve svém jadre stejny pocet protond, ale odliSny
poCet neutront a v elektronovém obalu stejny pocet elekirond a nepodléhd
samovolné pfeméné doprovazené emisi astic. Tracery jsou vyuzivany pro
diagndzy onemocnéni €i objasnéni metabolickych pochodu v Zivych systémech.
Vyuzivaji se pak méfici metody pozitronové emisni tomografie, magnetické
resonance ¢i hmotnostni spektrometrie.

Po rozptyleni traceru je odebran vzorek materialu k analyze.
Vyextrahovany vzorek je po chromatografické separaci analyzovan
hmotnostnim spektrometrem. Vystupem je hmotnostni chromatogram, ktery
zaznamend mnozstvi latky v pfirozené formé a mnozstvi latky znacené, tedy
traceru. Hodnoti se pomér ploch pod kfivkou (TTR — tracer/tracee ratio)
odpovidajici molarnimu poméru tracer vs. tracee a dale je stanoveno procento

obohaceni (APE — atom percent excess).
APE =AREA tracer/ (AREA tracer + AREA tracee)

Metody sledovani syntézy de novo jsou s vyuzitim diluce znageného
metabolitu v poolu &i inkorporace prekursoru do metabolitu.

Pro stanoveni rychlosti syntézy cholesterolu Ize vyuzit inkorporace
substratu oznaceného deuteriem. Deuterium je stabilni izotop vodiku a vyuziva
se jako metabolicky tracer, aplikovany formou deuterium oxidu. Deuterium oxid
(tzv. t8Zka voda) je pouzivan jako tracer pfi metabolickém vyzkumu jiz Fadu
desetileti. Jeho aplikace je bezpeéna jak peroralné, tak intraven6zné, jedinym
znamym nezadoucim Ucinkem je vertigo. Metodu lze vyuZit pro stanoveni

inkorporace deuteria do fady metabolitu. Atomy deuteria se rozptyli v télesné
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vodé, obohati metabolicky pool NADH a cestou jableéného enzymu i pool
NADPH. Ztohoto zdroje a pfimo z molekul télesné vody je deuterium
inkorporovano do cholesterolu syntetizovaného de novo. Ve studiich je pak
sledovana inkorporace deuteria do molekuly neesterifikovaného cholesterolu.

Pomoci GC-MS je stanoven isotope excess (IE) cholesterolu, ktery je
ukazatelem rychlosti syntézy cholesterolu organismem [42].
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3.8 Validace analytické metody
3.8.1 Presnost

Pfesnost analytické metody vyjadfuje tésnost shody mezi sérii méreni
mnohonasobného davkovani homogenniho vzorku upraveného predepsanym
postupem za predepsanych podminek. Pfesnost by méla byt uréovana na tfech
arovnich: opakovatelnost, intermediarni pfesnost a reprodukovatelnost. Mira
presnosti je vyjadfena pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD) v %.
Pozadavek na pfesnost pro biologicky material RSD = 15% - 20%.

3.8.2 Spravnost

Tento test charakterizuje tésnost shody mezi vysledkem analyzy
Ci a pfijatou referenéni hodnotou Cy. Touto referenéni hodnotou muze byt
skute€ny znamy obsah latky nebo obsah zjistény jinou nezavislou metodou,
jejiz spravnost je zarucena.

V pfipadé, Ze se stanovovana latka nachazi v matrici, ktera muze pfi
méreni interferovat, testuje se spravnost metody pomoci standardniho pfidavku
ucinné latky, a to bud k samotné matrici nebo k analyzovanému pfipravku, jeji
znama koncentrace Cop , koncentrace stanovena u modelového vzorku je G; .

Statisticky se spravnost testuje pomoci vytéznosti (Rec), ktera se
vypocita podle vzorce:

Rec (%) = 100.C;/ Cy

Pozadavek pro smérodatnou odchylku pro biologicky material je

RSD <15%.

3.8.3 Stabilita

Stabilita se testuje pfi uchovavani za danych podminek
e L aboratorni teplota (22 °C)
el ednice (4 °C)
eMrazédk (-25 °C)
Koncentrace je vyjadiena plochou piku St/ IS
Smérodatna odchylka plochy piku Sg (%)

Sp=100 (Ai—=As)/ Ao
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3.8.4 Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat v definovaném intervalu
vysledky umérné koncentraci analytu ve vzorku. Tento test hodnoti kvalitu
zavislosti plochy piku na koncentraci analyzované latky v rozmezi +/- 50%
oCekavané koncentrace. Pripravi se pét vzorkl standardni latky v uvedeném
koncentraénim rozmezi a kazdy se analyzuje tfikrat.

Dulezitou charakteristikou linearity pfimky je korelaéni koeficient (R).
Hodnoty blizké 1 signalizuji poZzadovanou silnou linearni zavislost.

3.8.5 Limit detekce, kvantifikace

v v

koncentrace  latky, nestanovana  kvantitativné, za  definovanych
experimentalnich podminek. Definuje se jako pétinasobek smérodatné odchylky
odezvy slepého pokusu — Sumu.

latky stanovitelna s pfijatelnou presnosti a spravnosti. Definuje se jako
desetinasobek smérodatné odchylky Sumu.

Smérodatnou odchylku Sumu lze odhadnout pfi méfeni blanku ze
zaznamu Sumu v okoli reten€niho €asu stanovované latky. Stfedem Sumu se
narysuje nulova linie a od ni se zméfi nejvétsi kladna (r*) a zaporna amplituda
Sumu (r), ztohoto rozpéti Sumu je mozno odhadnout jeho smérodatnou
odchylku vydélenim péti.

Shn=(r+r’)/5

Detekéni a kvantitativni limit se vypoctou podle vzorca:

LOD=3.S,.K/b;
LOQ=10.S,.K/b;

Kde K ( plocha piku / vy8ka piku) je pomér charakteristicky pro

stanovovanou latku a by ( plocha piku / koncentrace analytu ) je pomér dany

smeérnici regresni rovnice [43] [44]
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pristroje a pomuicky

plynovy chromatograf Fisions Instruments GC 8000 series (Pragolab,
C2), softwareClarity (DataApex), kapilarni kolona
SPB -5, (30 m x 0,53 mm x 1,5 um) ( Supelco, MO)

plynovy chromatograf AutoSystem XL ( vybaveny autosamplerem)
spojeny s kvadrupdélovym hmotnostnim spektrometrem TurboMass
(Perkin Elmer, Norwalk, CT), kapilarni kolona CP-Sil 8 CB-MS
(Supelco, Bellefonte, MO) 60 m x 0,32 mm, tloustka filmu 0,5 um,
Turbomass software ( Perkin Elmer, Norwalk, CT)

laboratorni rotator Stuart SB3 ( Biolote, Velka Britanie)

chlazena centrifuga HERAEUS 400 R ( Hanau, Némecko)

analytické vahy A + D company 202 M (Hradec Kralové, Cesk&
republika)

AD Koncentrator 5301 Eppendorf (MEDESA, Policka, Ceska republika)
homogenizator IKA T10 Ultra — Turrax ( IKA — WERKE, Némecko)
termoblok QBT 2 ( Tectra a.s., Praha)

UV lampa (Osram, Mnichov, Némecko)

statisticky software SigmaStat (Systat Software GmbH, Némecko)

TLC hlinikové folie Silikagel 60, tloustka vrstvy 0,2 mm, 5x10 cm (Merck,
Némecko)

SPE kolonky Strata SI-1 Silica (65 ym, 70 A), 1000 mg/6 ml
(Phenomenex, USA)

injekéni jehly Medoject 0,6x25 mm (Chirana T. Injecta, Brno, Ceska
republika)

Free cholesterol C test kit (Wako, Némecko)

autosamplerové vialky (1 ml)

sklenéné vialky s teflonovym vickem (5 ml, 10 ml)

vakuové odbérové zkumavky ( Vacuette Greiner Bio — one , Rakousko)

sklenéna Pasteurova pipeta ( 1,5 ml)
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4.2 Chemikalie

e n-hexan p.a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e methanol p.a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e ethanol p.a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e diethylether p.a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e ethylacetat p.a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e kyselina octova p.a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e hydroxid draselny p.a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e pyridin p.a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e redestilovana destilovana voda (GORO, Praha, Ceska republika)
e fyziologicky roztok (Braun Melsungen, Némecko)

e chloroform p.a. (Merck,Darmstadt, Némecko)

e 5 a-— cholestan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e cholesterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e cholesterypalmitat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e 27 7’-dichlorofluorescein (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e N, O - bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA), (Supelco, USA)
e helium 5.5 (SIAD, Brariany u Mostu)

e vodik 4.0 (SIAD, Branany u Mostu)

e vzduch 2.2a (SIAD, Branany u Mostu)

e dusik 5.0 (SIAD, Branany u Mostu)



4.3 Priprava roztoku

4.3.1

Standardni roztoky

Zasobni roztok cholesterolu 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 3,87 mg
cholesterolu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterolu 3 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 11,60
mg cholesterolu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterolu 5 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 19,34
mg cholesterolu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterolu 10 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 38,67
mg cholesterolu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterolu 15 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 58,01
mg cholesterolu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterolu 20 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 77,34
mg cholesterolu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterolu 25 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 96,68
mg cholesterolu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterylpalmitatu 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim
6,25 mg cholesterylpalmitatu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterylpalmitatu 3 mmol/l byl pfipraven rozpusténim
18,75 mg cholesterylpalmitatu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterylpalmitatu 5 mmol/l byl pfipraven rozpusténim
31,25 mg cholesterylpalmitatu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterylpalmitatu 10 mmol/I byl pfipraven rozpusténim
62,51 mg cholesterylpalmitatu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterylpalmitatu 15 mmol/I byl pfipraven rozpusténim
93,76 mg cholesterylpalmitatu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterylpalmitatu 20 mmol/I byl pfipraven rozpusténim
125,02 mg cholesterylpalmitatu a doplnén na 10 ml hexanu.

Zasobni roztok cholesterylpalmitatu 25 mmol/l byl pfipraven rozpusténim
156,27 mg cholesterylpalmitatu a doplnén na 10 ml hexanu.

Standardni roztok 5 a — cholestanu 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim
37,20 mg 5 a — cholestanu a doplnén na 10 ml hexanu.
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4.3.2 Pracovni roztoky

Pracovni roztok cholesterylpalmitatu byl pfipraven zfedénim zasobniho
roztoku cholesterylpalmitatu 5 mmol/l hexanem na ¢ = 2,5 mmol/l.
Pracovni roztok cholesterylpalmitatu byl pfipraven zfedénim zasobniho
roztoku cholesterylpalmitatu 15 mmol/l hexanem na ¢ = 7,5 mmol/l.
Pracovni roztoky pro limit detekce TMS-cholesterolu byly pfipraveny
zfedénim zasobniho roztoku cholesterolu 1 mmol/l hexanem na
¢ = 100 umol/l, c= 50 pmol/l, ¢ = 10 umol/l, ¢ = 1 ymol/l, ¢ = 5 umol/I,
¢ = 100 nmol/l, ¢ = 50 nmol/l, ¢ = 10 nmol/I
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4.4 Vyvoj a optimalizace metody

4.4.1 Odbér a priprava vzorku

4.4.1.1 Krev

Vzorek odebrané krve se centrifuguje (1,9 G, 10 min., 4 °C) a odebere se

krevni sérum.

4.4.1.2 Tkané

Homogenat — analyzovany material (nadledviny) se nastiiha na mensi Casti,

pfenese se do zkumavky, pfida se voda (dvojnasobek navazky

tkané) a zhomogenizuje se.

4.4.2 Postup extrakce lipidu ze vzorku

Do extrakéni vialky se napipetuje 4 ml smési chloroformu a methanolu
v poméru 2:1.

K této smési se napipetuje 1 ml vzorku (homogenat nadledvin, sérum).
Nechd se extrahovat 15 minut na rotatoru.

Zcentrifuguje se (10 minut, 3000 G, 8 °C).

Spodni chloroformova vrstva, ktera obsahuje lipidy, se odebere
sklenénou Pasteurovou pipetou a prenese se do dalsi vialky.

Spodni chloroformova vrstva se promyje 800 ul fyziologického roztoku
a smés se zcentrifuguje (10 minut, 3000 G, 8 °C).

Spodni chloroformova vrstva se opét sklenénou Pasteurovou pipetou
pfenese do dalSi vialky a necha se odpafit v koncentratoru do sucha
(program 2 - pro tékava organickd rozpoustédla, 60 °C).
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4.4.3 Postup TLC

e QOdparek vyextrahovanych lipid se rozpusti ve 100 ul hexanu.

e Pfipravi se mobilni faze (80 ml hexanu + 20 ml etheru + 1 ml kyseliny
octoveé).

e Do chromatografické komory vylozené filtratnim papirem se nalije
mobilni faze, komora se uzavie a necha se nasytit parami mobilni faze.

e Na tenké vrstvé se ve vySi 2 cm od spodniho okraje oznaci tzv. start
(poCatek chromatogramu) a body pro naneseni vzorki a 1 cm od horniho
okraje tenké vrstvy se oznaci cil.

e Na onacena mista se nanese 25 pl vzorku a 25 ul standardu volného
cholesterolu v hexanu (¢ = 5 mmol/l) a standardu cholesterylpalmitatu
v hexanu (c = 7,5 mmol/l).

e Vyvijeni se ukonci, jakmile ¢elo mobilni faze dosahne oznaceného cile.

e Chromatogram se vysus$i a skvrny na tenké vrstvé se deteguji postfikem
2", 7°- dichlorofluoresceinu (0,2%ni roztok v 95%nim ethanolu).

e Chromatogram se vysusi a prohlizi se po ozareni ultrafialovymi paprsky
(366 nm). Neutralni lipidy se jevi jako Zluté skvrny na purpurovém pozadi
a vzorek se identifikuje srovnanim se standardy.

e Skvrny charakterizujici volny cholesterol a estery cholesterolu se oznaci
a nasledné se ztenké vrstvy vyskrabou do jednotlivych oznacenych
zkumavek.

e Volny cholesterol a estery cholesterolu se extrahuji ze silikagelu dvakrat
500 ul diethyletheru (k silikagelu se pfida 500 ul diethyletheru, protfepe
se a diethyletherovy extrakt se sklenénou Pasteurovou pipetou odebere
do zkumavky).

e Diethyletherovy extrakt se promyje dvakrat 1 ml vody, protiepe se a horni
vrstva se odebere do extrakéni vialky.

e Promyty diethyletherovy extrakt se odpafi pod proudem dusiku

e Estery cholesterolu musi byt hydrolyzovany. Do vialky se pfida 1 ml 96%
etanolu a 70 pl nasyceného vodného roztoku KOH. Viale se umisti na
1 hodinu do termobloku zahfatého na 80 °C.
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Po alkalické hydrolyze se do vialky pfida 1 ml vody a lipidy se extrahuji
tfikrat s 1 ml hexanu (izn., pfida se 1 ml hexanu, protfepe se, necha se
odsadit a horni vrstva se stahne do jiné vialky, totéz se opakuje jesté
dvakrat).

Hexanovy extrakt lipidl se odpafi v koncentratoru do sucha (program 2,
60 °C).

Do vialky se k odparku napipetuje jesté 100 pl vnitfniho standardu (IS),
coz je v tomto pfipadé 5 a-cholestane v hexanu (c=1 mmol/l).

Vialka se umisti opét do koncentratoru a odpari se do sucha (program 2,
60 °C).

Do vialky se pfida 100 ul smési derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA a pyridinu
v poméru 1:1, vialka se uzavre vickem a nechéa se derivatizovat 45 minut
v termobloku pfi 75 °C.

Vzorky se analyzuji metodou GC.
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4.4.4 Postup SPE

e (Odparek vyextrahovanych lipidd se rozpusti v 1 ml hexanu.

e SPE kolonka se promyje 5 ml hexanu a na kolonku se aplikuje 1 ml
vzorku.

e Estery cholesterolu se eluuji ze vzorku jako prvni, a to 10 ml smési
hexan — ethylacetat (95:5)

e Nasleduje eluce volného cholesterolu ze vzorku, a to 10 ml smési
hexan — diethylether — ethanol (25:25:50)

e FEluované frakce obsahujici estery cholesterolu a volny cholesterol se
odpafi v koncentratoru do sucha (program 2, 60 °C).

e Estery cholesterolu musi byt hydrolyzovany. Do vialky se pfida 1 ml 96%
etanolu a 70 ul nasyceného vodného roztoku KOH. Vialka se umisti na
1 hodinu do termobloku zahfatého na 80 °C.

e Po alkalické hydrolyze se do viale pfida 1 ml vody a lipidy se extrahuji
tfikrat s 1 ml hexanu (tzn., pfida se 1 ml hexanu, protfepe se, necha se
odsadit a horni vrstva se stahne do jiné vialky, totéz se opakuje jesté
dvakrat).

e Hexanovy extrakt lipidd se odpafi v koncentratoru do sucha (program 2,
60 °C).

e Do vialky se k odparku napipetuje jesté 100 pl vnitfniho standardu (1S),
coz je v tomto pfipadé 5 a-cholestane v hexanu (c=1 mmol/l)

e Vialka se umisti opét do koncentratoru a odpafi se do sucha (program 2,
60 °C).

e Do vialky se pfida 100 ul smési derivatizaéniho ¢inidla BSTFA a pyridinu
v poméru 1:1, viale se uzavie vickem a nechd se derivatizovat 45 minut
v termobloku pfi 75 °C.

e Vzorky se analyzuji metodou GC.
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4.4.5 Chromatografické podminky
4.4.5.1 Analyza na pristroji GC — FID

Pro analyzu vzniklého derivatu byly pouzity tyto parametry :
Injektor : 300 °C
Kolona : kapilarni SBP — 5
Nosny plyn : helium o tlaku 100 kPa
Teplotni program kolonového termostatu : izotermalni 320 °C
Teplota detektoru : 330 °C
Pratok vodiku detektorem : 90 ml/min

Prdtok vzduchu detektorem : 490 ml/min

4.4.5.2 Analyza na pristroji GC — MS

Pro analyzu vzniklého derivatu byly pouzity tyto parametry :
Injektor : 320 °C
Kolona : kapilarni CP — Sil 8 CB — MS
Nosny plyn : helium o tlaku 100 kPa
Teplotni program kolonového termostatu : izotermalni 320 °C
Elektronova ionizace
Teplota ioniza¢niho zdroje : 280 °C
lonizacni energie: 70 eV
Byly monitorovany fragmenty ( m/z) 368, 369 a 370, SIM modem pro vznikly

derivat cholesterolu.
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5 Vysledky a diskuse
5.1 TLC

Separace volného a esterifikovaného cholesterolu pomoci TLC byla
uspésna. Tato metoda se v8ak neosvédcila v této aplikaci pfedevsim vzhledem
k malému mnozstvi extrakiu, ktery je mozné separovat a nasledné
nedostate€nému mnozstvi derivatd cholesterolu pro GC-MS analyzu.
Inkorporace deuteria do cholesterolu v podminkach in vivo dosahuje pouze
nékolika procent poméru ?H/'H a pro stanoveni tohoto poméru s dostateénou
presnosti je nutné znacné mnozstvi analytu v hmotnostnim detektoru. Zaroven
je TLC vyznamné méné robustni metodou pfi zpracovavani vétsiho mnozstvi
vzorku, zvlasté pfi zapojeni vétSiho poc¢tu osob do procesu pripravy vzorka.

estery cholesterolu

volny cholesterol

balasty

Obr. 13. Rozdéleni volného a esterifikovaného cholesterolu na tenké vrstvé
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5.2 SPE
5.2.1 Optimalizace SPE metody

Popsana metoda SPE je vysledkem optimalizace eluce. V pribéhu
optimalizace metody byly testovany rtizné druhy eluénich ¢inidel pro separaci
volného a esterifikovaného cholesterolu. Koncentrace cholesterolu ve vzorku
byla stanovena po probéhlé alkalické hydrolyze, a to enzymatickou

kolorimetrickou metodou.

Schéma optimalizace

Pokus ¢. 1
Eluce estert cholesterolu: hexan - ethylacetat (90:10)
Eluce volného cholesterolu: hexan — diethylether — ethanol (25:25:50)

Pokus €. 2
Eluce estert cholesterolu: hexan - ethylacetat (95:5)
Eluce volného cholesterolu: hexan — diethylether — ethanol (25:25:50)

Pokus ¢. 3.
Eluce estert cholesterolu: hexan — ethylacetat (99:1)
Eluce volného cholesterolu: hexan — ethylacetat (85:15)

Pokus ¢. 4.
Eluce estert cholesterolu: hexan - ethylacetat (95:5)
Eluce volného cholesterolu: hexan — ethylacetat (85:15)

NejlepSich vysledkll eluce (nejvySSi koncentrace esterifikovaného
a volného cholesterolu) bylo dosazeno za pouziti elu¢nich &inidel z pokusu ¢&. 2.
V ostatnich pfipadech (pokus ¢&. 1, 3, 4) dochazelo ktomu, Ze se frakce
volného cholesterolu eluovala uz s estery cholesterolu nebo naopak — estery
cholesterolu se eluovaly az s frakci volného cholesterolu — dochazelo tedy
k neuspokojivé separaci volného a esterifikovaného cholesterolu (viz tab. 5).
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Tab. 5. Kocentrace eluatll po SPE — optimalizace SPE metody

Pokus ¢. koncentrace cholesterolu (mmol/l)
Eluce estert cholesterolu Eluce volného cholesterolu
eCH fCH Smés eCH fCH Smés
1 6,248 3,451 5,214 < 0,01 2,687 1,429
2 6,587 < 0,01 3,175 < 0,01 4,285 2,125
3 5,062 0,039 2,779 0,229 2,984 1,485
4 6,423 < 0,01 3,045 0,085 4,159 1,986

eCH = estery cholesterolu, fCH = volny cholesterol

Koncentrace eluatt po adsorpci vzorku byly vzdy < 0,01 mmol/I.

Eluovany byly 3 vzorky standardnich roztoku:

e estery cholesterolu o koncentraci 7,5 mmol/l

e volny cholesterol o koncentraci 5 mmol/I

e smeésny vzorek esterl (3,75 mmol/l) a volného cholesterolu (2,5 mmol/l)
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5.3 GC analyza

Retencni ¢as

Retenéni ¢as vzniklého derivatu cholesterolu a IS za uvedenych

chromatografickych podminek byl : IS (5 a-cholestan) 12,3 min a TMS-

cholesterol 16,4 min.
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Obr. 14. Chromatograficky zaznam analytu z homogenatu nadledvin (GC-FID)
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Obr. 15. Hmotnostni spektrum TMS-cholesterolu
Pfi El je intenzivnim iontem ve spekiru M*™® (368,6), ktery byl vybran pro kvantifikaci v médu SIM. Odpovidajicim zplsobem byly kvantifikovany
izotopy M+1 (369,6) a M+2 (370,6) - viz obr. 16
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Obr. 16. Chromatograficky zaznam analyzy (GC-MS, El, SIM)
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5.4 Validace SPE metody

Byly stanoveny tyto valida&ni parametry :

o linearita

o spravnost

o presnost

o detekéni a kvantifikacni limit
o stabilita

5.4.1 Linearita
5.4.1.1 Estery cholesterolu
Linearita byla testovana v rozsahu koncentraci 1 mmol/l az 25 mmol/l

esterll cholesterolu. Hodnoty byly vypoéteny ze tfi méreni jako primér.

Tab 6. Linearita — estery cholesterolu — hodnoty poméru Area (TMS-cholesterol)/Area (IS) pfi
rznych koncentracich

c St Area (TMS-ch) Area (1IS) Area (TMS-ch)/Area (IS)

119562 138349 0.86421

133016 154907 0,85868

1 mmol/ 64184 79816 0.80415
0,84235

352009 89088 3.05125

344780 86364 3.99217

5 mmol/ 188778 46980 4.01826
3,98723

284219 36229 7 84507

593840 73812 8.04530

10 mmol/l 423320 52907 8.00121
7,96386
653599 51764 12.62652
725929 58790 12.34783
15 mmol/l 351003 27788 12.63146
12,53527
1513227 104985 14.41374
2011311 106215 18,93622
20 mmol/ 1121523 69549 16,12565
16,49187
1427914 69650 20.01278
1166523 61114 19,08766
25 mmol/ 366395 18792 19,49739
19,69544
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Obr. 17. Kalibra¢ni pfimka TMS-cholesterolu pro estery cholesterolu (osa x — koncentrace
St esteru cholesterolu = cholesterylpalmitat, osa y — pomér Area (TMS-
cholesterol)/Area (IS)

Parametry regresni pfimky TMS-cholesterolu pro estery cholesterolu:

Acy / Ais = 0,0948 + [0,802 * ¢ (mmol/l)]

ACHeweveeiinninnnnn. Area (TMS-cholesterol)
AiS i, Area (IS)

Korelaéni koeficient je 0,998, zavislost odezvy detektoru na koncentraci
latky je linearni.
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5.4.1.2 Volny cholesterol

Linearita byla testovana v rozsahu koncentraci 1 mmol/l az 25 mmol/l

volného cholesterolu. Hodnoty byly vypoc&teny ze tfi méreni jako pramér.

Tab. 7 Linearita — volny cholesterol — hodnoty poméru Area (TMS-cholesterol)/Area (IS) pfi
rznych koncentracich

c St Area (TMS-ch) Area (IS)  Area (TMS-ch)/Area (IS)

433589 618074 0.70152

214921 242978 0,88453

1 mmol/ 23240 30649 075826
0,78144

1881863 383316 4 84622

883108 238968 3.69551

5 mmol/ 541680 138338 3.91563
4,15245

3919300 397890 9.85021

2889674 299180 9.65865

10 mmol/l 388861 48456 8.02503
9,17796
584145 42933 13.60597
481127 33400 14,40500
15 mmol/l 546740 32993 16,57139
14,86079
803461 41782 19.02084
76449 4078 18,74669
20 mmol/ 468369 23727 19,73992
19,23881
889170 35792 24.84270
626323 26323 23,79375
25 mmol/ 975813 34661 28.15305
2559650
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Obr. 18 Kalibraéni pfimka TMS-cholesterolu pro volny cholesterol
(osa x — koncentrace St volného cholesterolu, osa y — pomér
Area (TMS-cholesterol)/Area (1S)

Parametry regresni pfimky TMS-cholesterolu pro volny cholesterol:

Act / Ais = -0,754 + [1,031 * ¢ (mmol/l)]

ACHeeeeiiinainnnn. Area (TMS-cholesterol)
AIS i, Area (1IS)

Korelagni koeficient je 0,997, zavislost odezvy detektoru na koncentraci
latky je linearni.
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5.4.2 Spravnost

Spravnost metody byla ovéfena metodou standardniho pfidavku ke vzorku

(sérum, homogenat nadledvin), pfidavany byly tfi koncentracni Grovné, od

kazdé koncentrace tfi vzorky.
VytéZnost Rec byla vypocitana dle vzorce Rec = 100 x c;/c,

Cowvvvnnn koncentrace vypocitana ( koncentrace latky obsazena

ve vzorku + koncentrace pfidaného standardu)
Ciovnnns koncentrace stanovena GC metodou
Relativni smérodatna odchylka (RSD) byla vypocitana takto:
RSD = 100-Rec

5.4.2.1 Sérum

Estery cholesterolu
e Vzorek 3 x
e Vzorek + 3 mmol/l roztok cholesterylpalmitatu v hexanu (1 ml) 3 x
e Vzorek + 5 mmol/l roztok cholesterylpalmitatu v hexanu (1 ml) 3 x

e Vzorek + 10 mmol/l roztok cholesterylpalmitatu v hexanu (1 ml) 3 x

pavodni koncentrace ve vzorku: 1,842 mmol/l

Tab. 8 Spravnost esterd cholesterolu ze séra po pfidavku St

c pridaného  pocet

St (mmol/l) stanovent c¢i (mmol/l) Co (mmol/l)  Rec (%) RSD (%)

3 3 4,241 4,842 87,59 12,41
5 3 5,672 6,842 82,90 17,10
10 3 10,785 11,842 91,07 8,93
Volny cholesterol
e Vzorek 3 x

e Vzorek + 1 mmol/l roztok volného cholesterolu v hexanu (1 ml) 3 x
e Vzorek + 3 mmol/l roztok volného cholesterolu v hexanu (1 ml) 3 x

e Vzorek + 5 mmol/l roztok volného cholesterolu v hexanu (1 ml) 3 x

Pdvodni koncentrace ve vzorku: 1,343 mmol/l
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Tab. 9. Spravnost volného cholesterolu ze séra po pfidavku St

c pridaného  pocet , o o
St (mmolll) _stanovent ci (mmol/l) Co (mmol/l)  Rec (%) RSD (%)

1 3 1,980 2,343 84,51 15,49
3 3 3,556 4,343 81,88 18,12
5 3 5,140 6,343 81,03 18,97

5.4.2.2 Homogenat nadledvin

Estery cholesterolu
e Vzorek 3 x
e Vzorek + 2,5 mmol/l roztok cholesterylpalmitatu v hexanu (1 ml) 3 x
e Vzorek + 5 mmol/l roztok cholesterylpalmitatu v hexanu (1 ml) 3 x

e Vzorek + 7,5 mmol/l roztok cholesterylpalmitatu v hexanu (1 ml) 3 x

puavodni koncentrace ve vzorku: 2,063 mmol/I

Tab. 10. Spravnost ester( cholesterolu z homogenatu nadledvin po pfidavku St

c pridaného  pocet

St (mmol/l) stanoveni c¢i (mmol/l) Co (mmol/l)  Rec (%) RSD (%)

2,5 3 3,838 4,563 84,11 15,89

5 3 6,152 7,063 87,10 12,90

7,5 3 8,188 9,563 85,62 14,38
Volny cholesterol

e Vzorek 3 x

e Vzorek + 1 mmol/l roztok volného cholesterolu v hexanu (1 ml) 3 x
e Vzorek + 3 mmol/l roztok volného cholesterolu v hexanu (1 ml) 3 x

e Vzorek + 5 mmol/l roztok volného cholesterolu v hexanu (1 ml) 3 x

PUvodni koncentrace ve vzorku: 1,718 mmol/l

Tab. 11. Spravnost volného cholesterolu z homogenatu nadledvin po pfidavku St

c pridaného  pocet , o o
St (mmolll) _stanovent c¢i (mmol/l) Co (mmol/l)  Rec (%) RSD (%)

1 3 2,356 2,718 86,68 13,32
3 3 3,844 4,718 81,48 18,52
5 3 5,465 6,718 81,35 18,65
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5.4.3 Presnost

Smésny vzorek (sérum, homogenat nadledvin) byl rozpipetovan do
deseti vétSich vialek s vickem. Kazdy vzorek byl zpracovan dle popsaného
pracovniho postupu.

5.4.3.1 Sérum

Estery cholesterolu

Tab. 12. Pfesnost estert cholesterolu — hodnoty koncentrace analytd v séru

vzorek Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/Area (IS) ¢ (mmol/l)
1 245698 190361 1,291 1,491
2 205615 158467 1,298 1,500
3 241942 195293 1,239 1,427
4 269278 211436 1,274 1,470
5 283758 220890 1,285 1,484
6 273775 218840 1,251 1,442
7 265877 218644 1,216 1,398
8 232464 184637 1,259 1,452
9 208784 165711 1,260 1,453
10 642065 512615 1,253 1,444
Volny cholesterol

Tab. 13. Pfesnost volného cholesterolu — hodnoty koncentrace analytt v séru

vzorek Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/Area (IS) ¢ (mmol/l)
1 131569 193426 0,680 1,391
2 116288 179302 0,649 1,360
3 131061 219540 0,597 1,310
4 56949 99997 0,570 1,284
5 143314 224639 0,638 1,350
6 142602 224138 0,636 1,348
7 153777 252098 0,610 1,323
8 113686 186582 0,609 1,322
9 97062 161627 0,601 1,314
10 113429 161656 0,702 1,412

Tab. 14. Pfesnost vzorkd séra

analyt pramérna ¢ (mmol/l) Sk RSD (%)
estery cholesterolu 1,456 0,031 2,137
volny cholesterol 1,342 0,039 2,906
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Obr. 19. Statistické porovnani dat — point plot — stanoveni pfesnosti — vzorky
séra (software SigmaStat, Systat Software GmbH, Némecko)

5.4.3.2 Homogenat nadledvin

Estery cholesterolu

Tab. 15. Presnost esterd cholesterolu — hodnoty koncentrace analytd v homogenatu

nadledvin
vzorek Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/Area (IS) ¢ (mmol/l)
1 67428 47221 1,428 1,662
2 84230 55412 1,520 1,777
3 98307 63837 1,540 1,802
4 76293 48491 1,573 1,844
5 27624 17182 1,608 1,886
6 49987 29929 1,670 1,964
7 40789 27927 1,461 1,703
8 45043 29036 1,551 1,816
9 42524 24577 1,730 2,039
10 69109 48809 1,416 1,647

90




Volny cholesterol

Tab. 16. Presnost volného cholesterolu — hodnoty koncentrace analytd v homogenatu

nadledvin
vzorek Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/Area (IS) ¢ (mmol/l)
1 52253 51950 1,006 1,707
2 52788 62336 0,847 1,553
3 38133 48594 0,785 1,492
4 50689 52141 0,972 1,674
5 32511 29399 1,106 1,804
6 43907 46849 0,937 1,640
7 27372 25199 1,086 1,785
8 43907 46849 0,937 1,640
9 35647 47095 0,757 1,465
10 32923 41979 0,784 1,492

Tab. 17. Pfesnost vzorkd homogenatu nadledvin

analyt pramérna ¢ (mmol/l) Sk RSD (%)
estery cholesterolu 1,814 0,127 6,975
volny cholesterol 1,625 0,122 7,483
c mmald)
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Obr. 20. Statistické porovnani dat — point plot — stanoveni pfesnosti — vzorky homogenatu
nadledvin (software SigmaStat, Systat Software GmbH, Némecko)
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5.4.4 Detekcni a kvantifikacéni limit

Limit detekce (LOD) byl za popsanych experimentélnich podminek stanoven
1 umol/l pro oba analyty.

Limit kvantifikace (LOQ) byl za popsanych experimentalnich podminek
stanoven 5 ymol/l pro oba analyty.

5.4.5 Stabilita

Do testu byly vzaty 3 vzorky esteru cholesterolu o koncentraci 1 mmol/l,
5 mmol/l a 10 mmol/l a dale 3 vzorky volného cholesterolu o koncentraci
1 mmol/l, 5 mmol/l a 10 mmol/l. Stabilita derivatu byla testovana po dobu 30
dnad (den 0, 10, 20, 30) pfi uchovani v lednici (4 °C) a v mrazaku (-25 °C).
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5.4.5.1 Estery cholesterolu — uchovani v lednici (4 °C)

Tab. 18. Stabilita vzorku esteru cholesterolu (¢ = 1 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnu v lednici

den Area (TMS-ch) Area(lS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 133016 154907 0,85868 0,95247

10 83975 96524 0,86999 0,96657 -0,01410
20 71584 83616 0,85610 0,94926 0,00322
30 105574 127300 0,82933 0,91588 0,03660

Tab. 19. Stabilita vzorku esteru cholesterolu (¢ = 5 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dni v lednici

den Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 344780 86364 3,99217 4,85957

10 287987 72541 3,96999 4,83191 0,02766
20 221652 58795 3,76991 4,58243 0,27713
30 129489 35564 3,64101 4,42171 0,43785

Tab. 20. Stabilita vzorku esteru cholesterolu (¢ = 10 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnt v lednici

den Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 593840 73812 8,04530 9,91335

10 423310 52900 8,00208 9,85945 0,05390
20 434444 55698 7,79999 9,60747 0,30588
30 321458 41578 7,73144 9,52200 0,39135




5.4.5.2 Estery cholesterolu — uchovani mrazaku (-25 °C)

Tab. 21. Stabilita vzorku esteru cholesterolu (¢ = 1 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnd v mrazaku

den Area (TMS-ch) Area(lS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 119562 138349 0,86421 0,95936

10 98625 115803 0,85166 0,94372 0,01564
20 106830 125111 0,85388 0,94649 0,01287
30 84526 97874 0,86362 0,95863 0,00073

Tab. 22. Stabilita vzorku esteru cholesterolu (¢ = 5 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnd v mrazaku

den Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 352009 89088 3,95125 4,80854

10 169778 42980 3,95016 4,80719 0,00136
20 257001 65235 3,93962 4,79404 0,01450
30 511900 129410 3,95564 4,81402 -0,00548

Tab. 23. Stabilita vzorku esteru cholesterolu (¢ = 10 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnli v mrazaku

den Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 284219 36229 7,84507 9,66368

10 334383 42651 7,83998 9,65733 0,00635
20 275373 35214 7,81999 9,63240 0,03128
30 580063 73297 7,91387 9,74947 -0,08579




5.4.5.3 Volny cholesterol — uchovani v lednici (4 °C)

Tab. 24. Stabilita vzorku volného cholesterolu (¢ = 1 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnu v lednici

den Area (TMS-ch) Area(lS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 214921 242978 0,88452 1,58926

10 434868 526489 0,82598 1,53247 0,05679
20 78905 99874 0,79005 1,49762 0,09164
30 23240 31649 0,73430 1,44355 0,14571

Tab. 25. Stabilita vzorku volného cholesterolu (¢ = 5 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnu v lednici

den Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 451513 108968 4,14354 4,75028

10 231456 55074 4,20264 4,80760 -0,05732
20 862369 215476 4,00216 461315 0,13713
30 99875 25505 3,91590 4,52948 0,22079

Tab. 26. Stabilita vzorku volného cholesterolu (¢ = 10 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dni v lednici

den Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l) Sk

0 2889674 299180 9,65865 10,09956

10 1212167 125874 9,63000 10,07178 0,02778
20 972539 102848 9,45608 9,90309 0,19647
30 993077 105258 9,43469 9,88234 0,21722




5.4.5.4 Volny cholesterol — uchovani v mrazaku (-25 °C)

Tab. 27. Stabilita vzorku volného cholesterolu (c = 1 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnl v mrazaku

Sr

den Area (TMS-ch) Area(lS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l)
0 433589 618074 0,70152 1,41175
10 316714 448952 0,70545 1,41557
20 141587 210104 0,67389 1,38496
30 36663 54218 0,67621 1,38721

-0,00382
0,02680
0,02454

Tab. 28. Stabilita vzorku volného cholesterolu (¢ = 5 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnd v mrazaku

Sk

den Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l)
0 1881863 478316 3,93435 4,54738
10 692541 180241 3,84231 4,45810
20 542680 138338 3,92286 4,53623
30 409875 105698 3,87779 4,49253

0,08928
0,01115
0,05486

Tab. 29. Stabilita vzorku volného cholesterolu (¢ = 10 mmol/l) uchovavaného po dobu 30 dnd v mrazaku

Sr

den Area (TMS-ch) Area (IS) Area (TMS-ch)/ Area (IS) ¢ (mmol/l)
0 3919300 397890 9,85021 10,28536
10 488861 49456 9,88477 10,31888
20 1526489 154897 9,85486 10,28988
30 2606192 264857 9,84000 10,27546

-0,03352
-0,00452
0,00991
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Obr. 21. Statistické porovnani dat — stabilita derivatd — box plot (software SigmaStat,
Systat Software GmbH, Némecko)
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Obr. 22. Statistické porovnani dat — sigma plot — stabilita estert cholesterolu pfi uchovani
v lednici a mrazéku po dobu 30 dnl (software SigmaStat, Systat Software GmbH,

Némecko)
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Obr. 23. Statistické porovnani dat — sigma plot — stabilita volného cholesterolu pfi uchovani
v lednici a mrazaku po dobu 30 dnl (software SigmaStat, Systat Software GmbH,

Némecko)

98



5.5 Vyuziti metody v klinickém vyzkumu

Ve spolupraci s Lékarskou fakultou v Hradci Kralové byly provedeny
pilotni studie sledujici vliv cholesterolu v dieté na syntézu cholesterolu a vliv
septického Soku na syntézu cholesterolu. Zmény metabolismu lipidl patfi
u kriticky nemocnych do obrazu metabolickych adaptaci na stres a dochazi
Casto k hypocholesterolémii. Pro stanoveni rychlosti syntézy cholesterolu Ize
vyuzit inkorporace substratu oznaeného deuteriem. Deuterium je stabilni
izotop vodiku a vyuzivd se jako metabolicky tracer, aplikovany formou
deuterium oxidu (tézka voda). Jako modelové zvife bylo zvoleno prase,
vzhledem k podobnosti lipidového a hormonalniho metabolismu s lovékem.
Byla sledovana inkorporace deuteria do molekuly neesterifikovaného

a esterifikovaného cholesterolu.

5.5.1 Studie sledujici vliv cholesterolu vdieté na syntézu

cholesterolu

Do pilotni studie byla zafazena 4 zvifata, 2 na bezcholesterolové dieté
(H3 a H4) a 2 na dieté s pfidavkem 200 mg cholesterolu/10 ml olivového oleje
2x denné (H5 a H6). Primingova davka traceru byla aplikovana intravenézné
v davce 0,75 x 0,003 x hmotnost zvifete (kg) jako fyziologicky roztok. Davka
byla kalkulovana na 3g/kg celkové télesné vody. VeSkera voda v dieté byla
obohacena o deuterium oxid v mnozstvi 4,5ml/l napajeci vody. Zvifata byla
utracena treti den experimentu a byla odebrana krev a organy. Vzorky byly
extrahovany metodou SPE popsanou v diplomové praci a derivatizovany za
vzniku trimethylsilylderivatu. Metodou GC-MS byla stanovena mira inkorporace
deuteria do cholesterolu a vypocten IE podle vzorce:

IE = TTR/(1+ TTR)

TTR = [(Area M+1/ Area M) — kq] + 2 [(Area M+2/ Area M) — k5]

(koeficienty ks a ko odeéitaji prirozeny vyskyt izotopti ?H a *C a hodnoty se

ziskaji analyzou standardu)

Projekt pokusu byl schvalen odbornou komisi podle §23 zakona ¢&. 246/1992 Sb

na ochranu zvifat proti tyrani
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Tab. 30 Vysledky studie sleduijici vliv cholesterolu v dieté na syntézu cholesterolu — vzorek nadledviny

M M+1 M+2 M+1 /M|  M+2/M
368 369 370
standard | 22753 | 6233 644 |0,273942|0,028304
nadledviny M M+1 M+2 |[M+1/M | M+2/M TTR IE %
H3 ester 506908 | 155044 | 26307 |0,305862 |0,051897|0,079106|0,073307| 7,331
H4 ester | 38084 | 11696 | 1747 |0,307111|0,045872|0,068305|0,063938 | 6,394
H5 ester | 22716 | 6416 679 10,282444/0,029891/0,011676|0,011541| 1,154
H6 ester | 23691 7033 903 0,296864|0,038116|0,042545|0,040809 | 4,081
H3 free 8028 | 2201 318 10,274165|0,039611|0,022838 |0,022328 | 2,233
H4 free 5963 1650 225 |0,276706|0,037733|0,021622(0,021164 | 2,116
H5 free | 24294 | 6996 | 818 |0,287972|0,033671|0,024764|0,024166| 2,417
H6 free 22652 | 6527 735 10,288142(0,0324470,022487|0,021993 | 2,199
Tab. 31 Vysledky studie sleduijici vliv cholesterolu v dieté na syntézu cholesterolu — vzorek séra
M M+1 M+2 M+1 /M|  M+2/M
368 369 370
standard | 74173 | 21388 | 3195 |0,288353|0,043075
sérum M M+1 M+2 |[M+1/M | M+2/M TTR IE %
H3 ester | 54972 | 17143 | 3040 | 0,31185 |0,055301|0,091902|0,084167 | 8,417
H4 ester [ 36769 | 11547 | 1922 |0,314042|0,052272|0,088036|0,080913| 8,091
H5 ester [ 39502 | 11763 | 1816 |0,297782|0,045972|0,059177|0,055871| 5,587
H6 ester | 23177 | 6916 959 10,298399|0,041377|0,0506040,048166| 4,817
H3 free |24834| 7118 2238 |0,286623|0,090118| 0,13631 {0,119959 | 11,996
H4 free | 37860 | 12215 | 2300 |0,322636| 0,06075 [0,113586|0,102001 | 10,200
H5 free |47799 | 14654 | 2439 |0,306575|0,051026|0,078078|0,072423 | 7,242
H6 free | 54034 | 16806 | 3015 |0,311026|0,055798|0,092073| 0,08431 | 8,431

101



Y%

0 | | | |

eCh bez CH fCH bez CH eCH s CH fCH s CH

Obr. 24 Statistické porovnani dat — studie sledujici vliv cholesterolu v dieté na syntézu
cholesterolu — vzorek nadledviny — scatter plot (software SigmaStat, Systat Software
GmbH, Némecko)
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Obr. 25 Statistické porovnani dat — studie sledujici vliv cholesterolu v dieté na syntézu
cholesterolu — vzorek séra — scatter plot (software SigmaStat, Systat Software GmbH,
Némecko)

Interpretace vysledku:

Ve skupiné bez cholesterolové suplementace byl zjistén v nadledvinach
vys&i IE za 72 hodin pro estery cholesterolu. V séru byly nalezeny hodnoty IE
vyS$Si jak pro estery cholesterolu, tak i pro volny cholesterol.
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5.5.2 Studie sleduijici vliv septického Soku na syntézu cholesterolu

Do pilotni studie bylo zafazeno 10 zvifat, 5 zvifatim bylo aplikovano 2 ml

suspenze Escherichia coli (10° cfu/ml), ostatnich 5 zvifat bylo kontrolnich - t;.

bez aplikace E.coli a navozeni septického Soku. Primingova davka traceru byla

aplikovana intraven6zné v davce 0,75 x 0,003 x hmotnost zvifete (kg) jako

fyziologicky roztok. Zvifata byla utracena ve 24. hodiné experimentu, byla

odebrana krev a organy. Vzorky byly extrahovany metodou popsanou

v diplomové praci a derivatizovany za vzniku trimethylsilylderivatu. Metodou

GC-MS byla stanovena mira inkorporace deuteria do cholesterolu a vypocten

IE.

Projekt

pokusu byl

schvalen odbornou komisi

€. 246/1992 Sb na ochranu zvirat proti tyrani.

Tab. 32 Vysledky studie sledujici vliv septického Soku na syntézu cholesterolu — vzorek séra

podle §23 zakona

M M+1 M+2 M+1/M | M+2/M
368 369 370

standard | 22753 | 6233 644 0,273942 | 0,028304 TTR IE %
ESTERY

sepse1 62662 | 17905 | 2864 | 0,285739 | 0,045706 | 0,046601 | 0,044526 |4,4525684

sepse2 | 113084 | 31950 4810 | 0,282533 | 0,042535 | 0,037053 | 0,035729 |3,5729153

sepse3 | 31510 | 8837 1287 | 0,280451 | 0,040844 | 0,031589 | 0,030622 |3,0621866

sepse4 11246 | 3011 479 0,26774 | 0,042593 | 0,022376 | 0,021886 |2,1885954

sepsed 3662 1062 150 0,290005 | 0,040961 | 0,041378 | 0,039734 |3,9733975
kontrola 1 | 17432 | 4747 698 0,272315 | 0,040041 | 0,021848 | 0,021381 |2,1380939
kontrola 2 | 99290 | 27548 | 4565 0,27745 | 0,045976 | 0,038853 0,0374 | 3,7399848
kontrola 3 | 62163 | 13777 | 4414 | 0,221627 | 0,071007 | 0,033091 | 0,032031 |3,2030998
kontrola4 | 76779 | 21909 | 3498 | 0,285351 | 0,045559 | 0,04592 0,043904 |4,3904216
kontrola5 | 1232 319 72 0,258929 | 0,058442 | 0,045262 | 0,043302 |4,3301944

FREE

sepsel | 154785 | 45637 | 7133 | 0,294841 | 0,046083 | 0,056458 | 0,053441 |5,3440808

sepse2 |147056 | 43817 | 8204 | 0,297961 | 0,055788 | 0,078988 | 0,073206 |7,3205673

sepse3 | 222490 | 66343 | 11884 | 0,298184 | 0,053414 | 0,074462 | 0,069301 |6,9301351

sepse4 | 72992 | 21615 | 3677 | 0,296128 | 0,050375 | 0,066329 | 0,062203 |6,2203386

sepsed 16946 | 5335 597 0,314824 | 0,03523 | 0,054733 | 0,051893 |5,1892615
kontrolal | 105966 | 31607 | 4358 | 0,298275 | 0,041126 | 0,049978 | 0,047599 |4,7599001
kontrola2 | 44366 | 12141 2035 | 0,273656 | 0,045868 | 0,034843 | 0,033669 |3,3669468
kontorla3 | 21705 | 6201 921 0,285695 | 0,042433 | 0,04001 0,038471 |3,8470748
kontorla4 | 11779 | 3138 609 0,266406 | 0,051702 | 0,039261 | 0,037778 |3,7777678
kontorla5 | 15192 | 4093 612 0,269418 | 0,040284 | 0,019437 | 0,019066 |1,9066423
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Obr. 26 Statistické porovnani dat — studie sledujici vliv septického Soku na syntézu
cholesterolu — vzorek séra — box plot (software SigmaStat, Systat Software
GmbH, Némecko)

Interpretace vysledki:

Data byla porovnana a byly nalezeny signifikance IE (%) u skupiny
septické v inkorporaci deuteria do volného cholesterolu oproti ostatnim

skupinam.
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6 Zaver

V souCasné dobé je vpopredi zajmu v oblasti metabolismu lipidu
predevs§im rozvoj aterosklerdzy. Nedilnou soucasti v metabolismu vSak tvofi
i problematika hypocholesterolémii, predevS§im u pacientl v kritické péci.
Hypocholesterolémie je moznym indikatorem prognézy u téchto pacientd.
Jednou z otazek je problematika deprivace pacientl na bezchoelsterolové
dieté. Jednotlivé mechanismy pusobici vtéto oblasti metabolismu jsou
diskutabilni a jsou hledany nové metody pro jejich objasnéni.

Cilem predkladané diplomové prace bylo vypracovani a validace
analytické metody pro separaci volného a esterifikovaného cholesterolu
v riznych druzich biologického materialu. Metoda je pfinosna pfedevS8im pfi
stanoveni inkorporace tracert (deuteria) do molekuly cholesterolu pfi jeho
syntéze in vivo. PouZiti tracerl vyZaduje u€innou a spolehlivou metodu pfi
extrakci cholesterolu ve tkani.

Pro separaci volného a esterifikovaného cholesterolu byla nejprve vyuzita
metoda TLC. Tato metoda se vS8ak ukazala pro predpokladané aplikace
v klinickém vyzkumu nevhodna, vzhledem k ziskanému malému mnozstvi
extraktu po separaci pro naslednou derivatizaci a analyzu GC-MS. Stanoveni
by tak bylo realizovatelné s nedostatecnou pfesnosti a spravnosti. Byla zvolena
extrakce SPE metodou, kterd byla optimalizovdana na dané analytické
a chromatografické podminky.

Metoda byla validovana a bylo dosaZzeno nasledujicich vysledku
presnost stanoveni ester(l cholesterolu ve vzorcich krevniho séra 2,14%, ve
vzorcich homogenatu nadledvin byla 6,98%, pfresnost stanoveni volného
cholesterolu byla v séru 2,91% a homogenéatu nadledvin 7,48%. Limit detekce
byl stanoven 1 pmol/l a limit kvantifikace 5 pmol/l. Linearita vrozsahu
koncentraci 1 mmol/l — 25 mmol/l byla u esterl cholesterolu s korelaénim
koeficientem 0,998, u volného cholesterolu 0,997. Stabilita derivatu byla
testovana po dobu 30 dna za teploty 4 °C a — 25 °C, derivat byl stabilni po
celou dobu testovani pfi vySe uvedenych teplotach. Laboratorni teplota,
vzhledem k vysoké tékavosti rozpoustédla derivatu nebyla testovana.

Metoda byla uspésné aplikovana ve studiich sledujicich vliv cholesterolu
vdieté a vliv septického Soku na syntézu cholesterolu. Pouzita metoda se
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ukazala byt velmi vhodna a aplikovatelna v raznych druzich biologického
materialu a rozSifuje moznosti stanoveni v klinickych a experimentalnich
studiich v oblasti lipidologie a farmakologie.

Pfedkladana diplomova prace byla vramci feSeni Vyzkumného zaméru
MZO 00179906.
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