(1SR AY o D PP O PRTPR TP 1
i U LY 0 | 5 PP UPPUPRRPPRt 4
Cil diPlOMOVE PraCE: ..o 6
2. TEORETICKA CAST....oiiiiiiiiiitieti sttt 7
2.1 LIPIDY AJEJICH ROZDELENT ..ottt 7
2.1 NEUTRALNT LIPIDY....vuiieiiieiiieiieeteieicieieietesei ettt 7
2.1.1.1. VOSKY et 7
2.1.0.2.  ACYISEEIOIY ettt s 7
2.1.1.3. Alkyl(alkenyl)diacylglyCeroly .......ccuuuiiieiee e 8
2.1.1.4. TriacylgIYCeroly oo 8
2.1.1.5. Neesterifikované (volné) mastné kyseliny.........cccccii 9
2.1.1.6. DiIacylgIYCeroly oo 9
2.1.1.7. Neesterifikovany (volny) cholesterol ..........cccccii 9
2.1.1.8. MoNOoACyIgIYCEIOIY oo 10

2.1.2 POLARNI LIPIDY ..ottt ettt 10
2.1.2.1. Fosfatidova kyselina ... 11
2.1.2.2. Difosfatidyl glycerol (kardiolipin) ..o 11
2.1.2.3. Fosfatidylcholin (lecitin) ... 12
2.1.2.4. Fosfatidylethanolamin (kefalin) .........cccooo 12
2.1.2.5. FosfatidylSerin. ... 12
2.1.2.6. Lysofosfatidylcholin..........ooooi 13
2.1.2.7. FosfatidylinoSitol.......coooiiiiii 13
2.1.2.8. Plasmalogeny ... 13
2.1.2.9. SFINZOMYEIINY .. ettt ann 14



2.1.2.10.  Glykolipidy (glykosfingolipidy, cerebrosidy) .........cccevurrrrreeeeiiiiciiiieieee e, 14
2.1.3  METABOLISMUS ACYLGLYCEROLU A SFINGOLIPIDU ......cvevvereeererercececeeeeieeieeeeeenee, 15
2.1.3.1. TriacylgIYCErOlY oo, 15
2.1.3.2. DiIacyIgIYCErOlY oo, 18
2.1.3.3. MOoNOACYIEIYCEIOIY oo, 19
2.1.3.4. Kardiolipin. ... 21
2.1.3.5. Fosfatidylethanolamin.........cccciiii 22
2.1.3.6. Lysofosfatidylethanolamin ..........cccc 24
2.1.3.7. Fosfatidylcholin........cooiiiiii 24
2.1.3.8. Lysofosfatidylcholin........coooiii 26
2.1.3.9. SEINGOMYEIIN Lottt s 26
2.1.3.10.  FOSTatidylSErin......uueeeiiee s 28
2.1.3.11.  LysSOfoSfatidyISErin .......eeeeeee s 29
2.1.3.12.  FOSTatidyliNOSIitOl.......uuuueeiiie s 29

2.2 EVAPORATIVNI DETEKTOR ROZPTYLU SVETLA.....ocveveveretceeeiitetereteteieeeeeee e 31
2,21 STRUCNA HISTORIE .....ciivetiuiietieicietceetete ettt ettt ettt ettt et es b ss et ssebese e 31
2.2.2  PRINCIPY FUNKCE ELSD .....cviueueuieiaiieeteteteeeteeee et ettt s st se s s ssas s s s sesesesessananas 31
2,23 VYHODY A NEVYHODY ELSD ....coiiiieviuiietieiiietieetetes ettt ettt se s sene e 33
2.2.4  SROVNANI ELSD S OSTATNIMI DETEKTORY......ccoeveuiiireriiereeeeereeseteveeesevee e 34
2.3 ANALYTICKY PRISTUP ....cuiiitetiietetieetetet ettt ettt ettt ettt et st et eae st bese st ese s esessssesenesnenas 35
EXPERIMENTALNI CAST ...ttt 38
3.1 APARATURA .ottt ettt s ettt et as et et et e et et s eas st et et st e s anenanas 38
3.2 REAGENCIE ...uiuieieeieeeteteececeee ettt es et s et aeasas st eseteseaeasss s s et eseseseseas s s asstesesesesnenanas 38
3.3 PRACOVNI POSTUPY ..ottt ettt ettt ettt ettt ea et es et ese et et ess s etessssetenessesennane 39
3.3.1.  PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU .......cvovvevererceceeeeieeeeeteeeeeeesese e en s seaenns 39
3.3.2. CHROMATOGRAFICKY SYSTEM .....coeuiieuiuiiereeieeetceeeteteeeteteee ettt s s aene e 40



3.3.3. EXTRAKCE LIPIDU ...ttt s ettt es et seneen s s esesesesens 40

A, VYSLEDKY A DISKUSE ....voiviiviieeieeietecteeteeeeeeee et ete et e etesteeaetesansesssteetensensaneeseesessensens 42
4.1, KALIBRACNT ZAVISLOSTL....oovitieiiietiecteteeeeteteee e eee ettt et aens e esens s sensenenens 42
411, TRIACYLGLYCEROLY ...cueuiuiieieeeteteteececeeseseeeteteseesssesesesesesesessasesesesesesesesessesesssssesssesenes 42
4.1.2.  ESTERY CHOLESTEROLU ....oovevoveveveececeeeeeeeeeeteteeeeseseseseseseseseessesesesesesesesesssesssssssssesens 45
4.1.3. VOLNY CHOLESTEROL ...c.oviiviveteteiieiiieseteseteseesss st esesesessse st sesesesessss s s seseseseseas 47
8,18, CERAMID ..ottt ettt bt b st s st s bbb eseas s s s s eseseseas 49
8.1.5. KARDIOLIPIN .....vcvvititieieiietete ettt se ettt et ae st s s st sesebeseas s s s eseseseseas 51
4.1.6.  FOSFATIDYLETHANOLAMIN......coctuiuiiieieteretetceeetesesesesesessas s st sesesesessas s s seseseseseans 53
4.1.7.  FOSFATIDYLCHOLIN ..coouiiiieieretetceceicet ettt et es e se s e s st s s s s s seseas 55
4.1.8.  FOSFATIDYLSERIN ....oouiuiuiiiiiereretetieceesesesesetesessses et esesesesesess s st sesesesesesses s s eseseseseas 57
8.1.9.  SFINGOMYELIN ....ovivitieieiiieeeteteteeeee et sese e teae sttt seaesese s s et sesesesesesses s eseseneseseas 59
4.1.10.  LYSOFOSFATIDYLCHOLIN .....cvcvevetieieieitesetetetetceeee et seae st s s seseseas s s s seseseseas 61

4.2, PRAKTICKE APLIKACE ....oouvuiiiereteteeceeeeee ettt st se s easas s st eseseseaessas s s ssesesesessssasanas 64

5. ZAVER ...ttt ettt ettt et et et aeas 69
6. LITERATURA ..ottt ettt ettt ettt ettt ete e te e ae e v e e abeetaeete e beenbeenseessesseenseeseenseensensaens 70



1.UVOD

Lipidy jsou dileZitou slozkou Zivé hmoty a zahrnuji heterogenni skupinu sloucenin, ktera
vétSinou obsahuje v molekule jednu ¢i vice mastnych kyselin. Spole¢nou vlastnosti lipida je
relativni nerozpustnost ve vodé a naopak dobra rozpustnost v organickych rozpoustédlech
(napt. diethylether, chloroform, hexan). Jejich nazev je odvozen z feckého ,,lipos®, tj. tucny.
Lipidy maji fadu dilezitych biologickych funkci, mj. jsou dulezitou slozkou potravy pro svou
vysokou energetickou hodnotu, obsah esencialnich mastnych kyselin a v tucich rozpustnych
vitamind (A, D, E, K).

Vyznam pro biologii a medicinu:

V téle slouzi tuk jako zdroj energie a je ulozeny do zasoby v tukové tkani. Ma téZ vyznam
jako tepelny isolator v podkoZni tkani a v okoli nékterych organti. Nepolarni lipidy vytvareji
také elektrickou isolaci a ta umoziuje rychlé Sifeni depolariza¢nich vin podél myelinisova-
nych nervovych vlaken. Nervova tkan obsahuje velké mnozstvi lipida, které jsou soucasti
bunécnych a mitochondridlnich membran.

Transportni formou lipidi v krvi jsou lipoproteiny, které jsou slozeny z jednoduchych lipidi
(cholesterolu a jeho esteru, triglyceridu a fosfolipidti) a specifickych proteinii zvanych apoli-
poproteiny. Znalost biochemie lipidt je nezbytna pro pochopeni fady jevi, které jsou ve stie-
du zdjmu soucasné¢ mediciny, jako napt. atherosklerosa, obesita a vyznam nenasycenych

mastnych kyselin pro vyzivu a zdravi (1).

Lipidy rozdélujeme na jednoduché a sloZené:
1. Jednoduché lipidy jsou estery mastnych kyselin s riznymi typy alkohold.

a) Sterol estery jsou estery mastnych kyselin se sterolem, u obratlovct je charakteris-
ticky cholesterol (jako minoritni slozka jsou zastoupeny i rostlinné steroly — beta-
sitosterol a kampesterol).

b) S glycerolem vytvaieji mastné kyseliny tii typy esterd — mono- di- a triglyceridy.

c) Vosky charakterizujeme jako estery mastnych kyselin s vy$§im jednosytnym alko-

holem.



2. Slozené lipidy maji zaklad jednoduchych lipidli — mastna kyselina a alkohol a navic
obsahuji zbytek kyseliny fosforecné, ktera je dale esterifikovana s dusikatou basi,
aminokyselinou nebo jinou slouceninou (napf. inositol).

Rozlisujeme glycerofosfolipidy, kde je alkoholem glycerol, a sfingofosfolipidy, kde je
alkoholickou slozkou aminoalkohol sfingosin.

3. Glykolipidy (glykosfingolipidy) obsahuji mastnou kyselinu, sfingosin a sacharidovou
cast.

4. Ostatni slozené lipidy — napft. sulfolipidy a aminolipidy, poptipad¢ jsou do této skupi-
ny fazeny lipoproteiny.

5. Prekursory a odvozené lipidy — prostaglandiny, steroidy, lipofilni vitaminy, karotenoi-

dy (1).

V lidském (obecné sav€im) organismu rozliSujeme lipidy na cirkulujici a membranové.

Cirkulujici lipidy ve formé lipoproteint se skladaji z esterti cholesterolu (60-70% celkového
cholesterolu) a triglyceridi v nepolarnim jadru a z fosfatidylcholinu, sfingomyelinu a volného

cholesterolu v polarnim obalu.

Membranové lipidy, které zajistuji fluiditu i dal$i funkce membran, zahrnuji jako hlavni
fosfolipidové tiidy fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, sfingomyelin a jako minoritni fos-
folipidy kardiolipin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol, lysofosfatidylcholin a lysofosfatidy-

lethanolamin (2).



Cil diplomové prace:

1. Vyvoj a optimalizace metody HPLC ve spojeni S evaporativnim de-

tektorem rozptylu svétla
2. Urdéeni funkce kalibracnich zavislosti pro jednotlivé lipidové tridy

3. Aplikace metody na stanoveni lipidového profilu v mozkové tkani a

krevni plasmé.



2. TEORETICKA CAST

Lipidy pfedstavuji velice pocetnou heterogenni skupinu sloucenin, jejichz klasifikace je znac-

né slozita a nabizi vice variant.
2.1 LIPIDY A JEJICH ROZDELENI

Jednoduché lipidy jsou estery mastnych kyselin a alkoholdi, steroli ¢i glycerolu.
V analytické praxi je vyhodné jejich rozdéleni podle chromatografického chovani na silikage-
lu na nepolarni (neutralni, NL), které se pohybuji v nepolarni mobilni fazi (uhlovodik-
diethylether-kyselina octova) a polarni (PL), které se déli v polarni mobilni fazi (chloroform-
methanol-voda, Casto s pridanim kyseliny octové nebo amoniaku). Strukturni vzorce a jejich
systematické i trivialni nazvy v¢etné zkratek ukazuji obr. 1 az 12. Podle tohoto chromatogra-
fického chovani fadime mezi nepolarni lipidy také volné mastné kyseliny, parcidlni glyceridy

a volné steroly, piestoze obsahuji volnou (neesterifikovanou) funk¢ni skupinu.

2.1.1 NEUTRALNI LIPIDY

2.1.1.1. Vosky

Chemickym slozenim jsou to estery mastnych kyselin a alifatickych alkohold. Nalezneme je
piedevs§im v povrchové vrstvé plodia a listt, kde slouzi jako ochrana, dale pak u nékterych

zivocisSnych tkani (napt. Harderova Zlaza potkana).

ol

S B
Obr. 1 1-hexadecyl hexadekaonat (wax ester, WE)

2.1.1.2. Acylsteroly

Pfedstavuji zasobni a transportni formu cholesterolu v savéim organismu ¢i jiného sterolu u
jinych zivo¢isnych druhti. Nachazeji se predevsim v jadie plasmatickych lipoproteint, kde
umoznuji regulovany transport lipidit v organismu, a jako zasobni forma v intracelularnim

prostoru.



Obr. 2 Cholesteryl-9Z-oktadecenoat (cholesteryl ester, CE)

2.1.1.3.  Alkyl(alkenyl)diacylglyceroly

Pro tuto lipidovou t¥idu jsou znamy také nazvy etherlipid, glycerylether diester (GEDE), sys-
tematicky sn-1-alkyl(alkenyl)-2,3-diacylglycerol. Na sn-1 uhlikovém atomu ma ethericky
vazany alkyl (alkenyl), na dalSich dvou atomech uhliku je esterové vazana mastna kyselina.

Vyskytuji se v nékterych zivoc¢isnych tkanich.

Obr. 3 1-O-hexadecyl-2,3-bis-(7Z-hexadecenoyl)-sn-glycerol (glyceryletherdiester, GEDE)

2.1.1.4. Triacylglyceroly

Vznikaji esterifikaci vSech tfi hydroxylovych skupin glycerolu. Pfedstavuji zaklad Zivocis-
nych tukd a rostlinnych oleju. Jsou kvantitativné nejdulezitéjsi zdroj energie. Vyskyt v orga-

nismu je obdobny jako u esterd cholesterolu, navic jsou podstatnou slozkou tukové tkané.

Obr. 4 1,2-dihexadekanoyl-3-(9Z-oktadecenyl)-sn-glycerol (triglyceride, TG)



2.1.15. Neesterifikované (volné) mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s dlouhymi uhlovodikovymi fetézci. VétSina
z nich ma sudy pocet uhlikovych atomil a nerozvétvené fetézce. U savcl se délka fetézce po-
hybuje od C12 do C22. Zakladni funkci je ptivod energie do tkani, v plasmé jsou volné mast-

né kyseliny vazané na albumin. Ptiklad mastné kyseliny v obr. 5.

CHz{CH ) 4C0O0H
-0 OOH

Obr. 5 Kyselina palmitova (free fatty acid, FFA)
2.1.1.6. Diacylglyceroly

Rozeznavame sn-1,2- a sn-1,3-diacylglycerol. 1,2-diacylglycerol je spole¢nym prekursorem
triacylglycerolli a glycerofosfolipidii, nebo muaze byt jejich metabolitem po hydrolytickém

Stépeni lipasami ¢i fosfolipasou C.

CH200CR CH200CR
|

RCOOMC —~H HO =G —=H
CHoOH CH; OOOR!

Obr. 6 sn-1,2-diacylglycerol a sn-1,3-diacylglycerol (diglyceride, DG)
2.1.1.7. Neesterifikovany (volny) cholesterol

Cholesterol (FC) je pravdépodobné nejznamé;jsi steroid diky tomu, Ze je o ném ¢asto slycha-
no v souvislosti s atherosklerosou. Jeho biochemicka funkce je vSak také velmi vyznamna,
protoze je prekursorem velkého poctu steroidu, mezi které fadime zlucové kyseliny, nadledvi-
nové a pohlavni hormony, vitaminy D, srde¢ni glykosidy a nékteré alkaloidy. Ze strukturni-
ho hlediska maji vSechny steroidy podobné cyklické jadro podobajici se fenanthrenu (kruhy
A, B a C), ke kterému je pfipojen cyklopentanovy kruh D (Obr. 7). Kazdy z Sestiuhlikovych
kruhil steroidniho jadra miize existovat bud’ v ,,zidlickovém* nebo ,,vanickovém* uspotadani,
je to déno asymetrii molekuly, diky které existuje mnoZstvi stereoisomert. Zidlickova kon-
formace prevazuje v pfirozené se vyskytujicich steroidech, protoze predstavuje stabilnéjsi
9



konformaci. Cholesterol je zasadni slozkou vétSiny tkani, nejvice rozsifen je pak v nervové
tkani. Dale ho nalezneme jako zasadni slozku plasmatické membrany a obalu lipoproteint
krevni plasmy. Casté je i jeho spojeni s mastnymi kyselinami, kdy je ve formé cholesteryles-

teru. Je pfitomny v tucich zivocisnych, nikoli vSak v rostlinnych (1).

HO
Obr. 7 Cholest-5-en-3B-ol (free cholesterol, FC)
2.1.1.8. Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly vznikaji pomoci lipas §tépenim 1,2diacylglycerolu a pak byvaji substra-

tem pro acylaci aktivovanou mastnou kyselinou pii synthese triacylglycerolu (2).

CH200CR CHOH CH,OH
| | |

HO~C —~H RCOOC ~H HO~~C —H
CH-OH CH,OH CH,000R

Obr. 8 sn-1-monoacylglycerol, sn-2-monoacylglycerol, sn-3-monoacylglycerol (monoglyce-
ride, MG)

2.1.2 POLARNI LIPIDY

Polarni lipidy jsou diky svym vlastnostem zédkladem struktury biologickych membran. Déleni
polarnich lipidd mutze byt jednak podle alkoholové slozky na glycerolipidy a sfingolipidy,
nebo podle charakteru polarni slozky na glykolipidy a fosfolipidy. Mezi fosfolipidy fadime
kyselinu fosfatidovou a fosfatidylglycerol, fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidy-
linositol, fosfatidylserin, lysofosfolipidy, plasmalogeny a sfingomyeliny. Vsechny tyto lipidy

jsou tazeny mezi fosfoacylglyceroly, kromé sfingomyelinu, ktery nema jako alkoholovou

10



slozku glycerol. Fosfoacylglyceroly miizeme pokladat za derivaty kyseliny fosfatidové, ve

které je kyselina fosfore¢na esterifikovana s — OH skupinou ptislusného alkoholu (1).

2.1.2.1. Fosfatidova kyselina

Kyselina fosfatidova (Obr. 9) je dilezitym mezistupném pti synthese triacylglycerolt a fosfo-
glycerold, ale ve tkanich je jeji mnozstvi minimalni (1). Je minoritni slozkou nékterych biolo-

gickych membran. Vznika ptisobenim fosfolipasy D na glycerofosfolipid (2).

CIHQ—DDCH'
RC0I0 _CIH EI:I] kde X =H Na K, Caapod.
CHp —D—Fl"—DH
o ®

Obr. 9 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforecna kyselina (phosphatidic acid, PA)
2.1.2.2.  Difosfatidyl glycerol (kardiolipin)

Kardiolipin je hlavnim lipidem mitochondrialnich membran (Obr. 10). Vznika
Vv mitochondriich esterifikaci glycerolu dvéma molekulami kyseliny fosfatidové v poloze 1 a
3. Je soucasti vétsiny biologickych membran, kde je zastoupen v riznych mnozstvich podle
druhu membrany. Je vyznamnou slozkou srde¢niho svalu. Kardiolipin byl poprvé isolovan
Vv myokardu, proto dostal toto pojmenovani. U dospélych jedincii je jeho charakteristickym

znakem vysoky obsah kyseliny linolové (cca 80%).

Obr. 10 1,3bis(sn-3"-fosfatidyl)-sn-glycerol (cardiolipin, CL)

11



2.1.2.3. Fosfatidylcholin (lecitin)

Lecithin se vyskytuje v bunéénych membranach; jde o fosfoacylglycerol (glycerolfosfolipid),
ktery obsahuje aminoalkohol cholin (Obr. 11). Je to nejvice zastoupeny fosfolipid bunécné
membrany zivociSnych tkdni a ¢asto majoritni lipidova slozka rostlinnych membréan a nékte-
rych mikroorganismi. Predstavuje velkou ¢ast télnich zasob cholinu, ktery je dilezity pro

pienos nervového vzruchu.

CH, — OOCR!
R'COO-CH 0
CHz —0—|'=|=—0—c:|—|2c:|—|2rsl'ic:|—t3}3
i

Obr. 11 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforylcholin (phosphatidylcholine, PC)
2.1.2.4. Fosfatidylethanolamin (kefalin)

Kefalin se 1isi od fosfatidylcholinu jen tim, Ze cholin je nahrazen ethanolaminem (Obr. 12). Je
druhym nejhojné&ji vyskytujicim se fosfolipidem v zivo¢iSnych a rostlinnych tkanich a mutze
byt majoritni tféidou v mikroorganismech (3). Je charakteristicky vysokym obsahem nenasy-
cenych mastnych kyselin. Diacylderivat obsahuje jako minoritni slozku i tzv. plasmalogen,
ktery je typicky alkylem (alkenylem) navazanym vinyl-etherovou vazbou na C1 uhlikovém

atomu.

CH,—00CR'
|
RMCO0 —EIEH 4]
Il +
CH; =0 —Fl' — 0 =CHzCH; MHa
CI_

Obr. 12 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforylethanolamin (phosphatidylethanolamine, PE)

2.1.25. Fosfatidylserin

Fosfatidylserin obsahuje misto ethanolaminu aminokyselinu serin (Obr. 13). Je to je slabé
kysely lipid a proto je Casto iSolovan z tkani ve form¢ soli. Vznika z fosfatidylethanolaminu
reakci katalysovanou fosfatidylethanolaminserintransferasou. Je minoritni slozkou biologic-
kych membran, vétsi zastoupeni (do 10% celkového lipidu) ma pouze v erytrocytech a myeli-

novych pochvéch.
12



CH—0OCR
R'C00 —CH 0 NHy
| I |
Gy —0~P—0~CHCHCO O
07 ¥ KdeX=HNakK Caatd

Obr. 13 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforylserin (phosphatidylserine, PS)
2.1.2.6. Lysofosfatidylcholin

Lysofosfatidylcholin obsahuje pouze jednu mastnou kyselinu v molekule, obvykle v poloze
sn-1 (Obr. 14). Obcas je ptitomen v tkanich jako minoritni komponenta. Je vice rozpustny ve
vod¢ nez vétsina ostatnich lipida a proto mize dochazet ke ztratam v prab&hu extrakce (3).

(%Hz —DoCR

HO —CH o
| +
CH, —D—#—D—CHECHEN(CHSJE
o

Obr. 14 1-acyl-2-hydroxy-sn-glycerol-3-fosforylcholin (lysophosphatidylcholine, LPC)
2.1.2.7.  Fosfatidylinositol

Fosfatidylinositol (Obr. 15) je minoritni slozkou biologickych membran a je rovnéZ prekurso-
rem tzv. ,,druhého posla“. Obsahuje inaktivni formu inositolu - myoinositol; obvykle je sloz-

kou Zivo&isnych, rostlinnych a mikrobialnich lipida. Casto je v Zivo&isnych tkanich doprova-

zen malym mnozstvim fosfatidylinositol-4-fosfatem a fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem. Tyto
slouc¢eniny maji v Zivo¢isnych buiikach velmi rychly metabolismus a jejich diacylglycerolovy
metabolit je dulezity v regulaci zivotné dalezitych procesi (3).

CH,—OOCR
! OH  aH

R"COO —CH 0
i HO OH
CHz —D—#:O\m
0
Obr. 15 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforylinositol (phosphatidylinositol, PI)
2.1.2.8. Plasmalogeny

Plasmalogeny se vyskytuji v mozku a svalech, kde ptredstavuji témér 10 % fosfolipida (Obr.

13



16). Strukturou se podobaji fosfatidylethanolaminu, ale obsahuji etherovou vazbu na sn-1
uhliku misto esterové vazby normalné zastoupené v acylglycerolech. Alkylovy zbytek vazany
etherovou vazbou byva zpravidla nenasyceny alkohol. V nékterych ptipadech mize byt etha-

nolamin nahrazen cholinem, serinem nebo inositolem.

HaN*

Obr. 16 1-alkenyl-2-acyl-sn-glycerol-3-fosforylethanolamin (plasmalogen)
2.1.2.9. Sfingomyeliny

Sfingomyeliny jsou rovnéz dileZitou slozkou nervového systému (Obr. 17). Byly zjistény ve
vSech Zivocisnych tkanich, ale nejsou piitomny v rostlinach a mikroorganismech. Pti hydroly-
tickém $tépeni z nich vznika mastna kyselina, kyselina fosfore¢na, cholin a komplexni amino-
alkohol sfingosin. Neobsahuji viibec glycerol. Kombinace sfingosinu s mastnou kyselinou je

znama jako ceramid, ktery se v mnoha fysikalnich vlastnostech podoba fosfatidylcholinu (3).

H OH

0
“, H
/\/\/\/\/\/\/\A.{\O’ﬂ_\o\ CHZ\I\}'
W\N\/\/\/\((NH H g CH{ (

0

CHyly

Obr. 17 N-acyl-D-sfingosin-1-fosfocholin (Sphingomyelin, SM)
2.1.2.10. Glykolipidy (glykosfingolipidy, cerebrosidy)

Glykolipidy maji dilezitou roli v nervové tkani a v bunééné membrané. Glykolipidy jsou Si-
roce rozsifené ve vSech tkanich, zvlasté pak v nervové tkani, naptiklad v mozku. Vyskytuji se
hlavné ve vngj$im listu plasmatické membrany, kde ptispivaji k bunéénym povrchovym sa-
fingolipidy. Obsahuji ceramid a jeden nebo dva cukry. Ceramid je ester sfingosinu, na jehoz
aminoskupiné je esterové navazand mastnd kyselina. Pii dalSi esterové vazbé hydroxylové
skupiny sfingosinu a jednoduchého cukru vznika cerebrosid. Dva nejjednodussi glykolipidy

jsou galaktosylceramid a glukosylceramid. Galaktosylceramid (Obr. 18) je hlavnim glykos-
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fingolipidem mozku a nervové tkdn¢. Obsahuje hodné charakteristickych C24 mastnych kyse-
lin, naptiklad kyselinu cerebronovou. Galaktosylceramid mize byt pfeménén na galaktosylce-
ramidsulfat, ktery se nachazi ve velkém mnozstvi v myelinu. Glukosylceramid (Obr. 19) je

pfevazujici jednoduchy glykosfingolipid extraneuranich tkéani, ale nalezneme ho i v mozku

(D).

OH
CH,OH H

OH o OW\[\/\]?
OH HNYO

R
OH

Obr. 18 B-D-Galaktosylceramid

OH
CH,0H

o O/YM
OH HN O
OH \lé
OH R

Obr. 19 B-D-Glukosylceramid

2.1.3 METABOLISMUS ACYLGLYCEROLU A SFINGOLIPIDU

Acylglyceroly jsou majoritnimi lipidy v lidském téle. Triacylglyceroly (TG) jsou oznacovany
také triglyceridy ¢i neutralni tuky, jejich funkci u Zivocichu je zasoba energie. Jsou nejhojnéji
vyskytujici se tiidou lipidd, i pfesto, Ze se nevyskytuji v biologickych membranach. Naopak
fosfolipidy jsou majoritnimi slozkami plasmatické membrany a ostatnich membran. Glyko-

sfingolipidy tvofi 5-10% z celkového mnozstvi lipidi plasmatické membrany (1).
2.1.3.1. Triacylglyceroly

Synthesy TG jsou schopny vsechny eukaryotické organismy, dokonce i nékteré prokaryoty.
Nejaktivné€j$im organem pro synthesu TG v Zivo€i$né {iSi jsou jatra a stfevo, jako zasobarna
pak slouzi pfedevs§im tukova tkan; ukladany jsou v cytoplasmé ve formé tzv. lipidovych ka-
pének (v anglické literatufe oznaovanych ,,lipid droplets, ,,fat globules®, ,,0il bodies*, ,,lipid
particles®, ,,adiposomes®), které jsou obaleny monovrstvou fosfolipidi a hydrofobnich protei-
nu (perlipiny v tukové tkani, oleosiny v semenech). Tyto lipidové kapénky jsou dnes povazo-

vany za organely s vlastnim charakteristickym metabolismem, nikoliv jiz za tukové kapky.
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Biosynthesa probiha dvéma cestami: ptes sn-glycerol-3-fosfat v jatrech a tukové tkani a pres
monoacylglycerol ve stievé. Tieti zplisob biosynthesy ve zrajicich semenech rostlin a nékte-
rych zvifecich tkanich probiha za pusobeni diacylglycerol transferasy. Nejvyznamnéjsi je
prvni zptisob, pojmenovany podle objevitele Kennedyho cesta (4), kterym je synthetisovano
vice nez 90% jaternich triacylglycerola (obr. 20).

CIHEDH CH.OOCR CIHEDDCH
CHOH CRAT CHOH AGPAT | CHoocR
I Fa-Cod, I FA-Cos, l
CH:OPOzH CHzOPO=H CH:OPOzH
glroerol-3-fosfit ks, Iysafosfatidavi kys. fosfatidows
kde GPAT = glycerol-S-fosfat acyltransferasa iPAP
FA-Col = mastnd kyselina koenzynm 4 ester

AGPAT = arylglycerafosfat acyltransferasa C HZOOC R

PAP = fosfolydrolasa kyseling fosfatidowe | ,

DiFAT = diacywlglycerol acvltransferasa I:| HOOCR
CH,0OH

diacylzlreeral

O GATlFA-c oA,

CHO0CR
C:HDDC =

CHOOCR!
triacylzlyeeral

Obr. 20 Biosynthesa triacylglycerolti Kennedyho cestou

Za zdroj glycerolu podle tohoto schematu byl povazovan sn-glycerol-3-fosfat jako produkt
glykolysy, v mensi mife pak jako vysledek pusobeni glycerol kinasy na volny glycerol.
V posledni dobé& vsak zacina ptevladat nazor, Ze prevazna ¢ast glycerolu je synthetisovana de
novo glyceroneogenesi pies pyruvat (5).

Nasledujici reakce probihaji v endoplasmatickém retikulu. Prekursor sn-glycerol-3-fosfat je
esterifikovan mastnou kyselinou pochazejici z esteru s koenzymem A (reakce je katalysovana
glycerol-3-fosfat acyltransferasou, GPAT) na posici sn-1 za tvorby kyseliny lysofosfatidové, a
ta je acylovana enzymem acylglycerofosfat acyltransferasou na posici sn-2 na kyselinu fosfa-
tidovou, ktera je prekursorem v biosynthese vSech glycerolipidi. Fosfatova skupina je odsté-

pena za katalysy fosfohydrolasou (PAP). Vysledny 1,2-diacyl-sn-glycerol je acylovan diacyl-
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glycerol acyltransferasou (DGAT) na triacyl-sn-glycerol. Protoze aktivita tohoto enzymu je
V enterocytech je po jidle az 75% triacylglyceroli tvofeno cestou monoacylglycerolu. 2-
monoacyl-sn-glyceroly a volné mastné kyseliny jsou odstépeny z triacylglyceroli v potravé
pankreatickou lipasou; jsou pak acylovany acyl-CoA:monoacylglycerol acyltransferasou za
tvorby sn-1,2-diacylglycerolia a sn-2,3-diacylglyceroli. Ty jsou dale acylovany acyl-
CoA:diacylglycerol acyltransferasou na triacylglyceroly podle nasledujiciho schematu:

CH.O00CR
CHOOCR!
CH,OH CHLO0H CH,00CR
CHOOCR'  ——= + — CHOOCR
CHzOH CH,OH CH,00CR"
2-rmonoacyksnglycerol CIHQDCR' triacylylyceral
i.l":HzDDCR"

a1 2- +2 3-diacylglycerals

Obr. 21 Vznik triacylglyceroli v enterocytech

Tteti, nejméné prozkoumana cesta tvorby triacylglycerolii, vyuziva transacylace mezi dvéma
racemickymi diacylglyceroly nezavisle na acyl-CoA. Reakce je katalysovana diacylglycerol
transacylasou a vedlej$im produktem je 2-monoacyl-sn-glycerol (viz nasledujici schema na
obr. 22).

Triacylglyceroly jsou pro organismus nezbytné, ale jejich nadmérna akumulace v tukové tkani
vede k fadé metabolickych poruch (obesita, insulinova resistence, steatohepatitida, kardiomy-

opathie).
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CH-OOCR CH.OOCR CH.DOCR

C:HCICICR' ¢HDOCR' (:EHCICICR'
CHz0H CHO0CR CHa OGR! CHzCH

N I . + CHOOCR!
CHZOH CHO0CR" CH,O0CR" éHzDH
I:CHDCICR' ¢HDOCF{' ¢HODCR'
CHoCOCR" CHzOOCR" CH2OOCR
sn-1,2 + 2 5-diacyl-sn- triacylzlroeraly 2-monoaryl-sn-ghyeeral
glyceraly

Obr. 22 Transacylace racemickych diacylglycerold
2.1.3.2. Diacylglyceroly

Diacylglyceroly (diglyceridy) jsou estery glycerolu, ve kterém jsou dvé hydroxylové skupiny
esterifikovany s mastnymi kyselinami; jsou znamy tfi stereochemické formy znazornéné na

obr. 23.

CH=200CRH CHa20H CH2OOCR
| | |
R'CDD'—-CI--H R'CDD'—-CI ——aH HD-—-I?--H
CHa20H CH2O0OCR CH2OO0R!
sn-1,2-diacylzlyeeral sn-2, 3-diacylzlyceral sn-1,3-diacylzhreerol

Obr. 23 Stereochemické formy diacylglyceroli

Racemicka smés sn-1,2- a 2,3-diacylglyceroli byva nékdy nazyvana a,B-diacylglyceroly. sn-
1,3-Diacylglyceroly jsou nazyvany a,a'-diacylglyceroly. o,p-Diacylglyceroly vznikaji jako
meziprodukt pfi hydrolyse triacylglyceroli pankreatickou lipasou a dalsimi hydrolytickymi
enzymy Vv zivociSnych tkanich, vsemenech pak plsobenim rostlinnych lipas.
Z technologického hlediska jsou dulezité vzhledem k tomu, Ze ovliviuji fysikalni vlastnosti
potravinovych oleji. V nedavné dobé byl uveden na trh potravinovy olej obsahujici az 80%
1,3-diacylglycerolt jako nutriéni podpora s benefi¢nim ucinkem nizkého vstiebavani odste-

penych 1(3)-monoacylglycerolt do tkani (6).
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sn-1,2-Diacylglyceroly jsou minoritni slozkou vétSiny tkani, ale vyznamnou vzhledem ke své

roli druhych poslti v mnoha bunéénych procesech. Vznikaji nékolika mechanismy, napf. jako

meziprodukt biosynthesy i katabolismu triacyl-sn-glycerolti a biosynthesy nékterych fosfoli-

pida (PC, PE, PS). Nasledujici schema (obr. 24) ukazuje tuto reversibilni reakci, kterd ma

velkou biologickou duilezitost v obou smérech.

CH,O00CR CH,O0CR
CHoOCR —t = CHOOCR'
CH0POH 2 CH,0H

kyselina fosfatidova sn-1,2-diacylzlrceral

1- fosfatidowa fosfatasa
2- dlacylglyeerol kinasa

Obr. 24 Reversibilni reakce kyselina fosfatidova-diacylglycerol

Ve vztahu ksignalni funkci je dulezita tvorba sn-1,2-diacylglycerolu

s vodorozpustnymi inositol fosfaty za pusobeni enzymu fosfolipasy C (obr. 25).

oH
CIH[:'CICR oH fosfolipasa C CIHQCIDCR
R'COG—CIH ] = R'CO0-CH
1] |
CH —0-F=0 CH2OH
o- JH oH
H* _
fosfatidylinositol sn-1,2-diacylghroerol

Obr. 25 Vznik diacylglycerolu z fosfatidylinositolu

spolu

Diacylglyceroly ve vétsin€ bunék a organel maji vysoky obsah polyenovych mastnych kyselin

pro spravnou funkci druhych posli. V bunééné membrané jsou vazany prostifednictvim sil-

nych hydrofobnich interakci na specifické proteiny, ¢imzZ ovliviiuji fysikélni vlastnosti mem-

branové dvojvrstvy (napf aktivity membranoveé vazanych enzymi).

2.1.3.3.  Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly (monoglyceridy) jsou estery glycerolu, ve kterém je pouze jedna hydroxy-
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lova skupina esterikovana s mastnou kyselinou. Stejné jako diglyceridy existuji ve tfech ste-

reochemickych formach (obr. 26).

CH200CR CH20H CH20H

HO amC —aH RCO0 - —aH HOmm C —aH
CH,OH CH,OH CH,000R

sn-1-monoacylzlycerol sn-2-monoacylzlyeerol sn-3-monoacylglyeeral

Obr. 26 Isomery monoacylglycerolii

Isomery 1- a 3- nejsou rozliSovany a jsou nazyvany o-monoacylglyceroly, 2-isomery jsou
nazyvany B-monoacylglyceroly. Jsou minoritni slozkou vétSiny zivo¢isnych i rostlinnych tka-
ni, jejich akumulace je vSak zanedbatelna — vzhledem k charakteru detergentli by mély na
memebranu rozkladny uc¢inek. Naopak jsou podstatnou slozkou komeréné vyrabénych deter-
gentll.

2-monoacylglyceroly jsou majoritnim koneénym produktem traveni tukd ve stfevé pomoci
pankreatické lipasy. Jsou vychytavany stievnimi butikami, metabolisovany na triacylglyceroly
a ty pak lymfou trasportovany do jater. V zivoc¢iSnych buinikach jsou katabolisovany monoa-
cylglycerol lipasou za tvorby glycerolu a volnych mastnych kyselin. Tento enzym je vysoce
exprimovan v bunikach zhoubnych nadort; vysoka lipolyticka aktivita zvySuje hladinu vol-
nych mastnych kyselin v nadorovych bunkach, kde se podili na tvorbé protumorigennich sig-
nalnich lipidu.

Za zvlastni zminku stoji 2-arachidonoylglycerol, produkt katabolismu fosfatidylinositolu,
ktery je endogennim ligandem pro kanabinoidni receptory. Vyskytuje se v mnoha orgénech
Vv koncentracich fadové nmol/g tkan¢. Mechanismus jeho vzniku ukazuje obr. 27.

Soucasné poznatky naznacuji, ze 2-arachidonoylglycerol je messengerova molekula, ktera
reguluje transmisi signalu, a Gcastni se jako medidtor zanétlivych reakei a imunitnich odpoveé-
di. Dale muze slouZit jako prekursor prostanoidii vazanych na glycerol. Pfi isomerisaci na 1,3-

isomer svou biologickou aktivitu ztraci.
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CH00C R
|

0O-CH

|

CH,OH

1.2-diacylglyeerol

fosfolipasa C

phio sphatidylinositol

CHzOH
|
0-CH
CHzOH

2-arachidonoglycerol

fosfoli Al
phosphatidyicholine ostonpasa i

I 1 +

Chy 0—P —O(CH, N(CHy)g
A=

2ysofosfatidylcholin

Obr. 27 Schema produkce arachidonoylglycerolu

2.1.3.4. Kardiolipin

Biosynthesa kardiolipinu probiha obdobné¢ jako u ostatnich fosfolipidu za ucasti stejnych in-
termediatt (kyselina fosfatidova, cytidin difostat diacylglycerol). Finalni krok je vSak unikéat-
ni reakcei, ktera je odlisna u eukaryotl a prokaryotti. U eukaryoti je to jediny fosfolipid, ktery
je synthetisovan v mitochondriich a ne v cytosolu endoplasmatického retikula. Mechanismy
obou reakci ukazuje obr. 28.
Katabolismus kardiolipinu probiha za ptisobeni fosfolipasy A2, ktera odstépi acylové skupiny,
a také specifické mitochondrialni fosfolipasy D, ktera jej hydrolysuje na kyselinu fosfatido-
vou a fosfatidylglycerol. Tento krok je zvlasté vyznamny za podminek oxidativniho stresu.
Kardiolipin je specifickou lipidni sloZkou mitochondrii a proto je jeho biologicka funkce pro
tyto organely zcela zasadni. Je lokalisovan pfedevSim na vnitini strané¢ membrany, kde intera-
guje s fadou mitochondrialnich proteinti Vysledkem je aktivace enzymii, pfedevsim téch, kte-
ré se Ucastni oxidativni fosforylace a fotofosforylace, jejichz vysledkem je tvorba ATP.
Dalsi funkci kardiolipinu v energetickém metabolismu je ukotveni dvou kinas, mitochondrial-
ni kreatin kinasy a nukleosid-difosfat kinasy, na misto konaktu vniténi a vnéj$i mitochondrial-
ni membrany. Za ucasti proteini nesoucich ADP, ATP a fosfat je usnadnén transport roztoka
mezi vnitini membranou a matrici mitochondrie.
Kardiolipin se také ti¢astni procesu apoptosy zivocisnych bungk interakcemi s fadou specific-
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kych proteint (v¢etné cytochromu ¢). Enzym tcastnici se této reakce funguje jako peroxidasa

specificka pro hydroperoxidy kardiolipinu, ale ne pro jiné majoritni fosfoliipidy.

0
CH;—OOCR'

CH—OOCK R'COO0 —CH 0 0 | i
R'COD - CH 0 .\ CH—0—P—0—P_o—cH, N/J%O

CH, —0— F' 0-CHy od OH 5
fosfatidylglycerol O EE&OOHH cytidin difosfat diacylglyeerol

l_cmp OH OH
RCOO ~CH,
RCOO - CH 0 eukaryoticka draha
CGHy —0— F' 0-CH, CH, — DOCR"

D_ ISHDH O CIH ooCR"™
CH; 0— F' 0— CHg

O

kardiolipin

Obr. 28 Biosynthesa kardiolipinu

Kardiolipin je povazovan za dulezity kofaktor pro translokaci cholesterolu z vnéjsi na vnitini
stranu mitochondrialni membrany; ve steroidogennich tkanich aktivuje $tépeni boéného fetéz-
ce cholesterolu a stimuluje tak steroidogenesi. Vaze se specificky na DNA eukaryotického
chromatinu a ovliviiuje tak vyznané regulaci genové exprese. V plasmatickych lipoproteinech
ma antikoagula¢ni funkci.

Zménéné slozeni mastnych kyselin, pfipadné pritomnost lysoformy, jsou znamy u nékterych

zavaznych onemocnéni (détska kardiomyopathie, Alzheimrova a Parkinsonova choroba).
2.1.3.5. Fosfatidylethanolamin

Biosynthesa fosfatidylethanolaminu de novo probih4 u zivocichil i rostlin spole¢nou cestou,
jak schematicky ukazuje obr. 29.

Ethanolamin v rostlinach vznika dekarboxylaci serinu, u Zivo¢ichu je ziskavan z potravy (ma-
la ¢ast pochazi z katabolismu sfingolipidll). Prvnim krokem biosynthesy je fosforylace pomo-
ci cytosolického enzymu ethanolanim kinasy; dalsi krok — reakce produktu s cytidin trifosfa-

tem za tvorby cytidin difosfoethanolaminu - limituje rychlost celé reakce. Posledni krok je
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katalysovan membranové vazanym enzymem endoplasmatického retikula CDP-

ethanolamin:diacylglycerol ethanolamin fosfotransferasou.

ATP ADP CTP PR cytiding
0 0 ] .
E i' —u + E i — 1 Il
HOCH: CHzMH; O—FI'—OCI—lgCHgNHg O—F;—D—IT—OCI—L—;CI—L—;NH3
(U o o~
ethanolamin
fosfoethanolamin cytidin difosfoethanolamin
CH;—00CR CIHQ—ODCH'
1
CDP-ethanolamine + RC OO0 —CH —= R'CO0 —(%H 0
| 11 +
CHzOH CHQ—O—IT'—D—CHECHENH;;
o=
diacylglveerol
fosfatidylethanolamin

Obr. 29 Hlavni cesta biosynthesy fosfatidylethanolaminu

Vedle této hlavni cesty existuji jSté dalsi tf1 minoritni-cesty, jejichz zakladem je dekarboxyla-

ce fosfatidylserinu podle nasledujiciho schematu (obr. 30).

?"*I—DOCR' PS dekarboxylasa ?HE—ODCR'
RUCO0 —CIIH fICIII TTJH; — = R"'COO0 —CllH II’JI .
CI-lI—CI—FI'—D—CHE(IEH B CHE—D—FI‘—D—CHECHENI-E
[CII_}{+ coo 0-
fosfatidylethanolamin
fosfatidylserin

Obr. 30 Minoritni cesta biosynthes fosfatifylethanolaminu

Dalsi dva zpUsovy bioynthesy fosfatidylethanolaminu jsou enzymaticka reakce ethanolaminu
s fosfatidylserinem, nebo reacylace lysofosfatidylethanolaminu.

Fosfatidylethanolamin je vedle fosfatidylcholinu majoritni slozkou mebranové dvojvrstvy.
Slozeni polarni ,,hlavy* mu dava konicky tvar a umoziuje vazbu vodik-protein prostiednic-
tvim ionisovatelné aminoskupiny. Na rozdil od fosfatidylcholinu je spolu s fosfatidylserinem
lokalisovan na vnitini stran¢ membrany. Podili se vyznamné na jejich biologickych funkcich

(transport, produkce energie, biosynthesa, signalisace, komunikace). V zivoc¢isnych tkanich
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hraje fosfatidylethanolamin vyznamnou Glohu v membranach srdce béhem ischemie, podili se
na sekreci nascentnich VLDL lipoproteint z jater, na rozstépeni membrany, je prekursorem
anandamidu; dale je donatorem ethanolaminové komponenty v biosynthese glykosylfosfatidy-
linositolového ukotveni pro fadu povrchovych membranovych proteint.

U diabetilti byly detekovany stopové koncentrace glukosylovaného fosfatidylethanolaminu;
jeho adukty s hydroxyalkenaly jsou produktem hydroperoxidace nenasycenych mastnych ky-
selin (napft. 4-hydroxy-2(E)-nonenal odvozeny od n-6 mastnych kyselin). Tyto slouceniny

mohou za podminek oxidativniho stresu in vivo ovlivnit vlastnosti biologickych membran.
2.1.3.6. Lysofosfatidylethanolamin

Lysofosfatidylethanolamin vznika hydrolysou fosfatidylethanolaminu pomoci fosfolipasy A2,
jako soucast deacyla¢niho/reacyla¢niho cyklu, ktera kontroluje celkové slozeni molekularnich
druht.

V rostlinach je lysofosfatidylethanolamin specifickym inhibitorem fosfolipasy D, klicového
enzymu pro degradaci membranovych fosfolipidi béhem raného stadia starnuti. Zpomaluje
tak starnuti listd, kvéta a jiz sklizenych plodu, a pro tento tGcel nalezl komeréni vyuziti ve

sprayich, které stimuluji zrani ploda a zpomaluji jejich uvadani.
2.1.3.7. Fosfatidylcholin

Pro biosynthesu fosfatidylcholinu u zivocicht, rostlin a mikroorganismi je znamo nékolik
mechanismi. Samotny cholin neni Zivo¢iSnymi buiikami synthetisovan, je esencialnim nutri-
entem, a musi byt ziskdn v diet¢ ve formé lipidi obsahujicich cholin. Jakmile je zachycen
bunikou, je ihned fosforylovan cholin kinasou v cytoplasmé na fosfocholin, ktery reaguje s
cytidin trifosfatem (CTP) na cytidin difosfocholin (CDP). Membranové vazany enzym CDP-
cholin:1,2-diacylglycerol cholinfosfotransferasa v endoplasmatickém retikulu katalysuje reak-
ci CDP s sn-1,2-diacylglycerolem za tvorby fosfatidylcholinu. Tato hlavni cesta synthesy fos-
fatidylcholinu u rostlin a zivocichii je analogicka se synthesou fosfatidylethanolaminu. Sche-
maticky je zndzornéna na obr. 31.

Tato reakce se vyrazng lisi od synthesy fosfatidylglycerolu, fosfatidylinositolu a kardiolipinu.
Oba typy vyuZzivaji nukleotidi, ale u druhé skupiny je kovalentné vazan pfimo na intermediat

(1. cytidin difosfat diacylglycerol).
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|

ATP ADP CTF PP
+ E:IJ + @ o +
HOCH CH NI Ha L_Z-‘o — P = OCH CHN(C ) LZ‘. 0- '4" 0= '%! — OCH; CH;NICH),
. o~ 0T O
chelin fosfochaolin eytidin difosfocholin
CHy — OOCR (IDHQ—OOCR'
I
CDP-chaline + RCOO—-CH —_— R"COO—?H (ﬁl .
1
iy OH Chy —0 —P—0— CH,CHNICHy)s
a-
sn-1.2-diacylglycerol fosfatidylcholin

Obr. 31 Hlavni cesta biosynthesy fosfatidylcholinu

Druhou cestou biosynthesy fosfatidylcholinu popisuje schema na obr. 32. Zahrnuje postupnou
methylaci fosfatidylethanolaminu S-adenosylmethioninem jako zdrojem methylovych skupin;
meziprodukty jsou mono- a dimethyl-fosfatidylethanolamin, reakce je katalysovana enzymem

fosfatidylethanolamin N-methyltransferasou. Tato cesta je charakteristicka pro jatra.

tHz —O0OCH CHa —OOCR’
R'C 00 —CIH 0 —_— R"CDD—IICH [I:IJ
CHz—D—IJ-'II'—O—CHzCHzNHg CHz—O—I?—D—CHzCHzNHCHS
OH CH
fosfatidylethanolamin fosfatidylmonomethylethanolamin
IISHz—DDCR' IICHz—DDCR'
R"COO—?H [ﬁl + -— R"COO—?H [ﬁ]
CHz —0— II—' — D= CHCHzM(C Hg )z CHz —0— II—' — 0 —CHzCHzMHITHz)2
o CH
fosfatidyicholin fosfatidyldimethylethanolamin

Obr. 32 Jaterni synthesa fosfatidylcholinu

Fosfatidylethanolamin N-methyltransferasa je velmi dilezity enzym zvlasté pii deficienci
cholinu v potravé. Biosynthesa fosfatidylcholinu v jatrech je dilezita pro sekreci plasmatic-
kych lipoproteint (VLDL a HDL) i pro fadu dalSich fysiologickych funkci. VedlejSim pro-
duktem biosynthesy fosfatidylcholinu z fosfatidylethanolaminu je konverse S-adenosyl-
methioninu na S-adenosylhomocystein, ktery je v jatrech hydrolysovan na adenosin a homo-
cystein. Zvysené hladiny homocysteinu v plasmé jsou risikovym faktorem pro kardiovaskula-

ni onemocnéni a infarkt myokardu.
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Treti cesta biosynthesy fosfatidylcholinu pfimo kondensaci cholinu s CDP-diacylglycerolem
byla popséana u bakterii symbiotickymi s rostlinami (zdrojem cholinu je hostitelska rostlina).

Diky cylindrickému tvaru molekuly vytvati fosfatidylcholin dvojvrstvy, a je tedy vyhodnym
strukturnim prvkem biologickych membran. Retdzce nenasycenych mastnych kyselin jsou
ohnuté a ovliviwji tak fluiditu membran. Tato vlastnost je pro funkci membran velmi dulezita.
Dalsi funkci fosfatidylcholinu je podil na signalisaci prostiednictvim generace diacylglycero-
lu. Jako prekursor sfingomyelinu také ovlivituje mnoho metabolickych procesu sfingomyeli-
nového cyklu. Je rovnéz prekursorem kyseliny fosfatidové, lysofosfatidylcholinu, faktoru

aktivujiciho desticky a fosfatidylserinu.
2.1.3.8.  Lysofosfatidylcholin

Lysofosfatidylcholin je v malych mnozstvich pfitomen ve vét$iné tkani. Vznika hydrolysou
fosfatidylcholinu enzymem fosfolipasou A2 jako soucast deacyla¢niho/reacylac¢niho cykKlu,
ktery kontroluje celkové sloZeni molekularnich druhti. V plasmé Zivoc¢ichli vznika plisobenim
specifického enzymu sekretovaného jatry - lecithin:cholesterol acyltransferasy (LCAT), ktery
katalysuje pienos mastné kyseliny z posice sn-2 fosfatidylcholinu na volny cholesterol za
tvorby esteru cholesterolu. Identifikace vysoce specifické fosfolipasy A2 v peroxisomech,
ktera generuje 2-arachidonoyl lysofosfatidylcholin, naznacuje jeho ucast v tvorbé eikosanoidu
a v signalisaci. Lysofosfatidylcholin ma in vitro prozanétlivé vlastnosti a je zndm jako patolo-

gicka komponenta oxidovanych lipoproteini LDL v plasmé a atherosklerotickych lesich.
2.1.3.9. Sfingomyelin

Biosynthesa sfingomyelinu vychazi z pienosu fosforylcholinu z fosfatidylcholinu na ceramid.
Reakce je katalysovana ceramid-cholin fosfotransferasou (sfingomyelin synthasou) a je pfi ni
uvolnén diacylglycerol, jak ukazuje schema na obr. 33. Probiha v plasmé a v Golgiho aparatu
a vyzaduje pfitomnost specifické transportni molekuly pro ceramid (CERT).

Sfingomyelin byl dlouho povaZovan za alternaci fosfatidylcholinu pfi stavbé membrany, kde
se uplatiiuje jako chemicky odolna slozka vnéjsi vrstvy. Obé slouceniny se vSak 1isi vazebni
kapacitou pro vodik a fysikalnimi vlastnostmi. Sfingomyelin ma u sfingoidni base amidovou
vazbu na posici 2 a hydroxylovou na posici 3, z nichZ ob& mohou vazat vodik. Fosfatidylcho-

lin ma dvé esterové vazané karbonylové skupiny, které¢ funguji pouze jako akceptor vodiku.
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Stupen desaturace alkylovych skupin se u obou lipidii zna¢né 1isi, coz implikuje jejich rtizné

ovlivnéni membranové struktury.
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sfingomyelin diacylglycerol

Obr. 33 Biosynthesa sfingomyelinu

Podle poslednich poznatkii ma sfingomyelin zna¢nou afinitu k cholesterolu a obvykle jsou
lokalisovany spolecné ve specifickych membranovych subdoménéch (raftech) a na povrchu
lipoproteienovych ¢astic.

Jako soucast tzv. sfingomyelinového cyklu slouzi sfingomyelin spolu s dal§imi biologicky
aktivnimi sfingolipidy téZ jako prekursor ceramidu, basi s dlouhym fetézcem a sfingosin-1-
fosfatu. Schema cyklu ukazuje obr. 34.

U Zivocicht je sfingomyelin primarnim zdrojem ceramidu a jeho metabolit, které umoznuji
spusténi apoptosy a dalsi metabolické zmény. Reakce probiha ve vétsiné bunécnych organel.
Klicovymi enzymy pro tuto pfeménu jsou sfingomyelinasy, které se funkci podobaji fosfoli-
pase C. Deficience nékterého z enzymi ma za nasledech akumulaci sfingomyelinu v burikach
a tkanich napf. u Niemann-Pickovy choroby.

Potravnim zdrojem sfingolipiddi jsou vejce, maso a mléEné produkty. Jako hlavni polarni lipid
mléka maji sfingolipidy vyznam pro détskou vyzivu. V experimentalnich studiich byl pozoro-
van vliv sfingolipida v dieté na inhibici karcinogese, redukci LDL cholesterolu, zvy$eni HDL
cholesterolu, a zmirnéni symptomi zanétlivé stiebni choroby. Na rozdil od glycerolipida
nejsou sfingolipidy hydrolysovany pankreatickymi enzymy; ve stievé jsou Sté€peny alkalickou
sfingomyelinasou na ceramid a déle neutralni ceramidasou na volné mastné kyseliny a sfingo-

sin. Sfingosin je absorbovan, ¢aste¢né reesterifikovan, zbytek je konvertovan na kyselinu
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palmitovou a acylovan do triacylglycerolu chylomikronii. SniZzeni obsahu endogenniho sfin-

gomyelinu v membranach stievnich bunék by mohlo snizit vychytavani dietniho cholesterolu.

sfingomyelin ——= sfingosm fosforylcholn

i sfinganin
ghikosylceramid /
‘\ r dihvdroceramid
ceramid __:";
/ ] TR eramid 1 fosit
galaktosylceramid I
sfingosin N.N-dimethvlsfingosin

SFINGOMYELINOVY CYKLUS

NEXAUECENE] —— sfingosin-1-fosfat
(=)

Obr. 34 Sfingomyelinovy cyklus

2.1.3.10. Fosfatidylserin

Aminokyselinu serin je schopna synthetisovat vétSina organismii. U zivocCichii ji produkuji
prakticky vSechny typy bunék. Prokaryotické organismy synthetisuji fosfatidylserin obdobné
jako dalsi fosfolipidy, tj. reakci L-serinu s CDP-diacylglycerolem (obr. 35). Vétsina takto
vzniklého fosfatidylserinu je dekarboxylovana na fosfatidylethanolamin, z néj pak methylaci

vznika fosfatidylcholin; fosfatidylserin je tedy zakladnim prekusorem fosfolipidu.

CDP-diacylglycerol + L-sein ——»  fosfatidvlzerin + CMP

Obr. 35 Biosynthesa fosfatidylserinu u prokaryotd

U zivoc¢ichu probiha biosynthesa fosfatidylserinu dvéma cestami, které vyzaduji rozdilné en-
zymy (PS synthasu I a Il, a PS dekarboxylasu) s riznymi substraty a lokaci v bunice. Synthesa
probiha v endoplasmatickém retikulu burky, nebo v mitochondrialni membrang, vyménnou
reakci L-serinu s fosfatidylcholinem nebo fosfatidylethanolaminem, katalysovanou PS syn-
thasou I. Tato reakce je ptisné zavisla na iontech kalcia a nevyzaduje dalsi zdroj enrgie. Nové
vznikly lipid je transportovan do mitochondrii, kde je dekarboxylovan na fosfatidylethanola-
min; ten se vraci do endoplasmatického retikula a je preménén zpét na fosfatidylserin ptisobe-
nim PS synthasy Il. Schema reakce ukazuje obr. 36. Pritomnost fosfatidylserinu
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v cytosolickych lupincich endosomt a lysosomtl umoziuje témto kompartmentim vazbu na
specifickou doménu proteinti. Vysoka koncentrace tohoto anionického lipidu ma za nasledek
negativni povrchovy naboj, ke kterému se mohou vazat polykationické proteiny. Fosfatidylse-
rin je také essencialnim kofaktorem protein kinasy C, klicového enzymu signalové transduk-
ce. V destickach zvysuje aktivaci prothrombinu na thrombin. Nekteré choroby jsou charakte-
risticé tvorbou protilatek proti fosfatidylserinu (thrombosa, opakovany spontanni potrat). Fos-
fatidylserin je také klicovou slozkou komplexu lipid-kalcium-fosfat, ktery je dalezity pii tvor-
bé kostni hmoty. V mozku a retiné¢ ma fosfatidylserin vysoky obsah kyseliny dokosahexaeno-
vé, ktera je pro spravnou funkci téchto organti velmi dulezitd. Moznost dietni suplementace

fosfatidylserinem ke sniZeni risika demence a kognitivni dysfunkce zatim nebyla dostate¢né

prikazna.
PS5 synthasal
fosfatidylcholin + L-serin e  fosfatidylserin + cholin
fosfatidylserin FS deka:’onh}=1asa; fosfatidylethanolamin+ CUk
fosfatidylethanolamin + setin PS synthasa Il » fosfatidylserin + ethanolamin

Obr. 36 Biosynthesa fosfatidylserinu u eukaryott
2.1.3.11. Lysofosfatidylserin

Lysofosfatidylserin vznika deacylaci fosfatidylserinu, mastna kyselina je vyhradné v poloze
sn-1. Je znam jako mediator fady biologickych pochodi. Je pfitomen v poskozenych tkanich
(tumor, popaleniny, vylouceni transplantovaného S§t€pu), v bunééné signalisaci ma pravdépo-
dobné podobnou funkci jako kyselina lysofosfatidova. Lysofosfatidylserin je generovan pii
poskozeni bun€k, a méa schopnost difundovat a ptenasSet informaci dal§im, pfedev§im Zirnym
bunkam. Usnadiuje odstranovani aktivovanych a odumirajicich neutrofili. Specificky stimu-

luje degranulaci zirnych bunék — je to vlastnost, kterou dalsi lysofosfolipidy nemaji.

2.1.3.12. Fosfatidylinositol

Fosfatidylinositol hraje dtlezitou tlohu jednak jako soucast membrany, jednak jako ticastnik
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esencialnich metabolickych procest, a to v rostlinné i Zivoc¢isné isi. Je to kysely (aniontovy)
fosfolipid, ktery sestava z kyseliny fosfatidové, na kterou je prostfednictvim fosfatové skupi-
ny vazan inositol (hexahydroxycyklohexan). U vétSiny organismi je ve formé myo-D-
inositolu, ale u rostlin se vyskytuje obcas i forma skylo- a chiro-inositolu. Nejvice je zastou-
pen v mozku, kde predstavuje asi 10% celkovych fosfolipidl,, v malém mnozstvi je zastoupen
ve vSech typech bunék. Biosynthesa probiha obdobné jako u fosfatidylglycerolu (a tudiz i
kardiolipinu) z prekursoru CDP-diacylglycerolu reakci katalysovanou enzymem CDP-
diacylglycerol inositol fosfatidyltransferasou (fosfatidylinositol synthasou). Tento enzym je
lokalisovan ptevazné v endoplasmatickém retikulu, ale vyskytuje se 1 v plasmatické membra-
n¢ (napt. v kvasinkach) témeét vylucné na cytosolické stran¢ dvojvrstvy. Do dalSich membran
se dostava vesikularnim transportem nebo pomoci specifickych transferovych proteini.

Schema biosynthesy ukazuje obr. 37.
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OH  OH
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-

fosfatidylinositol

Obr. 37 Biosynthesa fosfatidylinositolu

U Zivocicht je fosfatidylinositol primarnim zdrojem kyseliny arachidonové pro biosynthesisu
eikosanoidi, ktera je odstépena fosfolipasou A2 z polohy sn-2 glycerolu. Jeho derivaty — fos-
fatidylinositol fosfaty (polyfosfoinositidy) - jsou dulezit¢ pro vazbu proteinll na rozhrani
membrany a jejich regulaci. Jako polyanionické slouceniny jsou velmi efektivni u nespecific-

kych elektrostatickych interakci s proteiny. Fosfatidylinositol a jeho fosfaty jsou hlavnim
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zdrojem diacylglycerolii, které slouzi jako signdlni molekuly v Zivocisné i rostlinné fisi. Sig-
nalisace se uskuteciuje prostiednictvim rodiny vysoce specifickych enzyml znamych jako
fosfolipasa C. Dale reguluji skupinu nejméné dvanacti piibuznych enzymi znamych souhrnné
jako protein kinasa C, ktera kontroluje dulezité bunécné funkce (diferenciaci, proliferaci, me-
tabolismus, apoptosu. Produktem katabolismu fosfatidylinositolu je 2-arachidonoyl glycerol,

endogenni ligand kanabinoidnich receptora.

2.2 EVAPORATIVNI DETEKTOR ROZPTYLU SVETLA

221 STRUCNA HISTORIE

Pojem evaporativni detektor rozptylu svétla (evaporative light-scattering detector, ELSD) pro
HPLC byl poprvé popsan v roce 1978 Charlesem Worthem (7) a Stolyhwoem (8) v roce 1983.
V roce 1980 uvedla jako prvni ELSD na trh firma Applied Chromatography Systems (ACS)
z Britanie. V roce 1982 publikoval Macrae s kolektivem (9) jako prvni aplikaci ACS ELSD
pro analysu lipidd. Jejich ELSD chromatogram ukazal separaci molekularnich druhu triacyl-
glyceroli ze sojového a svétlicového oleje. Prvni metodu pro separaci lipidovych téid pomoci
ACS ELSD detekce publikoval Christie v roce 1985 (10). Béhem dalsich 10 let byl zvysen
zajem diky vyhodnosti ELSD pro analysu lipidt a byla vyvinuta fada HPLC metod s pouzitim
tohoto detektoru. Béhem poslednich 20 let se stal ELSD detektor velmi cennym nastrojem pro

chemiky a biochemiky zabyvajicimi se lipidy.

2.2.2 PRINCIPY FUNKCE ELSD

Evaporativni detektor rozptylu svétla slouzi predevsim k detekci latek, které ve své molekule
neobsahuji zadny chromofor nebo fluorofor. Jako piiklad je mozné uvést detekei fosfolipidu,
mastnych kyselin, oligo- /polyethyleneglykolti, polyvinylchloridu, polymethylmethakrylatu,
dextrini aj. Je to universalni detektor, u n€hoz mizeme pouzit gradientovou eluci bez ovliv-
néni nulové linie (11).

Detekce netékavych analyti pomoci tohoto detektoru vyzaduje nejprve odpatreni mobilni faze
v nebuliseru (obr. 38). V zasad¢ plati, ze nebuliser v ELSD je podobny vstiikovaci paliva v
modernim automobilu, ktery vstiikuje benzin se vzduchem a vytvaii plynnou smés na v pres-
ném poméru benzin:vzduch. V nebuliseru je kapalina vytékajici z kolony spolu s velkym ob-
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jemem plynu (obvykle dusik nebo vzduch) protlacena pod vysokym tlakem pies jehlu za
vzniku disperse kapicek. Po vstiikovani smés vstupuje do vyhfivané unaseci trubice, kde je
vice t¢kava mobilni fazi odpatena. Vysledkem je pak mlha tvofena casteCkami suchého vzor-
ku a parami rozpoustédla. Vzorek je smérovan do detekéni cely pres svételny zdroj (neni zde
specificky pozadavek na vinovou délku) a stupen rozptylu svétla je atmérny hmotnosti analy-
sované latky. Jako svételny zdroj se pouzivaji jednoduché zarovky do projektoru s Sirokym
spektrem svétla, nebo laserovy zdroj svétla s velmi tizkym rozsahem vinovych délek. Vystup
z fotodetektoru je obvykle analogovy signal. U modernich systémt HPLC je analogovy signal
preveden na digitalni, a dale zpracovan pomoci integraéniho software. V soucasné dobé& jsou
ELSD pfistroje vyrabéné a prodavané spole¢nostmi Alltech (Northfield, IL), Sedex (Sedere
Co Alfortville, Cedex, Francie), Shimadzu a Richard Scientific, ESA (Chelmsford, MA), Eu-
rosep (Cergy, Pointoise Cedex, Francie), Polymer Laboratories (Amherst, MA) a Waters Co
(Milford, MA).

Mobilni faze

Mebulizace = <= Plyn
zmlieni
Odpateni
Detekee
Fotonasobic

Obr. 38 Schema ELSD (Pievzato z http://www.sedere.com/USA/products.html)

Existuji tfi zakladni typy konfiguraci ELSD:
1. Vs8echna rozprasovaci smés vstupuje do odpafovaci komory a ptechazi do fo-
tosensoru.
2. Vystup kolony je rozdélen pomoci dé€lice na vstup do ELSD, zbytek je odklo-

nén do dalsiho detektoru nebo do kolektoru frakci pro dalsi zpracovani.
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3. Rozprasovaci smés je pfesmérovana do komory, ktera obsahuje "past® ke
shromazd’ovani rozpoustédel, které kondensuji na bocich komory, a po odstra-

néni kondensatu je smés plynné faze nesena do fotodetektoru. (11)

223 VYHODY A NEVYHODY ELSD

Odezva detektoru odpovida vSem pritomnym netékavym analytiim, jinak fe¢eno odezva de-
tektoru by méla byt imérna hmotnosti pfitomnych analytii. Aby byl linedrni dynamicky roz-
sah detektoru co nejvétsi, musi se velikost solvatovanych castecek analytu kontrolovat a méla
by byt jednotna desolvatace. Velikost ¢asteek analytu urcuje, jak se dopadajici svétlo rozpty-
li. Tvorba kapicek analytu v nebuliseru a jejich velikost v zavislosti na slozeni mobilni faze je
mozné s urcitou mirou predikovat - zavisi na prutoku mobilni faze, viskosité a hustoté mobilni
faze. Rozptyl svétla se pak méti v takovém thlu vici excitujicimu paprsku, aby byly co nejvi-
ce eliminovany polarisa¢ni efekty. Linearita detektoru zavisi tudiz také na fysikalné-
chemickych vlastnostech analytu. Obecné je linearita ELS detektoru vyrazné nizsi nez detek-
toru UV, protoze musi byt mobilni faze t€kavéjsi nez analyt, coz vyplyva z principu ELSD.
Na mobilni fazi jsou kladeny uréité limitujici pozadavky — vedle rozpoustédel by se mély
pouzivat pokud mozno takové pufry, které velmi snadno té€kaji (mraventanové, octanové)
obdobné¢ jako pfti detekci MS. Detektor ELS je citlivy k pouzité mobilni fazi, protoze ta vy-
znamn¢ ovliviiuje Sum detektoru. Technika ELSD je technikou destruktivni, a proto musi byt
detektor zafazen jako posledni detektor v serii (8).

Nebulisace vzorku pro ELSD muzZe byt teoreticky provedena jakymkoliv typem inertniho
plynu, z praktického hlediska jsou nejpouzivanéjSimi dusik a vzduch. Slozeni a pratok mobil-
ni faze jsou pro HPLC-ELSD dutlezitymi faktory. VétSina organickych rozpoustédel je snadno
nebulisovatelna, stejné jako i malé mnozstvi vody. U vétsiho mnozstvi vody a vyssich pritokt
je pak tfeba zvysit teplotu detektoru. Pro zvySeni polarity mobilni fize se pouzivaji t€kavé
kyseliny (octova, mravenéi), t€kavé dusikaté base (hydroxid amonny, triethylamin) a t€kava
¢inidla (naptiklad tetraalkylamoniumfosfat). U vétSiny sestav HPLC vyrobci tvrdi, Ze jejich
jednotky dokazou zpracovat rozpoustédlo s pritokem od 1-2 ml/min. V praxi bylo ovéteno, ze
pro malé priméry kolon (2-3 mm ID) jsou nizké pritoky (0,2 — 0,5 ml/min) vyhodné&jsi (11).
Nevyhodou ELS detektoru je, Ze vztah mezi hmotnosti a plochou piku neni linedrni. Nékteti

autofi popisuji tento vztah jako sigmoidalni, exponencidlni ¢i ,,téméf linearni“. V praxi se
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muze ELSD pouzivat pro kvantitativni analysu, pokud jsou peclivé konstruované vicebodové

kalibrace pro kazdou slouceninu, kterou chceme analysovat.
2.24  SROVNANI ELSD S OSTATNiMI DETEKTORY

Evaporativni light scattering detektor se téz nazyva hmotovy detektor a pied vSemi ostatnimi
detektory ma vyhodu citlivosti a univerzalnosti.

UV-VIS detektory jsou nejbéznéjsimi a nejlevnéjsimi typy detektori pro HPLC. Jsou nede-
struktivni a vétSinou jsou schopny métit v rozmezi 190-750 nm. VétSina lipida (véetné nasy-
cenych tukil) absorbuje pfi vinové délce 205 nm, coZ je velmi blizko absorbanci organickych
rozpoustédel nutnych pro mobilni fazi. Proto tento detektor neni pro analysu lipida pfilis
vhodny. Jen lipidy, které maji konjugované vazby nebo aromatické kruhy vykazuji silnou
absorpci v UV spektru.,

Refraktometrické detektory jsou nedestruktivni detektory, které jsou velmi oblibené pro
svou universalnost i nizkou pofizovaci cenu. Moderni refraktometrické detektory jsou velmi
citlivé, ale pro analysu lipidit maji urcita omezeni. Musi byt ale zajisténa konstantni teplota a
slozeni mobilni faze. Vztah mezi hmotnosti a plochou piku byva obvykle linearni (12). Ome-
zené pouziti pro stanoveni lipida spociva v tom, Ze lze pouzit pouze isokoratickou eluci.
Fluorescen¢ni detektory jsou také nedestruktivni. Tento typ detektori mize byt vhodny pro
detekci nékterych druht lipidu, které lze derivatisovat fluoroforem. Jsou vyrazné citlivéjsi nez
detektory UV-VIS.

Radioisotopové detektory jsou destruktivni a poskytuji velmi citlivou detekci pro lipidy
oznacené radioisotopem. Ke znaceni se vét§inou vyuZiva isotopi *H, **C, **S a **P. Rada ra-
dioaktivné znacenych standardi lipida 1 jejich prekursort je dnes komeréné dostupnd. Znace-
ni lze volit bud’ celkové, tj. vSechny atomy v molekule, nebo selektivni, s oznacenim pouze
urcité skupiny. Vyjimkou neni ani dvojité znaceni.

Elektrochemické detektory jsou ucinné pro analysu fenoll, katecholamind, cukrii, glyko-
peptida a nékterych antibiotik. Detekce je mozna jen pro snadno oxidovatelné nebo redukova-
telné latky, takze z lipida jsou potencialné ucinné pouze pro detekci glykolipidi.

Plamenové ionisaéni detektory pro HPLC jsou vhodné pro mnoho druhti lipidovych analys,
protoze stejné jako ELSD jsou ,,hmotové* nebo ,,universalni®, tzn., Ze detekuji vSechny nete-

kavé analyty a nevyzaduji, aby obsahoval zvlastni chromofor, ¢i fluorofor.
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Hmotnostni spektrometricky detektor je povazovan za typ detektoru pro HPLC, ackoliv
detekuje hmotu jen u latek, u kterych dojde k ionisaci a to bud’ elektrosprejem ¢i ionisaci za
atmosférického tlaku (13).

2.3 ANALYTICKY PRISTUP

Pro metabolické studie je tfeba primarni rozhodnuti, které lipidy ¢i jejich komponenty budou
pro dany problém nejvice vypovidajici. Pravdépodobné nejvhodnéjsi kombinaci se jevi stano-
veni profilu lipidovych tfid, a dale zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych sloZkach, které
ma obvykle vétsi vypoveédni hodnotu nez jejich stanoveni v celkovém lipidu. Zakladni hodno-
tou je gravimetrické stanoveni celkového lipidu v daném biologickém vzorku.

Pro stanoveni obsahu vSech lipidovych tfid, neutralnich i polarnich, 1ze vyuzit pouze kapali-
nové chromatografie. NejstarSim zpiisobem separace je tenkovrstevna chromatografie, ktera
v prvnim kroku s nepolarni mobilni fazi (heptan-diethylether-kyselina octova) umozni rozdé-
leni neutralnich lipida (sterol estery, triacylglyceroly volné mastné kyseliny parcialni glyceri-
dy, volny cholesterol), pficemzZ polarni lipidy se v tomto systétmu nepohybuji. Po isolaci
Z materialu tenké vrstvy mohou byt rozdéleny dalsSim vyvijenim. Nejdokonalejsi rozdéleni
fosfolipida poskytuje dvourozmérna tenkovrstevna chromatografie, kterou lze rozd¢lit vSech-
ny fosfolipidy, v¢etné lysoforem. Vyhodnoceni se provadi bud’ densitometricky in situ, nebo
po separaci z materialu vrstvy a ptevedeni lipidniho fosforu na fosfomolybdenanovy komplex
spektrofotometricky. Tato analyticka metoda se stale v praxi vyuziva diky své nenaro¢nosti na
pristrojové vybaveni. Pro preparativni ucely je tato technika nejvyhodnéjsi s fluorescencéni
detekei. SloZeni mobilni fze se odviji od separovanych lipidovych tfid, zde ukazka n¢kolika
systému (14):

o Separace neutralnich lipidi s mobilni fazi: hexan-diethylether-kyselina octova
(80:20:1), polarni lipidy zistavaji na startu. Pofadi eluovanych lipida dle klesajicich
Rrhodnot: WE nebo SE, GEDE, TG, FA, FS, DG, MG, PL

o Separace polarnich lipidti s mobilni fazi: chloroform-methanol-kyselina octova, voda
(60:50:1:4), neutralni lipidy se pohybuji s ¢elem. Potadi eluovanych lipida dle klesa-
jicich R¢hodnot: NL, CL, PE, PI, PS, PC, SM, LPL

o Separace polarnich lipidi a MG s dvojim vyvijenim — prvni systém: hexan-aceton

(3:1) oddéli MG a dalsi vyvijeni v systému: chloroform-methanol-kyselina octova-
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voda (80:13:8:0,3) rozd¢li polarni lipidy v nasledujicim poradi dle klesajicich R¢ hod-
not: CL, PA, CM, PG, PE
o Separace polarnich lipida a fosfatd PI v systému: methanol-chloroform-30%amoniak-
voda (90:54:5:5,5) v nasledujicim potadi dle Klesajicich R¢ hodnot: PE, PC, PI, PI-
monofosfat, PI-difosfat
o Dvourozmérna separace neutralnich a polarnich lipidi. VSechny lipidové tfidy, v¢etné
jejich lysoforem, nelze rozdélit jednim vyvijenim, nejlepsi separace se dosahuje vyvi-
jenim ve dvou smérech. Prvni systém: chloroform-methanol-30%amoniak-voda
(90:54:5:5,5), separuje tyto skupiny v nasledujicicm potadi klesajicich R hodnot: NL,
CL, FA+CM+PE+PC, GS+LPE, PI+SM, PA+PS+LPC, LPS+LPI, nerozdélené skupi-
ny byly separovany v druhém systému, ktery obsahoval chloroform-methanol-aceton-
kyselina octova-voda (60:20:80:20:10) a to ve sméru kolmém na prvni vyvijeni
Pro velké serie vzorkl je tento zplisob pfili§ manudlné naro¢ny, a proto byly vypracovany
alternativy snadnéjSiho zpracovani. Na pocatku 80. let se rozsifila metoda tekovrstevné chro-
matografie s plamenovou ionisaéni detekci (TLC-FID), ktera jako stacionarni fazi vyuzivala
kifemenné tyCinky o priméru cca 1 mm se specidlné¢ zakotvenym silikagelem. Po vyvijeni
byly separované latky spalovany v plamenovém ionisaénim detektoru, ktery byl modifikaci
detektoru pro plynovou chromatografii. Spalenim vzorku se zaroven regenerovala stacionarni
faze pro dalsi analysu. Tento zpusob umoznoval postupné vyvijeni, napf. po vyvinuti neutral-
nich lipidi byl separovany vzorek spalen tésné¢ nad startem, kde zustaly fosfolipidy, a
v dalsim kroku byla provedena jejich separace po celé délce tyCinky. Metoda poskytovala z
analytického hlediska zna¢né vyhody, nanaseni vzorku vsak bylo manualn€ naro¢né, kapacita
ty¢inky byla 1 pl vzorku o obsahu cca 200 pg latky. Nevyhodou byla i ur¢ita nestabilita tyci-
nek, kalibra¢ni zavislosti bylo po kazdych cca 20 analysach kontrolovat, a zivotnost vétsinou
nepiesahla 100 analys (15).
Velkym pfinosem proto byla moznost vyuziti HPLC diky uvedeni dvou typl universalnich
(hmotovych) detektorti - evaporativniho detektoru rozptylu svétla a plamenového ionisac¢niho
detektoru. Oba detektory umoziuji gradientovou eluci (na rozdil od refraktometrického detek-
toru), stacionarni faze mize byt normalni i reversni, a pro jednotlivé problémy lze volit riizné
kombinace mobilnich fazi.
Jako normalni faze slouzi silikagel (-Si-OH), alumina (-Al-OH), faze s chemicky vazanymi
skupinami jako jsou diol (-(CH,)3;-O-CH,-CHOH-CH,0OH), aminopropyl (-(CH)3-NH,), a
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kyanopropyl (-(CH2)3-CN) (16). Piikladem reversni faze jsou faze s chemicky vazanymi sku-
pinami C8, C18 (oktadecyl silica, ODS) a C30. Pro normalni mobilni fazi jsou typickymi roz-
poustédly hexan/isopropanol/voda nebo chloroform/methanol/voda. V tomto systému
jsou eluovany nejdfive nepolarni lipidy a nasledné se eluuji lipidové tfidy s rostouci polaritou.
Poradi eluce je obdobné jako na tenké vrstvé: SE, TG, FS. FA, CM, CL, PE, PI, LPE, PS, PC,
SM, LPC (10). U reversni faze slouzi jako mobilni faze nejcastéji smés meta-
nol/acetonitril/voda. V této sestavé dochazi nejdiive K eluci polarnich lipidd a nasledné lipida
s postupné klesajici polaritou (11).

Prvni analysa lipidt pomoci HPLC-ELSD byla publikovana Christiem v roce 1985 (10). Po-
uzil jako biologicky vzorek plasmu potkanich samic. Vyuzil ternarniho gradientu isooktan/
tetrahydrofuran (99:1), isopropanol/chloroform (4:1) a isopropanol/voda (1:1). Jako prvni se
eluoval ester cholesterolu a jako posledni sfingomyelin. V praci z roku 1986 (17) uz doporu-
Cuje zménu uhlovodiku na hexan, ktery ma nizsi viskositu, je snadnéjsi ho zmlzit a cely sys-
tém muze pracovat v oblasti nizsich tlakt. Navic do tfeti slozky s vodou a isopropanolem pfi-
dal 0,5 mM serin a triethylamin o pH 7,5 pro zvyraznéni rozliSeni minoritnich slozek (18).
Nepolarni lipidové tiidy jsou nejlépe separovatelné, kdyz jsou rozpustény v nepolarnim roz-
poustédle, jako je hexan. Polarni lipidy jsou v hexanu $patné rozpustné, optimalné jsou roz-
pustné v polarni smési rozpoustédel jako je chloroform/methanol (85/15, v/v).

Bylo vyvinuto mnoho aplikaci HPLC-ELSD, pomoci nichz Ize separovat ¢i kvantifikovat
molekularni tfidy nepolarnich a poléarnich lipidii. Preparativni TLC nebo normélni HPLC
mohou byt vyuzity pro sbér jednotlivych lipidovych tfid, které pak mohou byt dale analyso-
vany jako molekularni druhy (nejcastéji RP-HPLC), nebo mize byt stanoven profil mastnych

kyselin, coz je stale nejfrekventovanéjsi typ analysy pro metabolické studie.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 APARATURA

Mg¢teni byla provedena na kapalinovém chromatografu spojeném s evaporativnim detektorem

rozptylu svétla, jeho soucasti jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1 Sestava aparatury

Beta 10 Gradientni ¢erpadlo (Ecom, Praha)

PL-EMD 950 Evaporative Mass Detector (Polymer Laboratories, UK)

DG 4014 Vakuovy degasser (Ecom, Praha)

Thermostat kolony (Ecom, Praha)

3.2 REAGENCIE

Vsechny pouzité reagencie i1 analytické standardy byly nejvyssi dostupné Cistoty. Jejich pie-
hled udava tabulka 2 a, b.

Tab. 2 a: Seznam pouzitych rozpoustédel

Propan-2-ol (Chromservis, CR)

Hexan pro HPLC (Chromservis, CR)

Heptan pro HPLC (Chromservis, CR)

Methanol pro chromatografii (Chromservis, CR)

Chloroform (Chromservis, CR)

Kyselina octova (Chromservis, CR)

Tetrahydrofuran (Chromservis, CR)

Triethylamin (Fluka, Svycarsko)

Voda (Millipore, CR)
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Tab. 2 b: Analytické standardy

Sfingomyelin z vaje¢ného zloutku (Sigma, SRN)

N-oleyl cerebrosid z hovéziho mozku (Sigma, SRN)

L-a-lysofosfatidylcholin (Sigma, SRN)

L-a-fosfatidylinositol (sodna sil) ze soji (Sigma, SRN)

Cholesterol oleat (Sigma, SRN)

Triolein (Sigma, SRN)

Fosfatidylserin (Sigma, SRN)

Kardiolipin (Sigma, SRN)

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (Sigma, SRN)

D-a-fosfatidylethanolamin, dipalmitoyl (c16:0) (Sigma, SRN)

3.3 PRACOVNI POSTUPY

3.3.1. PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

Zasobni roztoky analytickych standarda byly pfipraveny v koncentraci 10 mg/ml, jako roz-
poustédlo slouzil pro neutralni lipidy n-heptan, pro volny cholesterol n-heptan s pfidavkem
2% methanolu. Roztoky fosfolipidu byly z pfevazné vétsiny piipraveny v chloroformu, pouze
v piipadé fosfatidylserinu, lysofosfatidylcholinu, sfingomyelinu a ceramidu ve smési chloro-

form-methanol 95:5. Schema fedéni ukazuje tabulka 3.

Tabulka 3: Redéni kalibra¢nich roztokt

%

C. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12 | 13

Standard (ul) | 5 | 10 | 15 | 25 | 50 | 75 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 400 | 500

Rozp. (ul) 495 | 490 | 485 | 475 | 450 | 425 | 400 | 350 | 300 | 250 | 200 | 100 | O

Nastiik(ug) | 2 | 4 | 6 | 10 | 20 | 30 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 160 | 200
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3.3.2. CHROMATOGRAFICKY SYSTEM

Experimentalni uspotadani bylo pievzato z literatury (19). Jako stacionarni faze slouzila ko-
lona Lichrospher 100 DIOL 0 rozmérech 4,6x250 mm, velikost ¢asti 5 um (Merck, SRN).
Mobilni faze byla tiislozkova, ve slozeni:

A: hexan-tetrahydrofuran 99:1 (v/v),

B: isopropanol-chloroform-kyselina octova 82:20:0,01 (v/v/v),

C: isopropanol-voda-triethylamin 47:47:6 (v/iv/v).
Pritok mobilni faze byl konstantni 0,5 ml/min. Gradient mobilni faze udava tab. 4. Vzorky

byly natfikovany mechanicky injektorem typu Rheodyne, davkovaci smycka méla objem 20

ul.

Tab. 4: Gradient mobilni faze

Krok | Cas | A (%) | B (%) | C(%)
0 | 0| 100 0 0
1 | 5| 95 5 0
2 | 10| 85 15 0
3 | 15| 40 60 0
4 |33 40 51 9
5 | 55| 40 51 9
6 | 60 | 40 60 0
7 | 65| 100 0 0
8 | 70 | 100 0 0

3.3.3. EXTRAKCE LIPIDU

Celkovy lipid byl z tkané a krevniho séra extrahovan metodou dle Folche (20), S pouzitim
dichlormethanu misto chloroformu (21). Vzorek zmrazené tkané (cca 200 mg) byl homogeni-
sovan nozovym homogenisatorem ve 2 ml methanolu, noZe byly oplachnuty 2x2 ml dichlor-
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methanu. Po 15 min tfepani byla smés zfiltrovana do dalsi nddobky, pfidan 1 ml vody, faze se
rozdé€lily po cca 12 hodinovém stani pti 4°C. Poté byla do pfedem zvazené zkumavky ode-
brana spodni organickd faze, k ptivodnimu vzorku pifiddno 4 ml smési dichlormethan-
methanol 2:1, a po cca tfihodinové stani opét odebrana spodni organicka faze a spojena
s prvnim podilem. Vzorek byl vysusen pti teploté lazné¢ 80°C v dusikové atmosféie a obsah

lipidu uréen gravimetricky. Pro analysu HPLC by vzorky fedény na koncentraci 5 mg/ml.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Pfi uvadéni metody do provozu bylo nejdiive tfeba ovéfit experimentalni podminky uvadéné
Vv literatuie (19). Protoze hlavnim cilem bylo pfipravit metodu pro analysu mozkové tkang,
jako stacionarni faze byla zvolena kolona Lichrospher-DIOL, kterd je v literatufe uvadéna
jako stabilnej$i ve srovnani s prostym silikagelem (22). Jako mobilni faze byla zvolena podle
literatury tiislozkova smés s osmistupiiovym gradientem, ktery je uveden v tabulce 4 (19).
Postupné byly zméfeny retencni ¢asy vSech slozek, které jsou piitomny v biologickém materi-
alu - triacylglyceroly, estery cholesterolu, volny cholesterol, ceramid, kardiolipin, fosfatidy-
lethanolamin, fosfatidylcholin, fosfatidylserin, sfingomyelin, lysofosfatidylcholin. Po ovéieni,
ze jsou jednotlivé latky uspokojivé rozdéleny, byla jesté otestovana stabilita roztokt. Je obec-
né znamo, ze ziedéné roztoky byvaji méné stabilni neZ koncentrované. PredevSim roztoky
fosfolipidd v chloroformu se ukazaly jako malo stabilni, a proto byl kazdy roztok pfipravovan
tésné pred nastifikem. Déle byly prométeny jednotlivé kalibracni zavislosti. Cilem bylo zméfit
co nejvetsi mnozstvi bodh kalibracni zavislosti, o které je zndmo, Ze neni linearni, aby bylo
mozno urcit jeji funkci. Tato funkce pak slouzila k vypoctu koncentraci jednotlivych slozek

ve vzorku.

4.1. KALIBRACNI ZAVISLOSTI

41.1. TRIACYLGLYCEROLY

Triacylglyceroly poskytuji v daném analytickém systému symetricky pik s reten¢nim ¢asem
4,64 + 0,14 min. Zavislost plochy a vysky piku na nastfikovaném mnozstvi (kalibra¢ni rozto-
ky v koncentra¢nim rozsahu 0,1-4,0 mg/ml) ukazuje obr. 39 a, b. Ve shod¢ s literarnimi udaji
neni zavislost linearni, a d4 se popsat n¢kolika typy rovnic. Pfehledné je uvadi tabulka 5,
véetné korela¢nich koeficientli pro zavislost ploch i vysek pika.

Pro triacylglyceroly vyhovuje nejlépe zavislost charakterisovand rovnici y=a+hx+cx?, tj. kva-
draticka funkce, a to pro plochy i vysky pikii. Uzké symetrické piky maji obdobny pribéh
kalibracni zavislosti ploch 1 vySek. Rovnice pod grafy oznacuji aktudlni funkci optimalniho
propojeni naméefenych bodl pomoci software Origin, kterému kvadratickd rovnice nevyhovo-
vala. Mez detekce vyjadiena pomoci poméru signal/Sum (3:1) je pro triacylglyceroly 0,04 pg

V nastiikovaném mnozstvi, mez stanoveni vyjadiend timtéz pomérem 10:1 je 0.12 pg.
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Literatura uvadi korela¢ni koeficienty pro kalibra¢ni zavislosti od 50 ng do 20 ug nastiikova-

ného mnozstvi (23), v nasi praci je rozsah pro triacylglyceroly ¢tyfnasobny.

Tab. 5: Korelaé¢ni koeficienty kalibraénich zavislosti pro triacylglyceroly

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
y=ae™ 0,86-0,89 0,9107 0,8564
y=ax" 0,98-1,00 0,9898 0,9566
y=a+blnx 0,72-0,91 0,9126 0,9684
y=a+bx 0,98-1,00 0,9904 0,9525
y=a+hx+cx? 0,99-1,00 0,9910 0,9903
y=a+b/x 0,58-0,73 0,6368 0,7661
y=a+bVx 0,97-0,99 0,9540 0,9758
y=a+blogx 0,89-0,95 0,9126 0,9781
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Obr. 39 a: Kalibracni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro TG
Pro rovnici: y = 6839,752*In(0,003* x* + ,/x* + 218,067) —18489,229, kde R = 0,9980
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Vyska piku (mV)

Obr. 39 b: Kalibra¢ni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro TG

Pro rovnici: y = 363,924 * In(122,773* x° ++/x° +9,782*10° ) —3782,829, kde R = 0,9974
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Obr. 39 c: Porovnani prolozeni pro plochy pikii TG, kde €ervené znazornéna je

kvadraticka zavislost, modfe zavislost y = A*In(B*x® ++VC +x*)+D.
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412. ESTERY CHOLESTEROLU

Estery cholesterolu poskytuji rovnéz symetricky pik s retenénim ¢asem 7,01 = 0,09 min. Za-
vislosti plochy a vysky piku na nastfikovaném mnozstvi na obr. 40 a, b maji rovnéz obdobny
prabeh. Zavislost neni linearni, pro plochy dosahla nejvyssiho korelacniho koeficientu zavis-
lost mocninovéa y=ax®, pro vysky zavislost kvadraticka y=a+bx+cx?, jak ukazuje tabulka 6.

I pro estery cholesterolu uvadi literatura (23) nejvyssi nastfikované mnozstvi 20 ug, nase za-

vislost mé rozsah do 140ug , tj. 7x vyssi.

Tab. 6: Korelaé¢ni koeficienty kalibra¢nich zavislosti pro estery cholesterolu

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
y=ae™ 0,86-0,89 0,9567 0,9736
y=ax" 0,98-1,00 0,9982 0,9988
y=a+blnx 0,72-0,91 0,8673 0,8595
y=a+bx 0,98-1,00 0,9959 0,9925
3Fa+bx+cx2 0,99-1,00 0,9971 0,9992
y=a+b/x 0,58-0,73 0,5528 0,5519
y=a+bVx 0,97-0,99 0,9423 0,9319
y=a+blogx 0,89-0,95 0,8673 0,8595

Kolona Lichrospher DIOL poskytuje nedokonalé rozdé€leni estert cholesterolu a triacylglyce-
rold, jak bude ukdzano na zdznamu lipidi krevniho séra, a proto neni pro analysu krevnich
lipidd nejvhodnéjsi. V literatute jsou vSak uvadény jeji vyhody tykajici se stability faze i dob-
rého rozdéleni fosfolipidu, které byly v poptedi zajmu této prace (22).

Mez detekce je pro estery cholesterolu 0,04 pg v nastiikovaném mnozstvi, mez stanoveni je
0.13 pg. Zavislost byla méfena do 140 ng nastfikovaného mnozstvi, dal§im zvySovanim kon-
centrace nastfikovaného vzorku dochazelo k ohybu zavislosti. Estery cholesterolu patii, stejné
jako dalsi neutralni lipidy, mezi tzv. vysokoodezvové lipidy. Tento jev zavisi na konsistenci

latky rozptylené v detektorové cele.
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Obr. 40a Kalibra¢ni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro CE

Rovnice mocniny: y = 33,127 = x** kde R=0,9982

4000
3500
3000 -
2500 —
2000 —

1500 -

Vygka piku (mV)

1000

500

oy ¥¥FF—711——
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Mnozstvi (ug)

Obr. 40b Kalibracni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro CE

Kvadraticka rovnice: y = 0,126x% +18,981x, kde R = 0,9992
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41.3. VOLNY CHOLESTEROL

Volny cholesterol poskytuje rovnéz stihly pik s reten¢nim ¢asem 15,95 + 0,16 min, Zavislosti
plochy a vysky piku na nastfikovaném mnozstvi na obr. 41 a, b maji rovnéz obdobny prab¢&h.
Od ptedchozich lipidovych tiid se 1ii tim, ze jiz v nizsim koncentra¢nim rozmezi (do 80 pg)
je patrny klasicky tvar tzv. S-kiivky. Oproti literatuie bylo méfeno do ¢tyfnasobného rozsahu.
Nejvyssiho korela¢niho koeficientu dosahla pro plochy rovnice piimky y=a+bx (24), hodnota
pro kvadratickou zavislost je viak velmi blizka. Kvadratickd zavislost y=a+bx+cx? nejlépe

vyhovovala pro kalibra¢ni zavislost pomoci vysek piku, jak ukazuje tabulka 7.

Tab. 7: Korelaéni koeficienty kalibra¢nich zavislosti pro volny cholesterol

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
y=ae™ 0,86-0,89 0,9263 0,8866
3Faxb 0,98-1,00 0,9932 0,9882
y=a+blnx 0,72-0,91 0,8930 0,9453
y=a+bx 0,98-1,00 0,9944 0,9785
3Fa+bx+cx2 0,99-1,00 0,9941 0,9956
y=a+b/x 0,58-0,73 0,6093 0,7071
y=a+bVx 0,97-0,99 0,9446 0,9733
y=a+blogx 0,89-0,95 0,8930 0,9453

Volny cholesterol je jako jedina slozka lipového profilu chemicky ¢ista latka, zatimco vsech-
ny ostatni slozky pfedstavuji smés estert, ve které je zastoupeno cca 30 mastnych kyselin
ruzné délky fetézce 1 rizného stupné nenasycenosti. Ze vSech sledovanych latek mé volny
cholesterol nejnizsi mez detekce — 0,01 pg, i mez stanovitelnosti — 0,05 pg v nastfikovaném
mnoZstvi.

I kdyz se kiivky pro zavislost ploch a vysek navzajem visualné podobaji, je vidét, Ze u vysek
dochazi dtive k esovitému zakiiveni, piky se pfi vyssich koncentracich za¢nou ponékud rozsi-
fovat, zavislost je Iépe vyjadiena pomoci ploch. Rovnice, které nejlépe vystihuji propojeni

experimentalnich bodi, jsou podobné jako u triacylglycerolt odlisné od zéavislosti znamych z

vvvvvv
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Pro rovnici: y = 698,882 * In(3,402* x* ++/x2 +1,358*10" ) —5663,773, kde R = 0,9987
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Obr. 41a Kalibraéni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro FC

Rovnice pro teti polynom: y = —0,068x> + 7,499x* +114,575x, kde R = 0,9998
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Obr. 41b Kalibrac¢ni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro FC
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414. CERAMID

Ceramid je eluovan jako prvni v potadi polarnich lipida s retenénim ¢asem 21,87 + 0,09 min.
Zavislosti plochy a vysky piku na nastfikovaném mnozstvi na obr. 42 a, b maji na prvni po-
hled odlisny prib¢h. Nejvyssiho korelaéniho koeficientu dosahla pro plochy mocninna zavis-
lost y=ax" , ktera byla v literatufe také pouzivana (25), ale velmi blizké hodnoty dosahuje i
korela¢ni koeficient pro zavislost kvadratickou y:a+bX+CX2; u vysek vychdzi nejvyssi kore-
laéni koeficient pro rovnici ptimky y=a+bx,velmi blizkych hodnot ale dosahuji i zavislost
mocninna a kvadraticka, jak ukazuje tabulka 8. Optimalni proloZeni experimentalnich bodi
pro plochy dava mocninna zavislost v souladu s vypoctem, priubéh zavislosti pro vysky ale
vystihoval nejlépe polynom tietiho stupné. Méfeni bylo provedeno v rozsahu 2-100 pg, tj.

pétkrat vy$$im nez uvadi literatura pro korela¢ni koeficienty uvedené v tabulce.

Tab. 8: Korela¢ni koeficienty kalibra¢nich zavislosti pro ceramid

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
3FaebX 0,86-0,89 0,9631 0,9439
y=ax" 0,98-1,00 0,9992 0,9988
y=a+blnx 0,72-0,91 0,8726 0,9002
y=a+bx 0,98-1,00 0,9969 0,9992
y=a+bx+hx? 0,99-1,00 0,9991 0,9985
y=a+b/x 0,58-0,73 0,5899 0,6267
y=a+b\/x 0,97-0,99 0,9403 0,9581
y=a+blogx 0,89-0,95 0,8726 0,9002

Ceramid patii mezi vysokoodezvové lipidy, podle pohyblivosti na silikagelu v mobilni fazi
heptan-diethyl ether-kyselina octova se fadi k neutralnim lipidim. Mez detekce byla obdobna
jako u neutralnich lipidi — 0,04 pg v nastfikovanémm mnozstvi, rovné€z i mez stanovitelnosti

-0,12 pg.
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Obr. 42a Kalibra¢ni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro CER

Mocninna rovnice: y =172,896* x**!, kde R = 0,9992
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Obr. 42b Kalibracni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro CER

Rovnice pro tfeti polynom: y = —0,002x* +0,279%? + 26,399x , kde R = 0,9992
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415. KARDIOLIPIN

Kardiolipin je prvni v poradi fosfolipidu s retenénim ¢asem 30,81 + 0,37 min. Zavislosti plo-
chy a vysky piku na nastfikovaném mnozstvi na obr. 43 a, b maji na pohled obdobny prubéh.
Nejvyssiho korelacniho koeficientu dosahla pro plochy kvadraticka zavislost y=a+bx+cx?
ktera byla také publikovana (26), ale jen napatrné niz$i hodnotu ma mocninné zavislost y=ax’;
u vysek je tomu obracené, nejvyssi hodndoty dosahuje zavislost mocninna, hodnota pro kvad-
talnich bodl v tomto piipadé souhlasi s vypoétem. Méfeni bylo provedeno rovnéz v rozsahu

2-100 pg Vv nasttikovaném mnozstvi.

Tab. 9: Korelaéni koeficienty kalibra¢nich zavislosti pro kardiolipin

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
3FaebX 0,86-0,89 0,9860 0,9889
3Faxb 0,98-1,00 0,9964 0,9990
y=a+blnx 0,72-0,91 0,8659 0,7992
y=a+bx 0,98-1,00 0,9788 0,9478
y=a+hx+cx? 0,99-1,00 0,9979 0,9989
y=a+b/x 0,58-0,73 0,6620 0,5578
y:a+b\/x 0,97-0,99 0,8859 0,8226
y=a+blogx 0,89-0,95 0,8659 0,7992

Kardiolipin vykazuje na tenké vrstvé v mobilni fazi chloroform-methano-voda nejvyssi po-
hyblivost. Je to pravdépodobné zptsobeno strukturou molekuly, ktera je sloZzena ze dvou mo-
leku kyseliny fosfatidové esterifikované s glycerolem. V molekule neni base ani aminokyseli-
na a da se tedy predpokladat menSi polarita neZ u ostatnich fosfolipidi. M4 ve srovnani

s ostatnimi fosfolipidy symetrictéjsi a uzsi pik. Zacina se ale jiZ projevovat nizsi odezva de-

tektoru, mez detekce je 0,21 pg a mez stanovitelnosti 0,71 pg v nastfikovaném mnozstvi.
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Obr. 43a Kalibraéni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro CL

Kvadraticka rovnice: y = 2,387x” +134,532x, kde R = 0,9979
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Obr. 43b Kalibra¢ni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro CL

Rovnice mocniny: y =0,238x>**, kde R = 0,9990
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416. FOSFATIDYLETHANOLAMIN

Dalsi v potadi eluce je fosfatidylethanolamin s reten¢nim ¢asem 34,60 £+ 0,19 min. Zavislosti
plochy a vysky piku na nastfikovaném mnozstvi na obr. 44 a, b maji podobn¢ jako u kardioli-
pinu obdobny pribéh. Nejvyssiho korelacniho koeficientu dosahla pro plochy i vysky moc-
ninné zavislost y=ax”, ktera byla pouZita i v literatufe (25), ale jen nepatrn& odli§né jsou hod-
noty pro zavislost kvadratickou y=a+bx+cx?, jak ukazuje tabulka 10. Optimalni proloZeni
experimentalnich boda souhlasi s vypoctem, jako tomu bylo u kardiolipinu. Rozsah kalibra¢ni

zavislosti byl 2-200 pg v nastfikovaném mnozstvi, tj. desetkrat vvssi nez uvadi literatura (23).

Tab. 10: Korela¢ni koeficienty kalibra¢nich zavislosti pro fosfatidylethanolamin

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
y=ae™ 0,86-0,89 0,9613 0,9534
3Faxb 0,98-1,00 0,9985 0,9992
y=a+blnx 0,72-0,91 0,7942 0,8273
y=a+bx 0,98-1,00 0,9922 0,9980
3Fa+bx+cx2 0,99-1,00 0,9978 0,9985
y=a+b/x 0,58-0,73 0,4082 0,4603
y=a+bVx 0,97-0,99 0,9143 0,9398
y=a+blogx 0,89-0,95 0,7942 0,8323

Fosfatidylethanolamin je jednim z nizkoodezvovych lipidii. Na tenké vrstvé v mobilni fazi
chloroform-methanol-voda je druhym nejpohyblivéjsim fosfolipidem (po kardiolipinu);
v molekule obsahuje basi ethanolamin, ktera se podili na jeji polarité. Mez detekce je 4,64 pg

a mez stanovitelnosti 15,46 pg v nastfikovaném mnozstvi.
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Obr. 44a Kalibra¢ni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro PE

Rovnice mocniny: y =31,695* x**'®, kde R = 0,9985
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Obr. 44b Kalibracni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro PE
Rovnice mocniny: y =1,039x™"" | kde R = 0,9992
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41.7. FOSFATIDYLCHOLIN

Fosfatidylcholin je chemicky trimethylfosfatidylethanolamin, obsahuje v molekule basi cho-
lin; jeho eluéni ¢as v daném analytickém systému je 37,35 £ 0,05 min. Zavislosti plochy a
vySky piku na nastfikovaném mnozZstvi na obr. 45 a, b maji, tak jako u pfedchozich dvou fos-
folipidi, obdobny prubéh. Nejvyssiho korelaéniho koeficientu dosahla pro plochy i vysky
kvadratickd zavislost y=a+hx+cx?, ktera byla pouzita i v literatufe (26), jen nepatrné odligné
jsou hodnoty pro zavislost mocninnou y=ax”, jak ukazuje tabulka 11. VVzhledem k nepatrnym
rozdilim hodnot korela¢nich koeficienti mizeme fici, ze tyto tfi fosfolipidy maji podobné
chromatografické chovani. Optimalni proloZeni experimentdlnich bodi rovnéz souhlasi

s vypoctem. I zde byl rozsah kalibra¢ni zavislosti 2-200 pg.

Tab. 11: Korela¢ni koeficienty kalibracnich zavislosti pro fosfatidylcholin

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
y=ae™ 0,86-0,89 0,9826 0,9736
y=ax’ 0,98-1,00 0,9950 0,9987
y=a+blnx 0,72-0,91 0,8630 0,8793
y=a+bx 0,98-1,00 0,9824 0,9903
y=a+hx+cx’ 0,99-1,00 0,9971 0,9989
y=a+b/x 0,58-0,73 0,6328 0,6460
y=a+bVx 0,97-0,99 0,8980 0,9095
y=a+blogx 0,89-0,95 0,8630 0,8793

Fosfatidylcholin je dal§im nizkoodezvovym fosfolipidem, jeho meze detekce a stanovitelnosti
jsou nizsi nez u fosfatidylethanolaminu, 2,42 ug a 8,07 pg v nastfikovaném mnozstvi. Potadi
eluce je vtomto systému stejné jako na tenké vrstvé s mobilni fazi chloroform-methanol-

voda.
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Obr. 45a Kalibra¢ni zavislost $itky piku na nasttikovaném mnozstvi pro PC

Kvadraticka rovnice: y = 0,442x” +86,641x , kde R = 0,9971
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Obr. 45b Kalibracni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro PC

Kvadraticka rovnice: y = 0,018x? + 4,481x, kde R = 0,9989
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418. FOSFATIDYLSERIN

Fosfatidylserin obsahuje v molekule misto base aminokyselinu serin; jeho elu¢ni ¢as v daném
analytickém systému je 43,72 £+ 0,15 min. Zavislosti plochy a vysky piku na nastfikovaném
mnozstvi na obr. 46 a, b maji visualné odliSny prib¢h, u ploch je patrny tvar S-kiivky. Nej-
vyssiho korelacniho koeficientu dosahla pro plochy i vySky kvadratickd zavislost
y:a+bX+CX2,které byla pouzita i v literatuie (26) jen nepatrné odlisné jsou hodnoty pro zavis-
lost mocninnou y=ax’, jak ukazuje tabulka 12. \Vzhledem k nepatrnym rozdilim hodnot kore-
la¢nich koeficientl mizeme ftici, Ze tyto tfi fosfolipidy maji podobné chromatografické cho-
vani. Optimalni proloZeni experimentalnich bodi ale zobrazil 1épe polynom tietiho stupné.

Zévislost byla métena pro 2-200 pg v nastfikovaném mnoZstvi.

Tab. 12: Korela¢ni koeficienty kalibra¢nich zavislosti pro fosfatidylserin

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
3FaebX 0,86-0,89 0,9091 0,9805
3Faxb 0,98-1,00 0,9898 0,9979
y=a+blnx 0,72-0,91 0,9476 0,8571
y=a+bx 0,98-1,00 0,9888 0,9840
y=a+hx+cx? 0,99-1,00 0,9942 0,9990
y=a+b/x 0,58-0,73 0,7745 0,6402
y:a+b\/x 0,97-0,99 0,9566 0,8952
y=a+blogx 0,89-0,95 0,9476 0,8571

Fosfatidylserin je, tak jako pfedchozi tfi fosfolipidy, také nizkoodezvovym lipidem. Mez de-
tekce byla 0,68 pg, mez stanovitelnosti 2,28 pg v nastfikovaném mnozstvi. Na tenké vrstvé je
jeho odde¢leni od fosfatidylcholinu a sfingomyelinu obtizné, je tieba zvysit polaritu mobilni
faze chloroform-methanol-voda ptidanim kyseliny octové nebo amoniaku, pfipadné pouzit

dvojrozmérné tenké vrstvy. Z tohoto hlediska je metoda HPLC vyhodné&jsi (27).
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Obr. 46a Kalibra¢ni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro PS

Rovnice tfetiho polynomu: y =—-0,004x°® +0,924x* + 74,915x, kde R = 0,9985
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Obr. 46b Kalibrac¢ni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro PS

Rovnice tfetiho polynomu: y = 3,036 *10°°x* +0,017x* + 4,530x, kde R = 0,9994
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419. SFINGOMYELIN

Sfingomyelin obsahuje v molekule aminoalkohol sfingosin, mastnou kyselinu a fosforylcho-
lin; jeho elucni ¢as v daném analytickém systému je 45,51 + 0,19 min. Zavislosti plochy a
vysky piku na nastfikovaném mnozstvi na obr. 47 a, b maji obdobny pribéh, u vysek vsak
dochazi k charakteristickému esovitému zakiiveni v podstatné nizSich koncentracich. Nejvys-
Siho korelacniho koeficientu dosahla pro plochy kvadraticka zavislost y:a+bx+cxz, ktera byla
pouZita i v literatufe (26). Jen nepatrn& odlisna byla hodnota pro zavislost mocninnou y=ax”,
jak ukazuje tabulka 13. U vysek dosahla nejvyssiho korela¢niho koeficientu zavislost moc-
ninna, dobfe by vyhovovala 1 zavislost logaritmicka. Optimalni prolozeni experimentalnich

bodu zobrazila nejlépe slozita logarritmicka zavislost.

Tab. 13: Korela¢ni koeficienty kalibra¢nich zavislosti pro fosfatidylserin

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
3FaebX 0,86-0,89 0,9171 0,7601
3Faxb 0,98-1,00 0,9976 0,9818
y=a+blnx 0,72-0,91 0,9042 0,9744
y=a+bx 0,98-1,00 0,9949 0,8501
y=a+hx+cx? 0,99-1,00 0,9994 0,9546
y=a+b/x 0,58-0,73 0,5990 0,7045
y:a+b\/x 0,97-0,99 0,9769 0,9538
y=a+blogx 0,89-0,95 0,9042 0,9812

Sfingomyelin je, na rozdil od ostatnich fosfolipidli, vysokoodezvovym lipidem. Lisi se tim, ze
tvofi dvojity pik, jehoz ptivod je v literatufe ptfisuzovan ptitomnost hydroxykyselin (23). Mez
detekce byla 0,05 pg, mez stanovitelnosti 0,18 pg v nastfikovaném mnozstvi. Tvar kalibracni
zavislosti pro vysky vzhledové ptipomina zavislost pro triacylglyceroly a volny cholesterol,
zakfiveni je vyraznéjsi. Je to zplisobeno postupnym rozsitovanim piku pii malé zmeéné vysky

(28). Pro piehled ukazuje obr. 49 zaznam vsech piku kalibraéni zavislosti.
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Obr. 47a Kalibra¢ni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro SM

Pro rovnici: y =53223,307 * In(4,929*10~° * x* + 475,869) —163212,977, kde R = 0,9997
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Obr. 47b Kalibracni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro SM

Pro rovnici: y = 222,812 * In(542,306 * x* +/x* +1,469*10° ) — 2057,514 , kde R = 0,9979
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4.1.10. LYSOFOSFATIDYLCHOLIN

Lysofosfatidylcholin je chemicky trimethylfosfatidylethanolamin, obsahuje v molekule basi
cholin; jeho eluéni ¢as v daném analytickém systému je 55,97 + 0,09 min. Zavislosti plochy a
vysky piku na nastfikovaném mnozstvi na obr. 45 a, b maji obdobny prubéh, u vysek se diive
projevuje zakfiveni. Nejvyssiho korela¢niho koeficientu dosahla pro plochy mocninna zavis-
lost y=ax”, na druhém mist& je kvadratické zavislost y=a+bx+cx®. Pro vysky dosahuje nejvys-
Sihodnoty korelacniho koeficientu rovnice piimky, druhou nejvyssi hodnotu ma zavislost
mocninnad, jak ukazuje tabulka 14. Optimalni prolozeni experimentalnich bodti rovnéz souhla-

si s vypoctem pro plochy, zavislost vySek nejlépe vystihuje rovnice polynomu tietiho stupné.

Tab. 14: Korela¢ni koeficienty kalibra¢nich zavislosti pro lysofosfatidylcholin

Rovnice R z literatury (23) | R (plochy) | R (vysky)
3FaebX 0,86-0,89 0,9648 0,9422
y=ax" 0,98-1,00 0,9986 0,9976
y=a+blnx 0,72-0,91 0,8153 0,8806
y=a+bx 0,98-1,00 0,9876 0,9982
Fa+bx+cx2 0,99-1,00 0,9974 0,9970
y=a+b/x 0,58-0,73 0,5110 0,6010
y:a+b\/x 0,97-0,99 0,9079 0,9515
y=a+blogx 0,89-0,95 0,8153 0,8806

Lysofosfatidylcholin je nizkoodezvovym lipidem, mez detekce Cinila 2,92 pg, mez stanovi-
telnosti 9,75 ug Vv nastfikovaném mnozstvi. Je poslednim eluovanym fosfolipidem s nejmensi
pohyblivosti, stejné chovani ma i na silikagelu s mobilni fazi chloroform-methanol-voda. Na
fuje interakce se staciondrni i mobilni fazi. Klasicka separace na silikagelu se od presentova-
né metody li$i pfevsim tim, Ze systém chloroform-methanol-voda je homogenni, zatimco jed-
notlivé slozky gradientu nejsou v celém pribehu dokonale misitelné a separace probiha v he-

terogenni fazi (29).
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Obr. 48a Kalibra¢ni zavislost plochy piku na nastfikovaném mnozstvi pro LPC

Rovnice mocniny: y = 33,238* x"**’, kde R=0,9986
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Obr. 48b Kalibracni zavislost vysky piku na nastfikovaném mnozstvi pro LPC

Rovnice tfetiho polynomu: y =—8,737 *107° +0,025x? + 2,455x, kde R = 0,9994
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Pribéh kalibracnich zavislosti je zfejmé ovlivnén tvarem piki, které jsou vyslednici chroma-
tografického procesu. Je mozné, ze zména stacionarni faze tvary pikti ovlivni, vétsi vliv ale
ma slozeni mobilni faze. Slozeni mobilni faze, které podle literarnich udaji bylo vyuzito
v nékolika biologickych studiich, je ve vétsi ¢asti gradientu heterogenni — jednotlivé slozky
jsou jen omezené misitelné. Pokus modifikovat slozeni tak, aby vyslednd smés byla homo-
genni, nebyl Gspésny, vedl ke zhorSenému déleni. Pfedmétem dalSiho studia proto bude pie-
dev§im prozkoumani dalSich systémt ze slozek, které budou vzajemné 1€pe misitelné.

V porovnani s literaturou byly naSe kalibra¢ni zavislosti méfeny ve 4-10 nasobném rozsahu
nastfikovaného mnozstvi. U nékterych lipida (TG, FC, PS, SM) bylo pouhym okem patrné
esovité zakiiveni, které nemize byt vystizeno nékterou z jednoduchych funkci uvedenych v
tabulce pro kazdou métenou slouceninu. Tyto funkce vyhovovaly pro zavislosti s niz§im roz-
sahem, kdy k zaktiveni jesté nedochazelo. Esovité kiivky jsou znamymi zavislostmi ve vice
oborech, a proto moderni software nabizeji programy pro jejich optimalni vyhodnoceni. Nej-
§i prolozeni experimentalnich bodu. Je rovnéz ziejmé, ze na koncové ¢asti kiivky neni vhodné
meéfit obsah slozky. Jednotlivé slozky lipidového profilu se vSak svym obsahem zna¢né lisi, a
proto muze nastat situace, kdy vhodné natfedéni vzorku pro spravné zméteni majoritnich slo-
zek mtize zvysit chybu pro stanoveni slozek minoritnich. Tuto situaci Ize vyresit dvojim né-

stiitkem vzorku o riznych koncentracich.
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Obr. 49 Chromatogramy, znichz byla urcena kalibra¢ni kiivka sfingomyelinu
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4.2. PRAKTICKE APLIKACE

Pro ovéfeni metody byl sestaven syntheticky kontrolni vzorek. Vysledek jeho analysy ukazuje
tabulka 15. Z tabulky je zfejmé, Ze se dosahuje vytéznosti v rozsahu 83 az 95 %. Chromato-

gram kontrolniho vzorku ukazuje obr. 50.

Tab. 15: Stanoveni kontrolniho vzorku

Lipidova tida | Dano [pg/20 ul] | Nalezeno [ug] | Nalezeno [%]
TG 1,33 1,2120,03 911
FC 1,33 1,1020,07 825
CL 1,33 1,2720,03 %3
PE 453 39,740,96 87,6
PC 26,7 23,5+3,09 88,3
PS 80 71,340,19 89.1
SM 2,67 2,3040,03 86.2
LPC 4 3,3040.20 82,5

Vysledky piedstavuji primér ze 3 métent

Syntheticky vzorek obsahoval jako hlavni slozky fosfatisylserin, fosfatidylethanolamin. a fos-
fatidylcholin. Pii vysokém obsahu fosfatidylserinu dochazi k jeho nedokonalému oddéleni od
sfingomyelinu; dé€leni se zlepsi pfi nizSich koncentracich. Protoze fosfatidylserin neni domi-
nantni slozkou bunéénych membran, bude mozné tento kriticky par stanovit.

Kalibracni zavislosti 1 kontrolni vzorek byly méfeny s pratokem 0,5 ml/min (aparatura neu-
moziovala prutokovy gradient). Pfi zvySeni prutoku dochazelo k nezadoucimu zvyseni tlaku.
Po cca 200 analysach se vSak provozni tlak snizil, a proto jsme vyzkouseli opét zvySeni pri-

toku na 0,7 ml/min. Zkratila se doba analysy, ale dé¢leni kritického péru se nezhorsilo. Proto

64



jsme za tohoto prutoku ovéfili platnost kalibrace a biologické vzorky analysovali jiz za no-
vych podminek. Vyrazné se snizilo kolisani odezvy detektoru, které bylo za niz§iho pratoku
zvlasté patrné za ptitomnosti slozky C (isopropanol-voda-triethylamin). Divod se nam nepo-
dafilo objasnit, domnivame se, ze ke zlepSeni doslo vlivem zmény pomérii v mérné cele. Ten-

to problém by do budoucna m¢él vyiesit novejsi typ detektoru.
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Obr. 50 Chromatogram kontrolniho vzorku

Déle byly analysovany vzorky mysi mozkové tkan¢ a lidského krevniho séra optimalisovanou
HPLC metodou. Obsah lipidovych tfid v mozkové tkdni mysSich samic a mlad’at uvadi tabulka
16. V literatufe se nam nepodafilo najit praci, ktera by se zabyvala analysou mozkové tkan¢ u
mysi; vSechny publikované prace se tykaji laboratornich potkand. Analysu mozkové tkdné
mysi, avSak specielné geneticky upravenych, popisuji jen dvé prace (30,31). Fosfolipidy byly
separovany tenkovrstevnou chromatografii a kvantifikovany spektrofotometricky po prevede-
ni na fosfomolybdenovou modi. Neutralni lipidy byly stanoveny pomoci komerénich setd.
V praci nebyly kvantifikovany ceramidy ani kardiolipin. Posoudit jsme tedy mohli pouze vza-
jemné relace cholesterolu a hlavnich fosfolipida, které byly srovnatelné. Chromatogramy lipi-

dt mozkové tkan¢ mysi matky a mladéte jsou uvedeny na obr. 51 a 52.
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Tab. 16: Obsah lipidovych tfid v mozku mysich samic a mlad’at

O(

FC

CER

CL

PE

PC

PS

SM

21,9+2.59

23,4+2,54

0,84+0,03

21,0+2,14

27,942.64

3,96+0,15

0,16+0,01

28,0+3,11

26,0+3,03

0,39+0,02

18,2+2,06

24,1+2.53

3,03+0,18

0,25+0,02

20

30,9+3,08

20,3+2,49

0,63+0,03

19,3+£2,01

24,3+2 .47

4,23+0,39

0,14+0,01

21

27,7+2,79

21,3£2,17

0,31+0,02

26,5+2,68

21,6+2,25

2,25+0,10

0,24+0,01

Vysledky jsou vyjadieny v mg/100 mg celkového lipidu a jsou primérem z 3 méfeni. Samice

jsou oznaceny €. 3 a €. 4, mlad’ata €. 20 a €. 21.
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Obr. 51 Analysa lipidt ve tkani mozku mysi matky ¢. 3 metodou HPLC-ELSD
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Obr. 52 Analysa lipidit mozkové tkané mysiho mladéte ¢. 20 metodou HPLC-ELSD

Daéle jsme pouze informativné analysovali celkovy lipidovy extrakt smésného lidského krev-
niho séra (Obr. 53). Hlavnim fosfolipidem krevniho séra je fosfatidylcholin, sfingomyelin a
lysofosfatidylcholin jsou piitomny pouze ve velmi malych koncentracich. Neutralni lipidy —
estery cholesterolu a triacylglyceroly — tvoii na koloné Lichrospher-diol kriticky par, ktery pfi
velkém nadbytku nékteré ze slozek nebude rozd€leny. K tomuto ptipadu dochazi u poruch
lipidového metabolismu, hypercholesterolemii nebo hypertriglyceridemii, a tato kolona neni
pro tento typ analysy vhodna. Neutralni lipidy krevniho séra jsou vSak i pro vyzkumné ucely
stanovovany automatickymi analysatory s vyuzitim komercnich enzymatickych set, a tato
stanoveni podléhaji celostatni kontrole kvality. Stanovovanymi parametry jsou celkovy cho-
lesterol a triacylglyceroly, ale modifikaci metody lze stanovit misto celkového cholesterolu
pouze cholesterol volny (vyfazenim enzymu cholesterol esterasy). Stanoveni fosfolipidi timto
rutinnim zpasobem vSak bylo pted ptiblizné 10 lety zruseno, a pro nékteré vyzkumné studie

jsou chybégjicim parametrem, ktery by i na koloné Lichrospher-diol mohl byt stanovovan.
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Obr. 53 Chromatogram celkového lipidu lidského krevniho séra
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5.ZAVER

Byla uvedena do provozu metoda stanoveni lipidového profilu pomoci HPLC-ELSD. Kalib-
racni zavislosti jednotlivych slozek nejsou linearni, ve vétSin€ ptipadt odpovidaji mocninné
nebo kvadratické zavislosti. Pro jednotlivé sloZky byly ur€eny rovnice, které optimalné prolo-
7i experimentalné ziskand data. V n&kterych piipadech (triacylglyceroly, volny cholesterol,
fosfatidylserin, sfingomyelin) vyhovoval optimalnimu proloZeni experimentalnich bodil poly-
nom 3. stupné. Na zaklad¢ téchto rovnic pak byly uréeny koncentrace jednotlivych slozek
v synthetickém kontrolnim vzorku a ve vzorcich mozkové tkané mysich samic a tficetiden-

nich mlad’at. Metodu bude mozné vyuzit pro biologickou studii.
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