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Abstrakt
Stanoveni celkové koncentrace neesterifikovanych stmyah kyselin

(nonesterified fatty acids, NEFA) v plaznpati mezi rutinni biochemicke
vySetovaci metody. Pro detadj$i metabolické studie jerdba i stanoveni
jejich profilu, tj. identifikace a kvantifikace jedtlivych slozek. Stanoveni
profilu NEFA se BZn¢ provadi kapilarni plynovou chromatografii, nenaks
ujednocen zfisob jejich izolace od ostatnich plazmatickych lipido lIze
provést bd’ extrakci, nebo preparativni tenkovrstevnou chrogatfii. Cilem
piedkladané prace bylo srovnataeparani techniky.

Vzorky smesné krevni plazmy od dobrovolnych darbyly analyzovany
kapilarni plynovou chromatografii poregmichozi separaci tenkovrstevnou
chromatografii a alternati¥nextrakci kapalina-kapalina. Srovnani vyskedk
testem bylo provedeno jak pro absolutni koncentjadaotlivych mastnych
kyselin, stanovené metodou umitho standardu (kyselina margarova), tak pro
relativni zastoupeni (Rel%).

Reprodukovatelnost vysledkbyla vyrazg lepSi u extraéni metody nez

u metody TLC — hodnoty relativni snodatné odchylky jednotlivych skupin
FA podle nenasycenosti byly 4,3-11,3% vs. 8,6-838o relativni zastoupeni
(Rel%) a 16,5-25,5% vs. 15,4-47,4% pro absolutnickatrace. U jednotlivych
FA, které ngly zastoupeni &Si nez 0,1 Rel%, dosahovaly hodnoty RSD 4,5-
47,8% vs. 9,5-52,5% pro relativni zastoupeni (Red?4.4,0-42,0% vs. 14,3-
48,2% pro absolutni koncentrace. Zastoupeni jeidgodl FA i jejich skupin
podle nenasycenosti, vyjhych jako Rel% nebo jako absolutni koncentrace
v umol/l, se u obou metod liSilo, veétgine pripadh statisticky vyznam
Charakter zrén byl shodny pro relativni i absolutni koncentraéeo studium
biologickych soubar je tteba pouZivat pouze jednu z metod pro zachovani
kontinuity vysledK.

Kli¢ova slova: neesterifikované mastné kyseliny, chtografie, extrakce



Abstract

The determination of non-esterified fatty acids B in plasma is possible
by many routine biochemical methods. For more ttanetabolic studies it is
required to analyse the fatty acid (FA) profile eTHEFA profile determination
is usually performed by the capillary gas chromedpgy (GC), but the sample
preparation is not uniform. NEFA may be isolatedty extraction process or
by the preparative thin-layer chromatography (TLT})e aim of this study was
to compare these two separation procedures.

The samples of pooled plasma from volunteer domveese analyzed by
capillary GC after previous separation proceduraghgy TLC and the liquid-
liquid extraction. The results were compared bytthest for both the absolute
concentration of individual FA provided by the imtal standard (margaric
acid) method and the relative abundance (Rel%).

The reproducibility of the results was significgntetter for the liquid-liquid
extraction method than the TLC. The relative stamhdeeviations (RSD) of the
FA groups (unsaturated, monosaturated and polyatl)r were from 4.3 to
11.3 % vs. 8.6 to 33.8 % for the relative abundaarc®from 16.5 to 25.5% vs.
15.4 to 47.4% for the absolute concentration. FacheFA, which were
represented by more than 0.1 Rel %, RSD ranged 4&nto 47.8% vs. 9.5 to
52.5% for the relative abundance (Rel%) and fron® 1d 42.0% vs. 14.3 to
48.2% for the absolute concentration. The conctobtra (Rel% or absolute) of
the individual FA and the groups, which were isedbby both methods, were
significantly different in most cases. The charactechanges was same for
both relative and absolute concentrations. Finaihthe study is that, for the
biological files analysis, it is necessary to use @f the above described
methods for maintaining continuity of results.

Keywords: non-esterified fatty acids, chromatogsgm@xtraction
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1 Uvod

Mastné kyseliny (fatty acids, FA) jsouildzitou sloZkou vSech organism
véetre zivocichu, rostlin, hub a bakterii. Poprvé je isoloval franzsky chemik
M. E. Chevreul vroce 1818. V lidskéntled se vyskytuji ve formach
neesterifikovanych (nonesterified fatty acids, NBF#A. volnych (free fatty
acids, FFA), nebaastji v podoks estefi. Estery FA se &i podle bazické
slozky na fosfolipidy, mono-, di-, tri-acylglycesoa estery cholesterolu.

V lidském organismu se vyskytuji FA s délkeettzce s 2-36 atomy uhliku.
Mohou byt nasycené nebo nenasycené s1 az 6 dvojrsambami
(mononenasycené az vicenenasycené FA). Z hledisiséopového usgadani
se odliSuji cis a trans isomery nenasycenych FASiNa nenasycenych FA ma
dvojnou vazbu v poloze cis. Trans FA se vyskytwgpiiklad ve ztuzenych
tucich nebo miénych produktech (1-3).

Mastné kyseliny jsou zakladni slozkou dukkde tvdi estery s glycerolem,
tzv. triacylglyceroly (TAG). Triacylglyceroly mohoubyt ukladany jako
z&sobni zdroj energie v tukové tkani nebo sgiSpomoci lipoproteinové
lipazy v kapilarach a intracelularni hormon-senmiilipdzou v tukové tkani
na NEFA a glycerol. Po roz§teni tuki pomoci lipoproteinové lipazy jsou
NEFA reesterifikovany v tukovych likach a vznikaji TAG. Po rozgieni
tuki hormon-senzitivni lipdzou mohou byt NEFA uvithy do olghu a vyuzity
jako zdroj energie (4).

VeétSinu FA si lidsky organismus wipadt nedostateného pijmu potravou
dovede syntetizovat z acetyl-CoA. Zdrojem acetgAJe B-oxidace FA a
glykolyza, a tim je metabolismus FA navazan na bwtsmus sacharid
dvojné  vazby, probiha vcytosolu, v matrici mitonddi a
v endoplazmatickém retikulu. Odbouravani FA, nebdloxidace, probiha

v matrici mitochondrii (5).



N¢které FA si organismus wipad nedostatku nedovede sam vyita pak se
jedna o tzv. esencialni FA. Esencialnimi FA jsdadevsim polynenasycené
FA (polyunsaturated fatty acid, PUFA), jejichz pirvdvojna vazba se
vyskytuje na 3. nebo 6. atomu uhliku od methylovédomce. Esencialni
mastné kyseliny maji v organisniadu biologickych funkci, a proto musi byt
nezbytnou satasti kazdého jidelsku. Hlavnimi zdroji esencialnich FA
pro organismus jsou napslun&nicovy olej, mdské ryby, jadra sladkych
mandli, Ifné seminko a dalSi olejnata seminka (1).

Profil FA v organismu ma Uzkou souvislost s cetadou patologickych stéav
Dnes je jiz doke znamo, Ze nadbytek saturovanych FA a trans-neeaggh
FA prispiva k celéfadk onemocsini, které jsou souhrgnozna&ované jako
metabolicky syndrom. &které FA maji atherogeni a trombogeni potencial.
Naopak cis-nenasycené mastné kyseliny maji potzitlin na fyziologické
funkce organismu, n&p vyznamg snizuji riziko aterosklerézy a jejich
komplikaci. Mizeme se s nimi setkat i ve fafnpotravinovych dogpikt
vyuzivanych hlavés v prevenci kardiovaskularnich a metabolickych
onemoceni.

Pri feSenitady studii z oboru biologie a moderni mediciny jgn@ stanovit
profil FA v biologickych vzorcich, jako jsou napsérum nebo tk&nCasto se
profil FA stanovuje i v potravinach. Vedle stanov@notlivych lipidovych
téid je ¢asto teba analyzovat i profil NEFA. V séasné dob stanoveni NEFA
a ostatnich lipidovychiitd prochéazi velkym vyvojem. Vyzkumni pracovnici
hledaji nové postupy spljici nejen pozadavky tesnosti, spravnosti a
reprodukovatelnosti vysledk ale navic tyto techniky musi bytaso¥ a
Cilem mé diplomové prace bylo porovnat duané zisoby izolace NEFA z
krevni plazmy. Jedna se o metody tenkovrstevnéntdmmgrafie (thin layer
chromatography, TLC) a roglkbvaci extrakci (liquid-liquid extraction, LLE).
Po izolaraci NEFA ze vzorku byly jednotlivé FA stereny pomoci plynové
chormatografie (gas chromatography, GC) s plameimanim detektorem



(flame ionization detector, FID). U jednotlivych KB byla hodnocena
piesnost a reprodukovatelnost vyslédkzhledem ke zfsobu izolace.
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2 Teoreticka cast

V teoretické ¢asti prace jsem se zéfila na podrobny popis transportu,
struktury, nézvoslovi a metabolismu NEFA vyskytigic se v lidském
organismu. Déle je uvedeno jejich rélhi do skupin a je rozebran jejich vliv
na organismus. Nasledujigiast prace se zabyva tgwby stanoveni FA.
Jednotlivé zpsoby izolace FA jsou navzajem porovnany a jsou emggejich
vyhody a nevyhody.

Mastné kyseliny jsou monokarboxylové kyseliny. Dlefa znalost
mechanism, kterymi jsou NEFA v lidském organismu distribuaoya
skladovany nebo dale vyuzZity, je velmitlézita pro pochopeni nejen
fyziologickych, ale i patologickych stayjako je nap. Alzheimerova choroba,
obezita, diabetes 2. typu, dyslipidemie a ateroskke (6-8).

Mastné kyseliny fichazeji do organismu KHuz exogennich zdrbj nebo jsou
v organismu syntetizovany. Endogénisou NEFA syntetizovany hlagn
v jatrech, ktera sekretuji lipoproteinogéstice o velmi nizké hustofvery low
density lipoprotein, VLDL), jejichZz hlavni sloZkojgou TAG. Exogen# se
do organismu dostavaji NEFA'qvazié v podolg TAG z potravy. Ve sew
jsou TAG SEpeny pomoci lipaz na monoacylglyceroly a NEFA, &tgsou dale
vsttebavany do enterodytkde jsou ot syntetizovany na TAG, ty spaie

s bilkovinami a cholesterolem ftfo ¢astice chylomikrony, kterymi jsou
piendSeny do periferni krve. V periferii se VLDL aykdmikrony vazi
na endotel kapilar. Zatigun NEFA do tkani jsou zodp&né dva enzymy,
o kterych se psalo jiz vySe, lipoproteinova lip&zkapilarach a intracelularni
hormon-senzitivni lipdza v tukové tkani. V plaznmse NEFA vyskytuji

navazané na albumin (9).

2.1 Transport neesterifikovanych mastnych kyselin
Na obrazku 1 je zobrazen transport NEFA v lidskérganismu. Prvnim

krokem je uvoléni NEFA z vazby na albumin. Rovnovaha mezi navaaamo
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nenavazanou formou udrZuje stabilni koncentraci AlEfplazme. Druhym
krokem je transport z plazmy na povrchiky. Tyto kroky nejsou fimo

regulovany (4).

Mol

NEFA AC PL

Mitochondria
{oxidation) J
G3P @
A

sy,

&

Obr. 1. Schéma transportu NEFA (4)

Tretim krokem je translokace NEFA z &iné membrany. Za fyziologického
pH jsou NEFA pitomny bul’ jako aniont (A) nebo v protonizované form
HA. Ok¢ formy jsou ve vzdjemné rovnovaze. Mnoho hypotézdpoklada,
Ze protonizovana forma NEFA je schopniaghazet fes membranu difuzi.
Membrana je na obou stranach polarni, @eitvSak nepolarni. Proto mnoho
iontd vyZzaduje specialni proteinovéigmaSée. Lipofilni charakter NEFA
usnadiuje jejich transport i@s membranu; proto k transportu NEFA je
vyuzivan systém, ktery nevyzaduje Zzadny proteingignase. DalSim,
4. krokem, je navazani NEFA na acyl-CoA zé&asti acyl CoA syntazy.
Transport volnych NEFA i#gs membranu je mozny v obou &eth
membrany. Po navazani acyl-CoA jsou NEFA zablokgvanbuice a
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nemohou se jiz transportovatévhunky. V kroku 5 dochazi k desorpci NEFA
z povrchu membrany. Tento krok je limitovan malcazpustnosti NEFA
ve voE. Jejich rozpustnost klesa s délkdattzce. V kroku 6.A dochazi
k transportu NEFA do mitochondrii a kjejich oxidacTento krok je
ireverzibilni a probih& fiedevsim v jatrech a ve svalech. Krok 6B znAamr
transport acyl CoA do endoplazmatického retikulde Adochazi k tvokbTAG.

V tukové tkani jsou TAG ukladany a skladovany vpadiytech. V jatrech jsou
TAG naopak formovany do lipoprotéin

Koncentrace NEFA v plazénje velmi nizka, pohybuje se od 0,5 do 1,0
mmol/l, nekteri autdi hovari i o koncentraci nizsi, tj. od 0,4 do 0,8 mmol/l
(10).

NEFA mohou byt dale oxidovany, reesterifikovany,orgovany nebo
desaturovany. 8hem klidového stavu jsou oxidovany v jatrech a naydk.

Pri fyzické zatZi jsou oxidovany také v kosternim svalu (10).

Chemické slozeni, struktura a konformace FA awmlje jejich vlastnosti.
Koncentrace FA viznych formach jsou ve vzajemné rovnovaze, tzn. Ze
nedostatek nebo nadbytek ¢isého typu NEFA se odrazi i v jejich
esterifikované forra V dalSi kapitole se proto bude haowo obecr

o0 vlastnostech FA.

2.2 Rozdéleni a nazvoslovi mastnych Kyselin

Mastné kyseliny Ize dit podle riznych kritérii. Jak iz bylo uvedeno, &le se
vyskytuji bul’ v podol& esteru vazané nama glycerol, fosfoglycerol, alkohol,
sterol, sfingosin nebo jako volné FA&Nina FA, vyskytujicich se u vysSich
Zivocicht, ma sudy péet atonti uhliki od 2 do 24. Sudy get atont uhliku je
dan syntetézou z dvouuhlikovych jednotek. Dominiangou Fedevsim
kyseliny palmitovd, stearovd, olejovéa a linolova.

Mastné kyseliny mizeme dlit podle délkytetzce a podle ptiu dvojnych

vazeb. Nasycené FA¢lime podle délkyrettzce na kratké (short chain FA,
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SCFA), stedrg dlouhé (middle chain FA, MCFA), dlouhé (long chadtA,
LCFA) a velmi dlouhé (very long chain FA, VLCFA).eNasycené FAdime
podle p&tu dvojnych vazeb na mononenasycené (MUFA) a PUF&et
dvojnych vazeb u PUFA se pohybuje od 2 do 6. Dvojaaba jecastji

v poloze cis, kterd Zgobuje ohyb o 60 stip. Mérg ¢asta je konformace
v poloze trans (1).

Obecny vzorec FA ma tvar CN:p n-x, kde CN (carbamber) gedstavuje
pocet atond uhliku, p - pdet dvojnych vazeb, x — polohu prvni dvojné vazby
od metylové skupiny (n). Polynenasycené mastnélikysgsou podle polohy
prvni dvojné vazby od metylové skupinglehy na FAfady n-3, n-6, n-7 a n-9.
V tabulce 1 jsou fiklady mastnych kyselin pro jednotlivé skupiny.

Fyzikalni a chemické vlastnosti FA jsou velmi owkny délkou retézce,
piitomnosti a p&em dvojnych vazeb. Bod tani FA roste s délketézce
u nasycenych FA; jeho hodnota klesa u nenasycesyptitem dvojnych
vazeb. Vliv ma také konformace dvojné vazby. Konface cis zfisobuje
ohyb o 60 stujpi, coZ vede k neinnému zaplani prostoru a sniZzovani van
der Waalsovych interakci, tedy i k snizeni bodi.tRozpustnost FA ve véd
kles& s rostouci délkotettzce. Ri nizkych koncentracich jsou FA v roztoku
v podol¥ monomet, pii vySSi koncentraci tud micely. Do stedu micely jsou
FA orientovany hydrofobn¢asti, naopak whmicely jsou karboxylové konce.
Rozdily ve fyzikalg chemickych vlastnostech jednotlivych FA umoj jejich

separaci pomoci chromatografickych metod (5).
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Tab. 1: Rozdleni mastnych kyselin

Skupina Nazev CN:p
SFA SCFA octova 2:0
propionova 3:0
maselna 4:0
MCFA kapronova 6:0
kaprylova 8:0
LCFA laurova 12:0
myristova 14:0
palmitova 16:0
stearova 18:0
VLCFA arachova 20:0
behenova 22:0
lignocerova 24:0
cerotova 26:0
montanova 30:0
cis-MUFA olejova 18:1n-9c
palmitolejova 16:1n-7c
trans-MUFA elaidova 18:1n-9t
trans-vakcenova 18:1n-7t
PUFA PUFA n-3 a-linolenova 18:3n-3
eikosapentaenovéa 20:5n-3
dokosahexaenovéa 22:6n-3
PUFA n-6 linolova 18:2n-6
y-linolenova 18:3n-6
dihomoy-linolenovéa 20:3n-6
arachidonové 20:4n-6
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2.3 Syntéza a metabolismus mastnych Kyselin

Syntéza FA probih& z acetyl-CoA do palmitatu v sgta. DalSi prodluzovani
fettzce (elongace) probiha v matrici mitochondrii. Ksateiraci, nebo-li
zavadni dvojné vazby, dochazi v endoplazmatickém retik@rvnim krokem
pii biosyntéze FA de novo jefgmena acetyl-CoA na malonyl-CoA. Tuto
reakci katalyzuje enzym acetyl-CoA-karboxylasa. $fsdavnou funkci enzymu
je zapotebi gitomnost vitaminu biotinu a ATP. Zdrojem oxidu uitého je
hydrogenkarbonat, acetyl-CoA je dodavanpzoxidace FA a glykolyzy
sacharid. Syntéza probihd na multienzymovém komplexu, jejdoliem je
protein ACP (Acyl Carrier Protein). S&asti proteinu je aminokyselina
cystein, ktera obsahuje é&wsulfhydrylové skupiny (SH). Tento protein je
schopen se véazat thioesterovou vazbou na acetatalanan za dasti
acetyltransferazy a malonyltransferdzy. DalSim &k syntézy FA je
kondenzace acetylu-ACP a malonylu-ACP za katalgtickisobeni enzymu
B-ketoacyl-ACP synthazy a vzniku acetoacetyl-ACPtdtoto kroku nasleduje
redukce za &asti enzymup-ketoacylreduktazy ng-hydroxybutyl-S-ACP.
Tento produkt je dehydratovan enzym@nmydroxyacyldehydratdzou a déale
redukovéna,B-enoylreduktdzou. Nakonec jégmesen z centralni SH-skupiny
na periferni SH-skupinu. Cely cyklus se opakujgpgovanim dalSich
malonyl-CoA az do vzniku palmitatu. Poslednim knokeyntézy je uvoklni
FA z multienzymového komplexu (5).

Organismus je schopen zavést dvojnou vazbu nejbtide polohy A9.
Za katalyzy enzymem9 desaturdzou tak vznika z kyseliny stearové kyael
olejova a z kyseliny palmitové kyselina palmitol&o Desaturace je zobrazena
na obrazku 2 vodorovnymiarami (viz. obrazek 2). Elongace je namrsa
svislymi ¢arami snérem ze shora ddl Naopak p-oxidace je znazoema
svislymi ¢arami smdrem nahoru. DalSi dvojné vazby vznikajit8inou

v pentadienovém uspadani.
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Obr. 2: Schématické znazorgni desaturace a elongace mastnych kyselin

Polynenasycené FAfady n-6 a n-3 jsou v organismu syntetizovany
z matéskych FA. Tyto FA jsou ozravany jako esencialni. Pi@adu n-3 se
jedna o kyselinw-linolenovou a prdadu n-6 o kyselinu linolovou.

Syntéza PUFAfady n-9, n-6 a n-3 je sled oxittdch desaturaci a elongaci,
kterych se fastni stejné enzymy. Tyto enzymy se liSi pouzeitafink urité
fack; afinita je v pondru PUFA n-3: n-6: n-9 10:3:1(1).

2.4 Funkce mastnych Kyselin v organismu
FA plni v organismu mnoho atezitych funkci. Nasycené FA s kratkym
fettzcem, tzn. s 2 az 4 atomy uhliku (kyseliny octgw@pionova, maselna)

stimuluji praitok krve stevem, tvorbu hlenu a omezujist bakterii ve sew.
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Dale slouZzi jako zdroj energie pro enterocyty aokokyty. Mastné kyseliny se
strednimretézcem, tzn. 6 az 10 atomy uhliku (kyseliny kaprondwaprylova,
kaprinova) zvysuji klidovy energeticky vydej. Z tiib divodu se tyto FA
pouzivaji hlave pii Ié¢bé obezity.

Nasycené FA s dlouhyrfettzcem, s 12 az 18 atomy uhliku, maji vyznamny
aterogeni i trombogeni potencial (11). Aterogenfepoidl ma pedevsim
kyselina laurova, myristova a palmitova. Trombogpatencial ma kyselina
myristova, palmitova a stearova. Pro vipb aterogeniho a trombogeniho

indexu slouzi nasleduijici vzorce:

_ 41d4:0)+c(16:0)
Al =
c(PUFAN-6)+ c(PUFAN-3)+ c(MFA)

d14:0)+c(16:0)+c(18:0)
0,5[¢(MFA)+ 0,5[¢(PUFAN- 6)+ 3[¢(PUFAN-3)+

Tl =

c(PUFAN-3)
c(PUFAN-6)

kde Al je aterogeni index, Tl trombogenni index g &koncentrace pro FA
uvedené v zavorce. Tyto kyselinyfeplstavuji 80-90 % nasycenych FA
piijimanych potravou. Nejzn&fsim potravinovym zdrojeméthto FA je
nap. cokolada, maslo nebo sadlo.

Nasycené FA s velmi dlouhyietzcem, tzn. s 20 az 30 uhliky (rfapyselina
arachovd), se vyskytuji vdfitelné koncentraci u osob s vrozenymi poruchami
metabolismu (11).

Cis-mononenasycené FA, meziZznpati nagiklad kyselina olejova, snizuji
koncentraci LDL¢astic a zvySuji koncentraci HDL (high density lipogin).
Dale zvySuji odolnostéthto lipoproteinovychéastic vaci lipoperoxidaci.
Castice LDL genaseji cholesterol do cév, kde dochazi k jehoovsed a

vzniku aterogenich plét Castice HDL naopakignaseji cholesterol z periferie.
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ZvySovani pordru mezi HDL a LDL ma fiznivy vliv na ischemickou chorobu
srdeni. Cis-mononenasycenné FA maji také vliv na sniZgregability
trombocyfi. Zdrojem &chto FA je hlav olivovy olej, jadra sladkych mandli a
liskovych d@iski (1).

Trans-nenasycené FA v lidské plazpochazeji fevazri z exogennich zdrdj
Jsou to naiiklad kyseliny elaidova a vakcenova. Vyskytuji siedevsim
v masle a margarinech. Tyto FAi®obuji vyznamnytst LDL ¢astic a snizuji
tvorbu HDL, proto maji vysoky aterogenni potencilitori uvacji, Ze trans-
nenasycené FA #pobuji rozvoj ischemické choroby stté vice nez
nenasycené FA (11).

Jak jiz bylo uvedeno vySe, vorganismu se syntgtizoenasycene
FA zavedenim dvojné vazby do kyseliny stearové mehmitoveé v poloze\9.
Timto zpisobem vznikaji kyseliny olejova a palmitolejova.d¢lina olejova
muze byt dale desaturovana v polas®na kyselinu cis-6,9-oktadekadienovou,
potom elongovana na kyselinu cis-8,11-eikosadienogota desaturovana
v poloze A5 na kyselinu cis-5,8,11-eikosatrienovou, ktera tnaalni nazev
kyselina Meadova (12) podle svého objevitele, \ordaek 2. Tato FA se tio
piedevsim fi dlouhodobém nedostatku esencialnich PUFA. Pligdy n-6 se
vyskytuji ve sluné&nicovém oleji, maku setém¢erném rybizu a v oleji
z hroznovych jadérek. PUFfady n-3 se vyskytuji v Bném seminku¢erném
rybizu a v séjovych bobech. PUFA maji antiaterogeantitrombogenidinek,
pusobi na regulaci krevniho tlaku a metabolismus ndiie Maji vliv
na fluiditu membran, na hladinu krevnich lipich lipoproteiri, (Castni se
modulace eikosanaig zvySuji inzulinovou senzitivitu, &ni rozloZeni tuku
viéle a velikost adipocyt V experimentalnich studiich byl prokazan
antioxid&ni a antikancerogenni ¢inek konjugovanych FA. Mezi FA
s konjugovanym systémem dvojnych vazeb tipdtonjugovana kyselina
linolova. Fyziologicka hladina PUFA v lidském orgemu je velmi dlezita a
swtova populace se obecmelmicasto potyka s jejich nedostatg/m pijmem

potravou, a proto se velmasto nizeme setkat s potravinovymi dégy, které
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je obsahuji. Tyto iipravky se wtSinou prezentuji jako vhodna prevence
kardiovaskularnich onemo&ni a metabolickych onemogmi (13).

Nenasycené FA s 18 az 20 atomy uhliku jsou prekyrzskosanoid,
tj. prostaglandif, leukotriei a tromboxaf. Eikosanoidy ovliviuji bunky,
kterymi jsou syntetizovany a takérilphlé buiky. Jednd se o kyselinu
arachidonovou, eicosapentaenovou a kyselinu dihgmolenovou (14).
Mastné kyseliny se vyskytuji ¥le i v celérad esteil. V podole TAG, tuka,
jsou nejvydatsSim zdrojem energie. Bohatymi zdroji energie jSAUCFA,
LCFA a MCFA. Zaroveé slouzi jako tepelna a mechanicka izolace. Hydnoifob
charakter tult usnaduje transport a vietbavani skterych lipofilnich latek
(vitamin A, D, E a K). Mastné kyseliny jsou daleugasti fosfolipidi, které
tvoii buré¢né membrany. Jejich slozeni owliyje silu a propustnost
membrany. Fluidita membrany stoupa s rostoucinttgmo dvojnych vazeb
v konformaci cis. Naopak ifffomnost FA s nasycenyntettzcem nebo
s dvojnou vazbou v poloze trans fluiditu snizujg)(1

FA se dale ¢astni chemické struktury druhych piosl ovliviwuji jejich funkci.
Ucastni se acylace protéinktera usnadni jejich ukotveni do inych
membran a zimni jejich aktivitu. Dale se dastni genové transkripce a jsou
substratem lipoperoxidace (11).

ZvysSena koncentrace NEFA dZe negativa ovlivnit strukturalni stabilitu
cytoplazmatickych membran, cozuage vést k vzniku arytmii. Také ihe
ovlivnit funkci membrany trombocyt a vést k protrombogennimu efektu

z alternativni aktivace koaguiai kaskady.

2.4 Stanoveni neesterifikovanych mastnych kyselin

Pro stanoveni NEFA bylo vyvinuto a publikovano maommetod. Prvnim
krokem stanoveni NEFA je jejich izolace od dalSlipidovych tid vzorku.
Ktomuto ®&elu se pouZzivaji néasledujici techniky: preparatiiiC nebo

HPLC, extrakni metody — LLE nebo extrakce na pevné fazi (splse
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extraction, SPE) (16). Vifpac, Ze pro provaghou biologickou studii je
izolace na jednotlivé lipidové&itly nedostaiend, I1ze NEFA vzorek daleslit
pomoci chromatografickych metod na nasycené, neeagy pipadre

i na tizné isomery NEFA. V ziskanych vzorcich Ize stan@sjich celkovou
koncentraci. V modernim vyzkumu se v3&ksgji pro jejich hodnoceni
vyuzivAd molarni zastoupeni (profil 20-26 FA). Prtar®veni celkovych
plazmatickych NEFA se n&stji pouZzivaji spektrofotometrické a tithai
metody, které byly popsany Dolem a spol. jiz v rd@56 (17,18). Tento
zakladni postup od této doby proSel rozsahlym \gwoj

Jednotlivé NEFA B chromatografickém stanoveni Ize identifikovat poarin
retertniho ¢asu a koeficientu ekvivalentni délketzce (equivalent chain
length, ECL), ktery je  pouziti dané kolony pro NEFA charakteristicky.
V mnoha pipadech nesta stanovit celkové mnozstvi NEFA ve vzorku, ale je
potreba stanovit koncentrace jednotlivych NEFA neboiclej relativni

zastoupeni.

2.4.1 Izolace

Preparativni tenkovstevna chromatografie

NejstarSi a népstji publikovanou metodou izolace je TLC (19, 20)jiJe
vyhodou je roz8leni vzorku na vice lipidovychit. V literatie se uvadi, Ze
pii pouziti izolace vzorku na silikagelu s mobilni zifa heptan:diethyl
ether:kyselina mravei (80:20:2) se vzorek rozll na estery cholesterolu,
TAG, NEFA, cholesterol, 1,3 diacylglyceroly, 1,2 adylglyceroly,
monoacylglyceroly a fosfolipidy (21). Touto metoddze ziskat vSechny
lipidové tidy. Lipidovou tidu Ize z desky izolovat a dal€lid na jednotlive
slozky za jinych podminek. V literatl je uvedena izolace methylestdrA
na silikagelu impregnovaném 10% Agh@/v) pii pouziti mobilni faze hexan
a diethylether vposrtu 9:1 na nasycenné, trans-mononenasycenné, Cis-
mononenasycenné a dinenasycenné FiAuptaw poneru slozek mobilni faze

na 2:3 dochazi naopak kizolaci vicenenasycenych ¥$#hodou tohoto
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postupu je izolace cis a trans isofhekteré je obtiz&Si dosahnout metodou
GC-FID z celkovych FA (22).

Extrakce

Mezi dalSi zfisoby izolace pé&t extrakce (23). Tato metoda nefasow
narana. Nevyhodou rozdlovaci extrakce je moznost ziskani pouze 2 frakci a
to esterifikovanych FA a NEFA.iPextrakcich dochazi k postupnym ztratam
vzorku, a proto je nizka v§Znost.

Nejcastji se v sodasné dob pouziva isolace NEFA ze vzorku pomoci SPE
Je vhodna viipadt analyzy vice lipidovychiid z jednoho vzorku. V literata

se nejastji uvadi izolace lipidu plasmy na 4 frakce, tj. fasdylcholin,
triacylglycerol, NEFA a estery cholesterolu (24)k{praiznym sériim extrakci
muzeme ze vzorku ziskat vSechny lipidoyiély podobg jako u metody TLC.
Vyhodné je, Ze zde nedochazi ke ztratam polyneeaygt FA kuli jejich
oxidaci po vystaveni vzduSnému kysliku jako v meétollC. Burdge a
spolupracovnici (24) porovnali metodu TLC a SPEokél. Pro metodu TLC
uvadji variani koeficienty pro kyselinu palmitovou 14 %, steayo 16,5 %,
olejovou 6,7 %, a linolovou 11,8 %. Pro izolaracnmci SPE kolonek je
variani koeficient pro kyselinu palmitovou 2,5 %, stearo 7,8 %, olejovou
4,0 % a linolovou 6,4 %. Z toho vyplyva, Ze metqaauZivajici SPE kolonky

je vyrazr presrgjsi.

Preparativni kapalinova chromatografie

K separaci vzorku lze také pouzit vysokiminou kapalinovou chromatografii
(HPLC) kombinovanou s UV detektorem nebo detektomazptylu svtla.
Pouziti mobilni faze se pak odviji od typu deteltd?ro separaci FA Ize pouZit
I iontové vyménou chromatografii s navazanymi iontyibta na stacionarni
fazi. V tomto gipact dochazi k dleni vzorku FA podle piiu, geometrie a

polohy dvojné vazby. V literata (22) je popsana metoda s kolonou o délce 25
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cm; jako mobilni faze byl pouzit gradient 2 slozek dichlormethan -
dichlorethan (1:1) a4 slozek dichlormethan — diokthan — acetonitril —
methanol (47:47:3:3). V této metbdosSlo k separaci vzorku na nasycené FA,
trans-mononenasycene, cis-mononenasycene, diemgny trs tetraeny a

pentaeny s hexaeny.

2.4.2 Stanoveni celkovych neesterifikovanych mastnych kyselin
Celkové NEFA lze stanovit pomoci spektrofotometyidk metod (26, 27).
Principem stanoveni je sled enzymatickych reakciniPreakce se dastni
NEFA, adenosin-5-fosfat (ATP) a CoA jako vychozitkia Reakce je
katalyzovana enzymem acyl-CoA syntetazou. Prodtétty reakce jsou acyl-
CoA, adenosin-5-monofosfat a pyrofosfat. Acyl-Codaguje s kyslikem za
piitomnosti acyl-CoA oxidazy zavzniku enoyl-CoA argedu vodiku.
Peroxid vodiku dale reaguje s 2,4,6-tribrom-3-hygrbenzenem a 4-
aminoantipyrinem za dasti peroxidazy. Vysledkem je€ervert zbarveny
produkt, ktery lze stanovit spektrofotometrickyi 46 nm. Z Lambert-
Beerova zakona je pak vyggena koncentrace NEFAiphodnot absorgniho
koeficientu pro tuto vinovou délku 19,3 |-mnfetni’. Tato metoda je

experimentalé velmi nenarona.

2.4.3 Derivatizace

DalSim krokem stanoveni profilu FA je derivatiza@8). Vzorek je mozné
derivatizovat bd’ na methylester nebo ethylester. Ethylestery melgiclgni
¢as, ale mensi toxicitiinidel. Neesterifikované FA Ize také analyzovat
bez derivatizace, ale zhorSi se jejich sefdravlastnosti. V literatte je
publikovano ®kolik metod slouzicich k methylaci NEFA. Reakce hpha
za kyselé katalyzy pomoci acetyl chloridu, fluoriduboritého,

methylchloromrave¥anu nebo kyseliny sirové (29, 30).
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2.4.4 Plynova chromatografie - identifikace a kvantifikace

Plynovd chromatografie je technika pouzivanaigeatifikaci i stanoveni FA
ve vSech izolovanych lipidovychridach etne NEFA. V dneSni dob jsou
dostupné vysoce kvalitni kapilarni kolony, kteréadji analyzovat i velmi
komplexni smisi. Volba kolony je proto pro separaci FA ve vzorKEFA
dulezita.

Na nepolarni kolot se @li FA podle bodu varu. Na této kolére ckleni
nedokonalé. fednosti eluluji z kolony nenasycené FA a posléze nasycené.
Na stedreé polarni kolo® dochazi k deni podle poétu uhliku a pétu
dvojnych zazeb. Rostouci délkettzce a zvySujici se pet dvojnych vazeb
prodluZuje retetni ¢as. Délka kolony je okolo 30 riiasy analyz se pohybuji
od 50 do 80 minut. Tentéas je zhruba polo¥ni nez v pipads vysoce polarni
kolony. DalSi vyhodou této stacionarni faze jeShigdizovaci cena a delSi
Zivotnost kolony. BohuZel timto postupem nelze oxak trans a cis isomery
FA, jejichZz stanoveni jetdezitée viad studii. Na vysoce polarni kolénsou
FA déleny predevSim podle jejich polarity. Délkatizce i vtomto pipad
prodluzZuje retetni ¢as, trans izomery jsou eluovanied odpovidajicimi cis-
formami. Délka kolony je 60 az 100 m a doba anal§@yaz 150 minCas
analyzy je ovlivin u obou kolon fitomnosti cholesterolu ve vzorku, ktery ma
vysokou retenci (31).

K ovéreni dostatéené &innosti izolace sledujeme na kototev. kriticky par.
Pro stedre polarni kolonu se jedna o FA 18:1n-9 a 18:1n-7r@ molarni
kolonu 20:0 a 18:3n-3. Jako mobilni fazi Ize poundlium nebo vodik. Vodik
ma nizsi péizovaci naklady a poskytuje lepsi separaci, alede nebezpgé
vzniku taskavé srisi se vzduchem.

NejcastjSim pouzivanym detektorem je FID; je to neselelktidetektor a
s vyjimkou velmi malych organickych sléenin je schopen detekovat t&m
vSechny sloteniny obsahujici uhlik. S rostoucimdem uhliki roste odezva
detektoru. Odezvu nedav&tsina anorganickych plyna par. Principem

detektoru je ionizace vzorku v kysliko-vodikovémarmkni. VVzorek je fiveden
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do detektoru v plynné fazi v proudu nosného plyue je ionizovan a vzniklé
ionty zvySuji vodivost mezi elektrodami. Vyhodou teldoru je Siroky
dynamicky linearni rozsah (32).

DalSi alternativou je pouziti hmotnostn spektrometrického (mass
spectrometric, MS) detektoru (33). Tento detekttingse ¢asovou Usporu,
protoZe neni nutnéekat na uvoléni cholesterolu z kolony. Nehrozi, Ze by
cholesterol interferoval v dalSi analyze. Nevyhod#8 detektoru jsou velké

porizovaci naklady (34).

Kvalitativni a kvantitativni analyza

Ktémto (elim se najastji pouziva detekce MS a FID. Kvantitativni a
kvalitativni analyza NEFA pomoci hmotnostniho spaktetru pesahuje
ramec této prace. Dale se proto zabyvam stanoverampouZiti FID.
Pro identifikaci FA se vyuZiva veélna ECL. Pro saturované FA je ECL déan
poétem uhlikovych atorfn FA. Pro nenasycené FA se ECL musi @ste
z grafu, ktery je sestrojen ze zavislosti log réteno ¢asu (RT) standatd
saturovanych FA na jejich ECL, jak ukazuje obra3eK ekvivaleni mizeme
odegiist, zda za danych podminek dochazelo k separacefid{ent je
charakteristicky pro kazdou FA na dané keéldB5). Na ECL ma vliv také
poloha dvojné vazby. Na obrazku 4 je tato zavistosizorgna pro synteticky
piipravené izomery FA 18:1. Data jsoutepzata z literatury (36). FA byly
separovany na kolénCarbowax. Abychom mohli FA povaZovat za siéué,
je nutné, aby rozdil ECL byl vice nez 0,2. Pro WgioECL se pouziva

nasledujici vzorec:

ECL = (RTx - RTn)/(RTn+i - RTn) + n

kde index x pdt sledované FA, indexy n a n+i standarg které jsou

elulovany ged a po sledované FA.
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Obr. 3: Ekvivalentni délka ietézce pro nenasycené mastné kyseliny
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Obr. 4: Zavislost polohy dvojné vazby kyseliny 18:1ha ekvivalentni délce

retézce
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Koncentrace FA je usma ploSe fislusného piku v chromatogramu.
Pro stanoveni absolutni koncentrace Ize pouZibiahi piimku — zavislost
ploch piki jednotlivych sloZzek na koncentraci dané latky, které Ize pak
odetist koncentraci vzorku. Vice pouZivanou metodoupijelani vnitniho
standardu do vzorku. Do vzorku siéda arteficielni FA, ktera neni ve vzorku
bézne¢ pfitomna, o znamé koncentraci. Pr@&které analyzy je podstatné
relativni zastoupeni FA nebo dokonce relativni aagéni nasycenych a
nenasycenych FA. Jednotlivé mastné kyseliny newajvadtejnou odezvu
detektoru pro stejnou koncentraci, proto je nutoé@zft korekniho faktoru
(relative response factor, RRF). Jako #miitstandard pro stanoveni FA se
negastji pouziva kyselina margarova (17:0) (37) a nonateka (19:0) (38).
Pro stanoveni PUFA byla pouzita i kyselina dokasatva (22:3n-3) (39),
trikosanova (23:0) a nervonova (24:1n-9) (40). iat teoretickych hodnot
RRF potvrdili Bannon a spolupracovnici (41) na adklanalyzy FA ped a
po hydrogenaci, a dale Eder a spolupracovnici (8@vnanim #iznych
injekénich technik. Slozeni FA jeé&t8inou vyjadovano pomoci relativniho
zastoupeni wené podle podilu plochy piku z celkového &au vsech
hodnocenych pik Ménrg praci pouziva absolutniho stanoveni koncentrace FA

vztazené k objemu plasmy nebo hmotnosti izolovari@iau (42).

27



3 Cil prace
Cilem prace bude optimalizace dvauzmych zmgisoh izolace NEFA z krevni
plazmy a tyto metody porovnat. Jedna se o metody dlrozdlovaci extrakci.
Po izolaci NEFA tyto jednotlivé FA stanovit pomo@IiC-FID. Koncentrace
NEFA vyjadit jako relativni zastoupeni jednotlivych FA a jaladsolutni
koncentrace s pouZzitim metody vniho standardu. U jednotlivych NEFA
vyhodnotit gesnost a reprodukovatelnost vyslédkzhledem ke zjsobu
izolace. Statistické zpracovani vyslédpovézt t-testem. Pomoci regresnich
zavislosti ukit korelatni koeficienty stanovovanych mastnych kyselin.

Sledovat vliv pétu dvojnych vazeb naffpadné ztraty v gibéhu izolace.
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4 Experimentalni cast

4.1 Reagencie a laboratorni vybaveni

Laboratorni Uprava vody Direct Q 3 UV, MilliporeraPa,CR

Multifunk¢ni centrifuga Megafuge 16/16R, Thermo Scientifi§AJ

Analytické vahy Sartorius Analytic AC 120 S, SRN

Plynovy chromatograf (Trace GC) s autosampleremefffie Finnigan AS
2000)

Kapilarni kolona CP-select FAME 100 m x 0,25 mmMBrian

Vakuova komora (cole parmer, SRN)

Isooktan (Sigma, pro HPLC, USA), acetonitril (Signgao HPLC, USA),
kyselina $avelova (Sigma p.a., USA), methanol (Sigma, pro @PUSA),
hydroxid draselny (Sigma, p.a., Francie), dimettyfeopyrimidin (Sigma,
ReagentPlus, USA), dichlormethan (Sigma, p.a. USAgthylchloroformiat
(Sigma, ReagentPlus, Marsko), kyselina chlorovodikova 35% (Penta, p.a.,
Cesk& Republika), hexan (Sigma, p.a. USA), heptagn(& p.a. USA), 99%
kyselina octova (Penta, p.&eska Republika), kyselina sirova (Penta, p.a.,
Ceska Republika), diethylether (Sigma, p.a. USAgndard FA C 17:0

deska 20x20 cm s nanesenym silikagelem, chromdicigtavana, UV lampa
Folchovocinidlo bylo pripraveno z methanolu a dichlormethanu (1:2) (19)

4.1 Izolace

Pro stanoveni NEFA bylo celkem pouzito 9 viodmisného séra, kazdy z
nich byl rozélen na 6 alikvai po 1 ml. V prvnich 3 alikvotech byly NEFA
izolovany extrakni metodou, v dalSich 3 alikvotech byly izolovangtodou
TLC.
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4.1.1 Extrakc¢ni metoda

Reagerini roztoky

Srézeci roztok: 0,5 % roztok kyselinjagelové v methanolu + acetonitril (2:1
vIv).
Reextrakni roztok: acetonitril + 1 % vodny roztok KOH (9uv).
Katalyzator: 1 g dimethylaminopyridinu v 0,75 ml tm&nolu, 0,75 ml
dichlormethanu a 8,5 ml isooktanu.
Esterifikatni ¢inidlo: isooktan a methylchloroformiat (9:1 v/v).
Trepaci roztok: 0,8 ml koncentrované HCI + 10 ml vody
Vnitini standard: zasobni roztok: 10 mg FA C 17:0 v 1sabktanu.
pracovni roztok: 100 pl zasobniho roztoku + 9,9sobktanu

(vysledna koncentrace 156 pmol/l).

Pracovni postup

Do zkumavky bylo odpipetovano 250 ul standardu F&V:0 o koncentraci
1,56 pmol/l a 1 ml séra. K vzorku bylyigany 4 ml isooktanu a 3 ml sraZzeciho
roztoku. Vzorek byl 15 s mixovan laboratornim meer, poté centrifugovan 4
min pii 1500 ot&ek/min. Supernatant byl odebran do dalSi zkumavikyls

k nému pidany 3 ml reextrainiho roztoku. Vzorek byl michan 15 na wortexu.
Supernatant byl odstram. Dale byl vzorek promyt 2-krat 2 ml isooktanu.
Supernatant byl ap odstragn. Ke vzorku byly pidany 2 ml katalyzatoru a 1
ml esterifik&niho ¢inidla. Vzorek byl mixovan 15 s az do dgfeni. Po jedné
minui stani byl vzorek 3x promyt 2 mkepaciho roztoku. Do odpadu se
vylévala vzdy spodni vrstva. Po poslednim promgissipernatant nechal
vysusSit pod proudem N Vzorek byl b’ pouzit k dalSi analyze, nebo
uskladrén pri -20° C.

30



4.1.2 Izolace tenkovrstvou kapalinovou chromatografii

Reagerini roztoky

Pro extrakci celkového lipidu jsme jako exitak smés pouzili Folchovo
¢inidlo dichlormethan-methanol 2:1 (19). Jednotliipidové tidy byly
izolovany pomoci TLC s mobilni fazi heptan-diethlglr-kyselina octova
80:20:1.

Pracovni postup

Do zkumavky byl odpipetovan 1 ml vzorku plazmy &35l standardu FA
C17:0 o koncentraci 156 umol/l. Dale bylédano 15 ml Folchov&inidla.
Vzorek byl 20 minut #epdn na iepace a poté zfiltrovan do dalSi
chromatografické nadobky. Zkumavka byla vyplachrdutal Folchov&inidla.
Poté byl filtr&ni papir proplachnuty 2-krat 1 ml Folchovmidla. K filtratu
bylo piidano 5 ml vody. Vzorek byl prigpan a centrifugovan 5 mirid500
ota&kdch za min. Spodni vrstva byldepesena do zkumavky a vysusena.
Vzorek byl skladovaniip-20°C do dalSiho zpracovani.

Deska s nanesenym silikagelem byla aktivovana arsti$ii teplog 110 °C

po dobu 30 minut. Bylaipravena mobilni faze o slozeni 80 ml heptanu 20 ml
diethyletheru a 1 ml kyseliny octové a nalita doochatografické vany. Vana
byla uzawena a hodinu ekvilibrovana, aby se ustavila rovhavanezi
kapalinou a parami mobilni faze. Vzorek byl rozposv 200 ul roztoku
ptipraveného z hexanu a methanolu (1:2). Po zchladiesky giblizné na 50

°C byl vzorek nanesen na desku. Deska byla viodemahromatografické
vany. Po dosaZzeni mobilni faze cca 2 cm pod homknmajem byla deska
vyjmuta a vloZzena do vakuové komory. Po vysuSena Hyakce NEFA
identifikovana pod UV lampou, ohraeina jehlou a Spachtli seSkrdbnuta do
zkumavky. Do zkumavky byl odpipetovan 1 ml methand 0,1 ml
koncentrované kyseliny sirové. Vzorek byl ponechdodinu ve tnd.

Po inkubaci byly fidany 2 ml hexanu a vzorek byl 3-krat promyt vodou.
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Vrchni vrstva byla odebrana a vysuSena. Vzorek diylchromatografické
analyzy skladovanip-20° C. Takto skladovany vzorek je stabilni pdodo

nejmeért 6 nesial.

4.2 Stanoveni profilu mastnych Kyselin plynovou

chromatografii
Vzorky NEFA pipravené obma zmisoby izolace byly dale analyzovany
pomoci GC-FID. Kolona byla vyfvana na teplotu 80° C, injektor na 250° C a
detektor na 270° C. Teplotni gradient byl prograémowasledowh posateni
teplota 80° C po dobu 1 min, vzestup teploty 4° i@/ma 120° C, potom
rychlosti 2° C/ min do 270° C; tato teplota bylaialana na kolahpo dobu
25 min. Celkovycas analyzyinil 111 min. Poté byla kolona zchlazenaitzp
na80° C. Vzorky byly rozpudty v50 pl heptanu a umishy
do automatického davkotma. Chromatogramy byly vyhodnoceny programem
Clarity od firmy DataApex. Bylo vyhodnoceno 20 NER&iz tabulka 2).
Statistické zpracovani vyslefikylo povedeno t-testem.
Relativni zastoupeni jednotlivych FA v Rel% bylgpayteno na zaklatlploch
piki, absolutni koncentrace byly vyhodnoceny metodoitivimo standardu

podle vzorce:
G = asX Ai/Aisx RRFR7.6"
kde index i se vztahuje k parametr dané FA, index IS k paramétn

vnitiniho standardu, c je koncentrace (v umol/l), A fechba piku, RRE
korekéni faktor FA 17:0 (viz tabulka 3) (31).
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Tab. 2: Seznam hodnocenych mastnych kyselin

Vzorec | Systematicky nazev Tr,|V|aIn| Zkratka
nazev

14:0 Tetradekanova myristova

16:0 Hexadekanova palmitova PA

16:1n-9 | cis-7-hexadecenova

16:1n-7 | cis-9-hexadecenova palmitolejova POA

17:0 Heptadekanova margarova

18:0 Oktadekanova stearova SA

181t trans-oktadece'noyé

(snmes polohovych izomé)

18:1n-9 | cis-9-oktadecenova Olejova OA

18:1n-7 | cis,cis-11-oktadecenova vakcenovd

18:2n-6 | cis,cis-9,12-oktadekadienova linolova LA

18:3n-6 | cis-6,9,12-oktadekatrienova y-linolenovd |GLA

18:3n-3 | cis-9,12,15-oktadekatrienova a-linolenova |ALA

20:0 eikosanova arachidonova

20:1n-9 | cis-11-eikosenova gondoova

20:2n-6 | cis,cis-11,14-eikosadienova

20:3n-6 | cis-8,11,14-eikosatrienova Q|homoy-, DHGLA
linolenova

20:4n-6 | cis-5,8,11,14-eikosatetraenova arachidonp&A

22:5n-6 | cis-4,7,10,13,16-docosapentaenova DPA;

22:5n-3 | cis-7,10,13,16,19- dokosapentaenpva DPA

22:6n-3 | cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenéi#padonova | DHA
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Tab. 3: Hodnoty korekénich faktori

CN | C=C| MWka | MWeave | % C | RRRz7g

8 0 144.212 158.239 60.72 1.18P
10 0 172.266 186.293 64.47 1.1183
12 0 200.320 214.344 67.24 1.06)/
14 0 228.373 242.400 69.37 1.03b6
14 1 226.357 240.384 69.9% 1.02p
16 0 256.427 270.454 71.06 1.010
16 1 254 .411 268.438 71.59 1.008
17 0 270.454 284.48(0 71.78 1.000
18 0 284.480 298.507 72.43 0.9911
18 1 282.465 296.491 72.92 0.984
18 2 280.449 294 .474 73.42 0.978
18 3 278.433 292.460 73.92 0.971
18 4 276.417 290.444 74.44 0.964
19 0 298.507 312.534 73.02 0.983
20 0 312.534 326.561 73.56 0.976
20 1 310.518 324.545 74.02 0.97D
20 2 308.502 322.529 74.48 0.964
20 3 306.487 320.513 74.95% 0.95B8
20 4 304.471 318.498 75.42 0.95p
20 5 302.455 316.482 75.9( 0.94p
21 0 326.561 340.588 74.06 0.96P
22 0 340.588 354.614 74.52 0.963
22 1 338.572 352.599 74.94 0.958
22 2 336.556 350.583 75.37 0.95p
22 3 334.540 348.567 75.81 0.94y7
22 4 332.524 346.551 76.2% 0.941
22 5 330.509 344.535 76.7( 0.93pb
22 6 328.493 342.520 77.15% 0.93D
24 0 368.641 382.668 75.33 0.953
24 1 366.625 380.652 75.73 0.94B

CN - paet atonti uhliku, C=C - péet dvojnych vazeb, MW- molekulova
hmotnost, FAME — methylester FA, RRF- kotgakfaktor

a — vahové procento aktivnich uhlikovych atofRAME)

b — RRF7:0= %G7.0/ %G
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5 VysledKky a diskuze

Metody izolace NEFA jsmeipvzali z literatury (19, 23). Jedna se o metodu
TLC a metodu extrakce kapalina-kapalina. Technifdy loptimalizovany, aby
znamé chyby byly minimalizovdny a byly pouzitelné dastupnych
podminkach laborate. Z literatury znamym nedostatkem metody TLC byly
ztraty PUFA vlivem oxidace. P extrakini meto@& jsme pouzivali vysoce
polarni kolonu na rozdil od Huska a spol. (23)rkigouzival stedreé polarni.
Optimélni podminky izolace NEFA extrakci kapalirapklina jsme ao¥fili
metodou TLC.

V dalSi ¢asti prace srovnavame ®lmetody izolace NEFA. Ziskané hodnoty

statisticky vyhonocujeme t-testem.

5.1 Uprava laboratorniho procesu

Izolace NEFA metodou TLC po i@dchozi extrakci celkového lipidu
dle Folche (19) je dlouho znaméa a &&ena metoda; je také znamé riziko
rozkladu NEFA na tenké vrsty kde je malé mnoZstvi vzorku rozpr@sté
na pomérné velké ploSe. Toto riziko jsme se snazili zmensieim desek
ve vakuu. Po izolaci NEFA od ostatnich lipidovyéhd tbylo nutné volné FA
esterifikovat na methyl estery. Rasn i esterifikace NEFA methanolem
za @Fitomnosti kyseliny sirové, ktera vaze reakci vamikiodu, je ostdéena a
finanéné nenargna. V této metogljsme neudali prakticky Zadné zimy.
Extrakini metoda (23) je ve srovnani s metodou TLC jeram merk casow
narana, v laboratornim procesu jsme vSak museliélaid Upravy.

V katalyzanim roztoku je fitomen dimethylaminopyridin, ktery je na vysoce
polarni kolork eluovan v &sné blizkosti kyseliny stearové a rusi jeji stambve
Pfi jednom promyti reaini snesi trepacim roztokem tstava jehocéast
ve vzorku, proto jsme get protepavani zvysili narii Na obrazku 5 je uveden
chromatogram vzorku stanovovanych NEFA fislavkem
dimethylaminopyridinu.
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V publikované meto& kterou jsme fevzali (23), tohoto kroku nebyldeba,
protoZe auth pouzili stedre polarni kolonu, na které je dimethylaminopyridin

eluovan po kyseli laurové (myristovou) a stanoveni neni ruseno. @den

analyzy ukazuje obrazek 6.

00-
18:1n-9
|'I|
LT .
17:0
L] [ |
g I '
E I!| .I |
]
- I | 18206
1 | | '.
| | 80 | | I
| ; : | |17 f
100+ II' | 16:1n-7 I! ‘ DMP.PI"i I! | 11
I'I | 16:1n-8 .'I I !.-L;" I 1311tll '-'l .' '
| f f ol [ Bl [
ﬂ-“' —n—'ll —-u".n-'ull I\_.-H-._u‘ll Lk I__,.— e I\__'_H_‘
% 5 60 82 61 & 63
Time [min]

Obr. 5: Vyiez chromatogramu mastnych Kkyselin s§davkem

dimethylaminopyridinu na vysoce polarni kolorg
DMAP-dimethylaminopyrimidin

Separani podminky: nastik 1 pl z 50 pl vzorku sgidavkem

dimethylaminopyrimidin, teplota: kolona 80° C, ikjer 250° C, detektor 270
C. Teplotni gradient: 80° C 1 min, 4° C/min na 1ZQ°2° C/ min do 270°
po dobu 25 min, vyhodnoceni chromatogramu progran@amity od firmy

DataApex.
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Obr. 6: Vyiez chromatogramu mastnych kyselin a

dimethylaminopyridinu na stifedné polarni koloné
DMAP-dimethylaminopyrimidin

Separani podminky: nastik 1 ul z 50 pl vzorku sgidavkem
dimethylaminopyrimidin, teplota: kolona 80° C, ikjer 250° C, detektor 270°
C. Teplotni gradient: 80° C 1 min, 4° C/min na 1ZQ°2° C/ min do 270°
po dobu 25 min, vyhodnoceni chromatogramu progran@amity od firmy

DataApex.

Pri extralkini meto@ dochazi v jednotlivych krocich k ustaveni rovnoywah
jednotlivych slozek vzorku mezi dvfaze, dané rozdbvacim koeficientem.
Nedosahuje se Uplné izolace NEFA od ostatnich dipidh #id. Fi této
metod je esterifikace prov&ma methylchloroformiatem. Efektivitu izolace
jsem otestovala analyzou vyslednych methylésted, ziskanych extraii
metodou. Methyl estery jseme izolovali pomoci mgtdd.C. Analyza byla
pouze kvalitativni, k vizualizaci frakci jsme polizodovych par. Porovnani
zdznamu analyzy methylesiea celkového lipidu plasmy ukazuje obrazek 7.

Ze zaznamu je patrné, Ze frakce methyléstek ziskana extraini metodou
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obsahuje v menSi i@ i vSechny ostatni frakce celkového lipidu — gster
cholesterolu, triacylglyceroly i fosfolipidy. TyteloZky sice nerusi stanoveni
mastnych kyselin, ale nejsou také eluovany z kalabgsteéns podlehnou
tepelné destrukci v injektoru, ktery se timto &séuje, casténé se ukladaji
ve forme depozit na peatku kolony a postuperiasu tak zhorSuji jeji aici
vlastnosti; toto znasténi se projevi chvostovanim ik predevsim
nenasycenych slozek. Kolonu jeelta po kazdych cca 200 analyzach zkratit
0 asi 0 1 m; zkracovanim se postéhorSuje dlici schopnost a zkracuje i jeji
Zivotnost. Na obrazku 7 iieme také viét zbytek frakce NEFA, které nebyly
methylovany.

Statistické srovnani vysledk dosazenych dima metodami pro vSechny
vzorky (celkem 27 rreni) je gehled uvedeno v tabulce 4. Tabulka ukazuje
jak relativni zastoupeni (Rel%), tak absolutni lartcace. Relativni zastoupeni
je pontr plochy piku pro FA k celkovému s&tu ploch vSech pikFA mimo
vnitiniho standardu. iP vypoctu absolutni koncentrace metodou Emilho
standardu je zidvodu nestejné odezvy detektoru pro jednotlivé FAItna
jejich korekce. Koretni faktory jsou uvedené vtabulce 3. Absolutni
koncentrace nejsou zatiZzeny chybousgbenou vzajemnou kompenzaziénm
jak bylo pozorovano u relativniho zastoupeniétSiha biologickych i
medicinskych studii vSak stale vyuziva vyl vysledk jako relativni
zastoupeni FA v jednotlivych lipidovyctidach, které fehledré ukazuje jejich

podil z celkového obsahu.
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CE

FAME

TAG

NEFA

FC

PL

A B
Obr. 7: Analyza methylestefi pripravenych extrakéni metodou (A) a
celkového lipidu plazmy (B)
PL — fosfolipidy, FC — volny cholesterol, TAG —ddylglyceroly, FAME —
methylestery FA, CE — estery cholesterolu

Z vysledii je patrné, Ze prakticky u vSech FA jsou vyznamoedily

v koncentracich na#enych olma metodami, a to jak u relativhiho
zastoupeni, tak u absolutnich koncentraci. Pro $$0A vySSi hodnoty
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koncentraci ziskané metodou TLC, pro MUFA a PUFApak hodnoty
ziskané extralni metodou.

Tab. 4: Srovnani metod pro jednotlivé skupiny mastgich kyselin

2FA M MED (%) + L, t-test MED (umol/l) =L, t-test
EXT 37,892 +1,753 242,510 + 28,783
ZSFA <0,001 <0,001
TLC 47,088 £ 2,603 329,513 + 37,719
EXT 45,757 £ 1,406 303,501 + 52,319
>*MUFA <0,001 0,316
TLC 39,600 * 1,966 286,922 + 48,671
EXT 14,220 + 0,679 95,705 £+ 17,580
2PUFA n-6 <0,001 0,053
TLC 11,092 + 1,010 82,311 + 18,259
EXT 1,688 +£0,138 11,388 + 1,658
2PUFA n-3 <0,001 <0,001
TLC 0,966 + 0,189 7,437 £2,521

YFA — sumarisovana skupina FA; SFA - &eukoncentraci nasycenych FA;
MUFA - souet koncentraci mononenasycenych FA; PUFA n-6 -¢etou
koncentraci polynenasycenych FAdy n-6; PUFA n-3 - sa@et koncentraci

polynenasycenych FAady n-3; M — metoda; EXT — extrakce; TLC —

tenkovrstevna chromatografie; MED — median; E interval spolehlivosti;

Rozdily v koncentracich &enych po izolaci na tenké vrstvjsou
zpisobeny ztratami PUFA, kterym se nepidldazabranit ani uchovavanim
desek ve vakuu. V profilu FA vyjéenych Rel% je vySSi zastoupeni SFA,
které je kompenzované nizSim zastoupenim MUFA a ARUFPokud by
dochéazelo pouze ke ztratdm PUFA metodou TLC, viabsich koncentracich
by mely byt hodnoty SFA srovnatelné u obou metod, vysjedSak ukazuji
rozdily stejného charakteru. Molarni zastoupeni MWFobou tid PUFA bylo
statisticky vyznam& vySSi i extrakéni metod; stejny trend mizeme
pozorovat i pro zrny absolutnich koncentraci MUFA a PUFA n-6, avSak
rozdily statistické vyznamnosti nedosahly.

Statistické vyhodnoceni obou metod pro individu#lAije p‘ehledrg uvedeno

v tabulce 5 (celkem 27 &reni).
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Rozdily v koncentracich stanovenychéota metodami jsou pro jednotlivé FA

prakticky shodné jako u jejich skupin podle nasystin Vyjimky, tedy vyssi

koncentrace ziskané metodou TLC pro nenasycené t#j kyseliny

myristolejova (14:1 n-5), cis-7-hexa-decenova (116:9) a kyselina adrenova

(22:4 n-6).

Tab 5: Srovnani metod pro jednotlivé mastné kyselin

FA MET MED (%) Ly, t-test MED (umol/l) £ L, t-test
EXT 0,990 + 0,280 6,152 + 1,859
14:0 0,001 <0,001
TLC 1,526 + 0,452 10,286 + 3,093
EXT 24,190 + 0,996 154,515 + 20,563
16:0 <0,001 <0,001
TLC 30,510 £2,171 211,847 + 21,755
EXT 0,644 + 0,222 3,960 + 0,903
16:1n-9 <0,001 <0,001
TLC 1,260 £ 0,373 8,608 + 2,202
EXT 2,034 £ 0,207 13,439 + 3,021
16:1n-7 0,002 0,64
TLC 1,773 10,221 12,889 + 3,160
EXT 12,548 + 0,951 80,785 £ 8,136
18:0 <0,001 <0,001
TLC 14,689 + 1,217 104,820 + 16,083
EXT 0,443 £ 0,077 2,867 £ 0,530
18:1t <0,001 <0,001
TLC 1,254 £ 0,474 8,592 + 2,620
EXT 40,181 +1,314 266,766 + 45,984
18:1n-9 <0,001 0,219
TLC 34,240 £ 2,332 248,449 + 42,920
EXT 2,347 £0,160 15,633 +2,918
18:1n-7 <0,001 0,113
TLC 1,912 £ 0,208 13,909 + 2,743
EXT 11,979 + 0,668 80,493 + 15,370
18:2n-6 <0,001 0,063
TLC 9,382 + 1,060 69,408 + 15,556
EXT 0,106 + 0,020 0,736 £ 0,199
18:3n-6 <0,001 <0,001
TLC 0,064 + 0,019 0,472 £ 0,176
EXT 0,128 + 0,022 0,834 +£0,121
20:0 <0,001 <0,001
TLC 0,325 + 0,065 2,314 £ 0,459
EXT 1,018 £ 0,095 6,785+ 1,142
18:3n-3 <0,001 <0,001
TLC 0,594 + 0,156 4,489 + 1,559
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Tab 5: Srovnéani metod pro jednotlivé mastné kyselin (pokra¢ovani)

EXT 0,498 + 0,034 3,353 + 0,600

20:1n-9 <0,001 0,008
TLC 0,379 £ 0,035 2,804 + 0,568
EXT 0,309 + 0,049 2,035 +0,323

20:2n-6 <0,001 <0,001
TLC 0,189 + 0,038 1,417 £0,401
EXT 0,314 + 0,046 2,149 + 0,510

20:3n-6 <0,001 <0,001
TLC 0,190 + 0,036 1,437 £0,398
EXT 1,258 £ 0,108 8,551 + 1,444

20:4n-6 <0,001 0,093
TLC 1,034 £ 0,165 7,778 +1,880
EXT 0,131 + 0,044 0,894 + 0,284

22:5n-6 0,007 0,703
TLC 0,100 + 0,024 0,774 £ 0,231
EXT 0,157 £ 0,037 1,088 + 0,303

22:5n-3 <0,001 0,006
TLC 0,085 + 0,026 0,671 £0,255
EXT 0,429 £+ 0,063 2,958 £ 0,488

22:6n-3 <0,001 <0,001
TLC 0,236 £ 0,057 1,866 + 0,646

M — metoda; EXT — extrakce; TLC — tenkovrstevndoomatografie; MED —

median; L - interval spolehlivosti, t — trans

Srovnani koncentraci pro skupiny FA podle nasycm@opro majoritni FA (v

Rel%) jsou uvedeny na obr. 8 a 9.
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Obr. 8: Srovnani koncentraci skupin mastnych kyseti
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Obr. 9: Srovnani koncentraci majoritnich mastnych kyselin
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Vysledky uvedené v tabulkach 4 a 5 jsou zpracovar® vzorki mérenych
v tripletech, tj. kazda hodnotaguaistavuje prmér z 27 neteni. Na obrazku 8 a

viv s

9 jsou grafy nejdlezit¢jSich poznatk ztabulek 4 a 5. Burdge a
spolupracovnici (41) srovnavali metody TLC a SPB m@dnotlivé lipidove
tiidy (PL, TAG, CE, NEFA) a vifpadc NEFA se vSak zabyvali pouze
kyselinami palmitovou, stearovou, olejovou a linaa. Hodnoty RSD
pro metodu TLC byly pro tyto kyseliny srovnatelnénasimi vysledky:
kyselina palmitova 14% vs. 9,9%, kyselina stearbd®% vs. 11,5%, kyselina
olejovd 6,7% vs. 9,5% a kyselina linolova 11,8% Ms7%. Autdi déle
zminuji, Ze pro FA o obsahu 1% a niZz8im hodnota RSindtigky vzfista, ale

konkretnicisla vSak neuvagi.

Tab. 6: Statistické srovnani vysledk obou metod pro jednotlivé vzorky
z absolutnich koncentraci

Vzorek
2 3 4 5 6 7 8 9
14:0 0,080 0,025 0,587 0,048 0,180 0,088 0,0480 0,1800 0,0880
16:0 <0,001 <0,001 0,009 0,002 0,002 0,004 0,0020 0,0020 0,0040
16:1n-9 0,100 0,005 0,407 <0,001 0,003 <0,001 <0,001 0,0030 <0,001
16:1n-7 0,343 0,927 0,097 0,700 0,007 0,967 0,7000 0,0070 0,9670
18:0 0,085 0,001 0,017 <0,001 0,006 0,042 <0,001 0,0060 0,0420
18:1t <0,001 0,036 0,005 0,100 0,001 0,014 0,1000 0,0010 0,0140
18:1n-9 <0,001 0,400 0,100 0,073 0,646 0,008 0,0730 0,6460 0,0080
18:1n-7 0,706 0,262 0,078 0,008 0,700 0,059 0,0080 0,7000 0,0590
18:2n-6 0,852 0,252 0,100 0,215 0,585 0,001 0,2150 0,5850 0,0010
18:3n-6 <0,001 0,106 0,003 0,100 <0,001 <0,001 0,1000 <0,001 <0,001
20:0 0,001 0,002 0,003 <0,001 0,100 <0,001 <0,001 0,1000 <0,001
18:3n-3 <0,001 0,102 0,014 0,700 0,233 0,007 0,7000 0,1330 0,0070
20:1n-9 0,844 0,010 0,200 0,100 0,100 0,136 0,1000 0,1000 0,1360
20:2n-6 0,400 0,400 0,122 0,100 0,700 0,124 0,1000 0,7000 0,1240
20:3n-6 0,149 0,400 0,027 0,046 0,700 0,447 0,0460 0,7000 0,4470
20:4n-6 0,767 0,364 0,100 0,014 0,739 0,700 0,0140 0,7390 0,7000
22:5n-6 0,145 0,215 0,429 0,100 0,272 0,297 0,1000 0,2720 0,2970
22:5n-3 0427 0578 0,117 <0,001 0,700 0,297 <0,001 0,7000 0,2970
22:6n-3 0,700 0,027 0,010 0,069 0,100 0,510 0,0690 0,1000 0,5100

FA/P

v v s N1

*) t-test, cervena - vysSi koncentrace Tl/@odra- vysSi koncentrace extrakce
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Srovnani metod pro jednotlivé vzorky, tj. vyhodnoic® stanoveni extrgki
metodou proti 3 stanovenim metodou TLC, ukazujalk@b6. Srovnéni se tyka
meéieni absolutnich hodnot metodou ¥niho standardu. Tabulka 7 porovnava
metody pomoci relativnich koncentraci.

Vysledky jednotlivych vzork odpovidaji vysledkm zpracovani celé skupiny,
tzn. charakter z#m (zvySeni-sniZzeni) je shodny. Je zde vSakénséatisticky
vyznamnych rozdil predevsim pro PUFA.

Pro metabolicky vyznamné FA — kyselinu palmitovopalmitolejovou,
stearovou, olejovou a linolovou - jsme zpracovagresni zavislosti pro

srovnani obou metod, které jsou uvedeny na obiaAdlel 7.

Tab. 7: Statistické srovnani vysledk obou metod pro jednotlivé vzorky
z relativniho zastoupeni

Vzorek
2 3 4 5 6 7 8 9
14:00 0,169 0,008 0,799 0,038 0,212 0,096 0,896 0,305 0,002
16:00 0,038 0,002 0,076 <0,001 0,047 0,004 0,002 0,200 0,100
16:1n-9 0,105 0,002 0,256 <0,001 0,100 0,002 0,356 0,008 <0,001
16:1n-7 0,856 0,381 0,100 0,395 <0,001 0,589 0,005 0,001 0,232
18:00 0,100 0,687 0,064 0,005 0,027 0,024 0,033 0,014 0,011
18:1t 0,012 0,065 <0,001 0,100 <0,001 0,017 0,200 0,100 0,076
18:1n-9 0,044 <0,001 0,062 0,100 0,054 0,003 0,005 0,100 0,002
18:1n-7 0,099 0,029 0,001 <0,001 0,100 0,019 0,006 0,060 0,004
18:2n-6 0,013 0,100 0,083 0,007 0,198 <0,001 <0,001 0,100 <0,001
18:3n-6 <0,001 0,068 0,100 0,049 <0,001 <0,001 0,100 0,200 0,604
20:00 <0,001 0,100 <0,001 0,200 0,100 <0,001 0,005 0,100 0,003
18:3n-3 <0,001 0,025 0,100 0,700 0,054 0,008 0,100 0,023 0,001
20:1n-9 0,050 <0,001 0,115 <0,001 0,200 0,115 0,100 0,100 0,100
20:2n-6 0,200 0,100 0,100 0,049 0,700 0,200 0,012 0,100 <0,001
20:3n-6 0,037 0,100 0,100 0,021 0,200 0,359 0,100 0,061 <0,001
20:4n-6 0,700 0,056 0,100 0,002 0,914 1,000 0,100 0,100 0,006
22:5n-6 0,125 0,153 0,410 0,049 0,255 0,340 0,076 0,353 1,000
22:5n-3 0,100 0,100 0,100 <0,001 0,700 0,340 <0,001 0,100 <0,001
22:6n-3 0,100 0,005 0,100 0,012 0,200 0,200 0,100 0,008 0,002

FA/P

*) t-test, cervena - vySSi molarni zastoupeni TL@odra - vysSi molarni
zastoupeni extrakce
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Obr. 10: Porovnéni metod izolace pomoci koncentradiyseliny palmitové
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Obr. 11: Porovnani metod izolace pomoci relativnihaastoupeni kyseliny
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Obr. 16: Porovnani metod izolace pomoci koncentradiyseliny olejové
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Shrnuti vSech regresnich zavislosti a jejich kérdleh koeficieni ukazuje

tabulka 8.

Tab. 8: Parametry regresnich zavislosti a korekni koeficienty

stanovovanych mastnych kyselin

FA < R

REL c ABS c REL c ABS c REL c ABS c

14:0 -0,067 -0,096 1,085 6,974 0,010 0,019
16:0 0,293 0,927 15,383 -37,474 0,251 0,655
16:1n-9 0,240 0,022 0,365 3,916 0,129 0,002
16:1n-7 0,849 0,980 0,523 0,812 0,588 0,878
18:0 0,507 0,428 5,262 37,720 0,311 0,582
18:1t 0,061 -0,166 0,366 4,129 0,053 0,212
18:1n-9 0,302 1,171 29,774 -27,751 0,261 0,983
18:1n-7 0,498 1,092 1,404 0,563 0,403 0,922
18:2n-6 0,569 1,080 6,560 5,519 0,445 0,928
18:3n-6 -0,103 0,412 0,115 0,558 0,008 0,122
20:0 0,034 0,030 0,112 0,743 0,116 0,008
18:3n-3 0,007 0,419 1,037 5,081 0,0001 0,244
20:1n-9 0,707 1,315 0,238 -0,2344 0,361 0,954
20:2n- 0,006 0,470 0,317 1,436 0,00002 0,259
20:3n-6 -0,004 0,714 0,300 1,000 0,00001 0,361
20:4n-6 0,335 0,812 0,903 2,383 0,099 0,521
22:5n-6 0,034 0,476 0,116 0,459 0,004 0,538
22:5n-3 -0,141 0,491 0,169 0,776 0,009 0,145
22:6n-3 0,124 0,459 0,405 2,152 0,011 0,344

rovnice y = kx + g, y — extrakce, x — TLC, R — Katai koeficient, REL-

relativni ABS- absolutni

Z uvedené tabulky je patrné, Ze korelace obou metedi #iliS dobra,

az na Bkolik vyjimek pro absolutni stanoveni koncentraci kyselin
palmitolejove, olejové, vakcenové a cis-11 eikosenad) kyselin palmitové a

stearove, které jsou chemicky nejstadjdin jsou vysledky podstatnhorsi.
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MuZe to byt zfsobeno nereprodukovatelnosti jednotlivych iZolah kroki

pii zpracovani vzorku extrgki metodou, fipadre i izolaci na tenké vrsty
Nasycené FA se mohou v daném systému pohybovatlepmaak nize dojit

k nereprodukovatelnym ztratdm. Ze zkuSenosti pr&govije znamo,
Ze monoacidické triacylglyceroly s nasycenou FAuzieané jako vnini
standard pro tuto lipidovouitu, Zistavaji @i vyvijeni mobilni fazi heptan-
diethylether-kyslina octovéast&né na startu, kde pak rusi stanoveni profilu
FA ve fosfolipidech.

Moznym dalSim dvodem rozdilu v obou metodach je v postupu meteyla
NEFA U izolace prosednictvim TLC jsme methylovali NEFA methanolem
s HbSOy. Tento postup je dlouho pouzivany jeho&yiost je térst 100%, ale
tento postup jéasow narainy.U izolace pomoci extrakce kapalina-kapalina je
pouzit methylchloroformiat. Na obrazku 7 je &tide methylace nepréhla se
100% &innosti. Vysledny vzork FA po methylaci stale ohgah frakci
neexterifikovanych FA. HuSek a spol. (23) usjfadytézek methylace 95-106
% pro jednotlivé FA. Vyhodou této methylacecgsova a finaéni uspora, ale
nevyhodou je nestalost esterifikaho cinidla.

U minoritnich sloZek je stanoveni vzdy zatizest&Sivchybou a nizké hodnoty
korelatnich koeficient byly otekavané. B vyuZziti metody pro biochemicky
vyzkum ¢i diagnostiku jeiieba pouzivat zasadlijednu z metod pro zachovani

kontinuity vysledk.
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6 Zaveér

V diplomové praci byly srovnany dvizolatni metody pro stanoveni NEFA
plynovou chromatografii — extrakce v systému kay@akapalina a izolace
preparativni tenkovrstevnou chromatografii. SloZeNEFA ve forng
methylestei bylo stanoveno kapilarni plynovou chromatografii.

Lze fici, Ze reprodukovatelnost vysladkoyla vyraze lepSi u extraéni
metody. Zastoupeni jednotlivych FA i jejich skuppodle nenasycenosti,
vyjadienych jako Rel% nebo jako absolutni koncentragenol/l, se u obou
metod liSilo, ve ¥tSin¢ pripadh statisticky vyznam& Charakter zrn byl
shodny pro relativni i absolutni koncentrace NENM&todou TLC se dosahuje
vySSi vyEZnosti izolace NEFA , ale dochazi k ztratam PUFAdagi a navic
metoda j&aso¥ nara@na.

U vysledki uvedenych v absolutnich koncentracich byla lep&hjemna
korelace. Vyhodou vyjaeni vysledk v relativnim zastoupeni jefghlednost
zastoupeni jednotlivych NEFA.

Parametry regresnichiimek i hodnoty koreknich koeficient ukazuji
na nepiliS dobrou shodu obou metod, vyjimku fip pouze kyseliny
palmitolejova, olejova, vakcenova, linolova a cis-dikosenova v absolutnich
koncentracich. i studiu biologickych soubdrje treba pouzivat pouze jednu
z metod, nejsou vzajerinzastupitelné, aniz by byla poruSena kontinuita
vysledk.

V sowasné dob jsou vySe uvedené metody nahrazovany extrakciaevaé
fazi. K tomuto @elu se nejastji pouzivaji SPE kolonky. fe¢dpoklada se, Ze
tato extrakce bude optimalizovana a zavedena padadiz jednotlivych
lipidovych tid i na pracovisti IV. interni kliniky 1. LF UK aFN Praha.
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