UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Chemie

Studijni obor: Analyticka chemie

Bc. Martina MuSutova

STUDIUM BIOSYNTEZY LIPIDU PRI HYPOXII POMOCI
CHROMATOGRAFIE A HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Study of lipid biosynthesis during hypoxia using

chromatography and mass spectrometry

Diplomova préace

Vedouci bakalatské prace: doc. RNDr. Josef Cvacka, Ph.D.
Konzultant: doc. MUDr. Jan Polak, Ph.D.

Praha 2018



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto zavére¢nou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla pfedlozena k
ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, ze pfipadné vyuziti vysledkl, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 16. kvétna 2018



Podékovani

Timto bych chtéla velice podékovat svému skoliteli doc. RNDr. Josefu Cvackovi, PhD. a
konzultantovi doc. MUDr. Janu Polékovi, Ph.D. za odbornou pomoc a vedeni pfi tvorbé mé
diplomové prace. Velky dik patii také mé rodin€, a mému partnerovi, za nikdy nekoncici
podporu pii mém studiu. Posledni pod€kovani patii Grantové agentufe Univerzity Karlovy

za finan¢ni podporu tohoto projektu ¢. 18217/2017.



Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva studium biosyntézy lipidi pii hypoxii pomoci
chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Prvni ¢ast prace vysvétluje teoreticky zaklad
proveden¢ho vyzkumu, ktery je zakotven ve studiu obstrukéni spankové apnoe a jeji
souvislosti s diabetes mellitus 2. typu. Je pfedloZena teorie, Ze hypoxie vede ke zvySeni
biosyntézy mastnych kyselin, a to prostfednictvim reverzni drdhy citratového cyklu.
Studium této reverzni drahy bylo provedeno pomoci kultivovanych bun¢k, ke kterym byl
pfiddn znadeny [5-'3C] glutamin, jehoZ inkorporace mastnych kyselin byla sledovana
pomoci GC-MS. Z bunéénych vzorkll byly extrahovany lipidy, z kterych byla pomoci
tenkovrstvé chromatografie izolovana frakce triacylglycerolii. Déle byla provedena
transesterifikace na methylestery masnych kyselin (FAME).

Ze ziskanych dat byl zjistén narist FAME 16:0 o 91 % a FAME 16:1 o 102 % pii
hypoxickych podminkach oproti podminkdm kontrolnim. Dale bylo zjisténo, ze pti hypoxii
je ve vzorku 0 5,9 % vice ['*C1] FAME 16:0, 0 12 % vice ['3C1] FAME 16:1 a o téméf 3 %
vice ['3C2] FAME 16:1 oproti kontrolnim vzorkim.

Kli¢ova slova

Biosyntéza lipida, diabetes mellitus 2. typu, FAME, GC-MS, hypoxie, obstruk¢éni spankova
apnoe, 3T3-L1 preadipocyty, [5-°C] glutamin.



Abstract

The topic of this diploma thesis is the study of lipide biosynthesis in a hypoxic
environment with the use of chromatography and mass spectrography. The first part of the
thesis explains the theoretical basis for the research stipulated in the study of OSA and its
connection to Type 2 diabetes mellitus. I propose the theory that hypoxia leads to the
heightened biosynthesis of fatty acids by way of the reductive citric acid cycle. The research
of this reductive citric acid cycle was done by means of cultivated cells with added labeled
[5-1*C] glutamine and its absorption into the fatty acids has been observed with the help of
GC-MS. The lipides have been extracted from the cell samples, from which the fraction of
triglyceride has been isolated with the help of thin layer chromatography. Furthermore, the
transesterification to fatty acid methyl esters (FAME) has been performed.

The collected data showed a 91 % increase in FAME 16:0 and a 102 % increase in FAME
16:1 in a hypoxic environment compared to the control group. Furthermore, it has been
found that samples in a hypoxic environment contained 5.9 % more [°Ci] FAME 16:0,
12 % more [1°Ci] FAME 16:1 and almost 3 % more ['*C,] FAME 16:1 compared to

the control group.

Keywords

Lipide biosynthesis, Type 2 diabetes mellitus, FAME, GC-MS, hypoxia,
obstructive sleep apnea, 3T3-L1 preadipocytes, [5-*C] glutamine.
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Seznam pouZzitych zkratek a symboli

ACP
APCI
ATP
CE-MS
CI
DM2T
EI

ESI

FA
FADH;
FAME
GC
GC-IR
GC-MS
HCD
HPLC
IDH1
IDH2
IH

IS
ISCD2
LC

m/z
MALDI
NADH
NADPH
NP-LC
OSA
RP-LC
TCA
TG
TLC

protein nesouci acyl

chemickd ionizace za atmosférického tlaku
adenosintrifosfat

kapilarni elektroforéza s hmotnostné spektrometrickou detekci
chemicka ionizace

diabetes mellitus 2. typu

elektronova ionizace

elektrosprejova ionizace

mastna kyselina

riboflavinadenosindifosfat

methylester mastné kyseliny

plynova chromatografie

plynova chromatografie s detekci infracerveného zatreni
plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci
horni cesty dychaci

vysokoucinna kapalinova chromatografie
izocitratdehydrogenaza 1

izocitratdehydrogenaza 2

intermitentni hypoxie

interni standard

mezinarodni klasifikace poruch spanku a bdéni
kapalinova chromatografie

pomér hmotnosti a ndboje

laserova desorpce a ionizace za Ui€asti matrice
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfostat

kapalinova chromatografie s normalni fazi
obstrukéni spankova apnoe

kapalinova chromatografie s reverzni fazi

cyklus trikarboxylovych kyselin — citratovy cyklus
triacylglyceroly

chromatografie na tenké vrstvé



1 Uvod

Syndrom obstrukéni spankové apnoe (OSA) je onemocnéni postihujici az 7 % dospélych
osob. Toto onemocnéni je charakteristické opakovanym poklesem saturace hemoglobinu
v krvi a nésledné i v cilovych tkanich, v disledku uzavteni hornich cest dychacich v priabéhu
spanku. Tento stav oznacujeme jako hypoxii. Mnoho experimentélnich studii uvadi spojitost
mezi OSA a diabetes mellitus 2. typu, ale molekularni mechanismy vedouci k rozvoji
metabolického syndromu nejsou doposud objasnéné. Jednim z moznych biomechanismu je
reduktivni dréha citraitového cyklu, kterda mize mit za nésledek zvyseni hladiny lipida
u pacienti s obstrukéni spankovou apnoe, v dusledku c¢ehoz miize dojit k rozvoji
metabolického syndromu. Tato diplomova prace je zaméfena na studium biosyntézy lipidi
pfi hypoxii pomoci plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekei. Pro
studium reverzni drahy citratového cyklu budou kultivovany mysi preadipocyty, pro které
bude pouzito médium obohacené o izotopové znaceny glutamin, ktery umozni sledovat

biosyntézu mastnych kyselin.

1.1 Cile prace

Cilem této diplomové prace je vypracovani vhodného metodického postupu GC-MS
analyzy mastnych kyselin z diferenciovanych 3T3-L1 preadypociti a nasledné postupu
vyhodnoceni izotopového obohaceni vybranych mastnych kyselin uhlikem *C.

Dil¢i cile prace jsou:

= Literarni reSerSe studovaného tématu,

= Extrakce lipidi z bunéénych vzorkd,

» Izolace TG pomoci tenkovrstvé chromatografie,

* Optimalizace pracovnich podminek,

* Analyza obsahu mastnych kyselin v biologickych vzorcich pomoci GC-MS
vyhodnoceni spekter a zpracovani vysledki,

* Analyza izotopového obohaceni biosyntetizovanych mastnych kyselin pomoci

GC-MS, vyhodnoceni spekter a zpracovani vysledki.
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2 Teoreticka c¢ast

2.1 Syndrom spankové apnoe

2.1.1 Klasifikace a definice syndromu spankové apnoe

Syndrom spankové apnoe je onemocnéni, které¢ se dle mezinarodni klasifikace poruch
spanku a bdéni (ISCD2) fadi mezi poruchy dychani spojené se spankem. Syndrom spankové
apnoe se vyznacuje zastavami dechu pii spanku, pficemz tyto zastavy trvaji minimalné deset
sekund, s minimalni frekvenci Skrat za hodinu spanku [1]. Dle pficin délime syndrom
spankové apnoe do tii skupin. Centralni syndrom spankové apnoe je zpisoben utlumem
aktivity dechového centra v mozku a neni pii ném piitomno dechové usili. Obstrukcni
syndrom spankové apnoe ma svou piic¢inu v ¢astecném nebo uplném uzavieni hornich cest
dychacich (HCD), kdy dochazi k zastavam dechu pfti spanku, piestoze neni snizena aktivita
v dechovém centru v mozku, pfi tomto typu spankové apnoe je zachovano dechovému usili.
Poslednim typem je smiSeny syndrom spankové apnoe, ktery je kombinaci obou
ptedchozich [2]. Nejcestnéjsim poruchou dychéani ve spanku je obstrukéni spankova apnoe
(OSA), a tato porucha je také pfedmétem této prace. Syndrom obstrukéni spankové apnoe je

onemocnéni postihujici v bézné populaci ptiblizné 2 az 7 % dospélych osob [3].

2.1.2 Patofyziologie vzniku obstruk¢ni spankové apnoe

Pro zajisténi spravného dychani ve spanu je klicova dobra prichodnost dychacich cest.
Horni cesty dychaci se sklddaji z dutiny nosni, nosohltanu, usti ¢ast hltanu a hltan. Prvnim
mistem, kde mize dojit k obstrukci je dutina nosni. Zde miiZze byt pficinou obstrukce
naptiklad alergie ¢i nadmérné uzivani nosnich kapek. Piestoze je tato obstrukce mozna, je
Casto vyfeSena diive, nez dojde k rozvoji OSA. To samé plati i pro nosohltan. Hlavni ¢asti
hornich cest dychacich, kde dochazi k obstrukci vedouci k OSA, je hltan. U zdravého
¢lovéka dochézi pti nddechu k zaZeni prisvitu hltanu, prasvit hltanu je udrZzovan svaly, které
udrzuji urcité napéti. Pfi OSA je toto napéti niz§i a dochéazi tak ke kolapsu hltanu

a vyslednému ztZeni HCD [4]. Normalni stav HCD a stav pfi OSA zobrazuje obr. 2.1.
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Obr. 2.1 Stav hornich cest dychacich u zdravého ¢lovéka a ¢lovéka trpiciho OSA [5].

2.1.3 Faktory prispivajici ke vzniku OSA

Mezi hlavni faktory vedouci ke vzniku OSA patii pohlavi, kdy muzi trpi timto
onemocnénim az tiikrat Castéji nez zeny [4]. Dal§im faktorem je vek. Nejrizikovéjsi
skupinou jsou muzi a zeny ve véku 61 az 100 let, kdy plati, Ze s pfibyvajicim vékem vzrista
riziko onemocnéni OSA [6] [7]. K rozvoji OSA dale pfispiva télesna hmotnost. Na zakladé
epidemiologickych studii je dokézano, ze obezita je velice vyznamny faktor vedouci
k rozvoji obstrukéni spankové apnoe, a ze az 60 % lidi trpicich nadvahou ¢i obezitou trpi
nékterou formou syndromu spankové apnoe. Mezi dalsi faktory miizeme zaradit dédi¢nost,

kouteni a uzivani alkoholu, ¢i rasu [3].

2.1.4 OSA a diabetes mellitus 2. typu

Syndrom obstrukéni spankové apnoe, jak je jiz uvedeno vySe, postihuje 2 az 7 %
dospélych osob, zatimco u pacientti s diabetes mellitus 2. typu dosahuje prevalence OSA dle
svétovych udaji az 70 % [8]. Kromé poklesu saturace hemoglobinu v krvi a nasledné i v
cilovych tkénich v disledku uzavieni HCD v pribéhu spanku je druhym zakladnim
aspektem OSA spankova fragmentace, ke které dochazi diky ¢aste€nému nebo kompletnimu
probouzeni ukoncujici jednotlivé apnoické epizody.

Cetné studie provedené v poslednich patnacti letech poukazuji na moznou kauzalni
spojitost mezi OSA a vznikem inzulinové rezistence, poruSené glukézové tolerance

a konecné¢ také rozvojem diabetes mellitus 2. typu (DM2T). Podstatné je, Ze tato asociace je
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nezavisla na ostatnich rizikovych faktorech (obezita ¢i vék) [9]. Piestoze epidemiologicka
souvislost mezi syndromem obstruk¢ni spankové apnoe a rozvojem diabetes mellitus 2. typu
je dobfe popsana, konkrétni molekuladrni a endokrinni mechanismy, které kauzalné¢ vedou
k rozvoji metabolickych poruch pti OSA, nejsou dosud dostatecné objasnény a jsou
predmétem intenzivniho vyzkumu.

Ptedchozi prace naznacuji, Ze negativni metabolické projevy pozorované u OSA jsou
(alespont castecn¢) piimym nasledkem expozice hypoxii, kterd je typickym privodnim
jevem pii OSA, a dale poukazali na centralni ulohu tukové tkané a adipocytu, které jsou
vyznamnym cilovym organem pii expozici hypoxii, ktera je charakteristickym znakem

OSA [10].

2.2 Biosyntéza mastnych kyselin a triacylglyceroli

Zakladni stavebni jednotkou pro de novo syntézu mastnych kyselin je acetyl-CoA.
Hlavnim zdrojem acetylu-CoA je p-oxidace mastnych kyselin (odbourdvani FA)
a glykolyza, kdy je vysledny pyruvat dekarboxylovan enzymem pyruvat dehydrogenazou
(aerobni odbouravani sacharidi) [11].

Principem syntézy FA je redukce acetylu na zbytky —CH,—CH>—, které vytvateji
kostru FA. Tyto zbytky nevznikaji pfimou redukci acetylu, nybrz z energeticky bohat§iho
malonyl-CoA ktery vznika karboxylaci acetyl-CoA, klicovym enzymem této reakce je
acetyl-CoA karboxylaza.

o ]

acetyl-CoA kﬁIbOK}?lﬂﬁa#‘ 00C CH,C~SCoA + ATP + P,

CO,; = CH;C~5CoA + ATP

Vlastni biosyntéza FA probiha na multienzymovém komplexu ozna¢ovaném ACP, kdy
doslovny pieklad této zkratky znamena protein nesouci acyl. Jedna molekula ACP obsahuje

dvé thiolové skupiny (SH), které¢ umoZznuji biosyntézu FA.
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Biosyntéze FA probiha v nékolika krocich:
1. Transacylace — navazani malonylového (malonyltrensferaza) a acetylového
(acetyltransferaza) zbytku na ACP.
2. Kondenzace malonyl-ACP s acetyl-ACP — ke kondenzaci dochazi za ptitomnosti
enzymu B—ketoacyl-ACP syntazy.
O o 0

'DOCHZ—GHZst ACP »  CHiCCH,C~S——ACP + CO,

0 @Z&AQK ACP—SH

GH3L~S—ACP

3. Prvni  redukce —  redukce P—ketoxyacylové skupiny enzymem

B—ketoacylreduktazou.

o 0 NADPH NADP" OH O
CH HCH U \ ,/ = CH lCH ! S—ACP
I B-ketoacylreduktaza J

4. Dehydratace — plisobenim f—hydroxyacyldehydratazou se odstépi molekula vody

a vznikne nenasyceny acyl

OH O 0
H>,O

alc L-s AC o o L
GHIGCH: i ﬁ-—indrux}anideindrataza RHabHRGHLEE—ARE

5. Dalsi redukce — redukce nenasycené¢ho acylu na nasyceny pomoci enzymu
o, p—enoylreduktidza. Nasleduje novy cyklus reakci 2 az 5, cykly se opakuji do
pozadované délky fetézce (Cis kyselina), poté se proces zastavi allosterickou

inhibici.

0 NADPH NADP* 0

i N i rrcHchECHEUﬁ—,&CP

o, B—enoylreduktaza

CHCH=CHC~S—ACP

6. Dalsi ptemény palmititu — biosyntetizovand FA se uvolni z ACP a déle mize

byt vyuzita pro syntézu lipidi nebo prodlouzena o dalsi -CH>—CH»>— zbytky [12].
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Mastné kyseliny, jak jiz bylo napsano, tvoii zaklad nejvice zastoupené skupiny lipida,
triacylglycerolti. Kromé FA je hlavni stavebni jednotkou téchto lipidi glycerol. Glycerol pro
syntézu TG musi byt nejdiive aktivovan na sn—glycerol-3—fosfat. K této aktivaci dochazi
pusobenim glycerolkindzy na glycerol. Nasledné jsou na OH skupiny aktivovaného
glycerolu navazany acylové zbytky a vznika tak fosfatidova kyseliny, ktera je hlavnim
meziproduktem biosyntézy acylglyceridu.

TG vznikaji z fosfatidové kyseliny ve dvou krocich:
1. Odstépeni fosfatového zbytku (fosfatidat fosfatdza) — vznik 1,2—diacylglycerolu
2. Pteneseni acylového zbytku na OH skupinu (diacylglycerol acyltransferasa) [11].

2.3 Hypoxie a biosyntéza lipida
2.3.1 Citratovy cyklus

Cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA cyklus) neboli citratovy cyklus je cyklicka
metabolickd drdha zodpovédnd za oxidaci vétSiny sacharidii, mastnych kyselin
a aminokyselin. Citratovy cyklus je lokalizovan ve vnitfnim prostoru mitochondrie — matrix.
Kdyz buniky proliferuji za normotvornych podminek, glukoza poskytuje pyruvat, ktery se
oxidacni dekarboxylaci pfeménuje na Acetyl-CoA, ktery jak jiz bylo uvedeno vzniké hojné
1 pfi p—oxidaci mastnych kyselin. Acetyl-CoA kondenzuje s oxaloacetatem za vzniku citratu
a predstavuje tedy vstup do citratového cyklu, kde se acyl pfeménuje na 2 molekuly CO»
a dale poskytuje redukované formy koenzymi (NADH a FADH») pottebnych pro tvorbu
ATP v dychacim fetézci [13].

2.3.2 Citratovy cyklus a hypoxie

Pii syndromu obstrukéni spankové apnoe, jak jiz bylo vysvétleno, dochazi v disledku
obstrukce hornich cest dychacich k zastavam dechu béhem spanku, v disledku ¢ehoz klesa
saturace kysliku v krvi a nasledné v cilovych tkanich. Tento stav oznacujeme jako hypoxii.
Piedchozi vyzkumy ukazuji, Ze nékteré hypoxické buiiky jsou schopné udrzet proliferaci
bunék, 1 pfes vyrazné sniZzeni produkce citratu z aerobni glykolyzy. V téchto hypoxickych
bunikach je hlavnim zdrojem citratu glutamin. Na vzniku citratu z glutaminu se podili
reduktivni drdha citratového cyklu. V této Casti citratového cyklu vznika 2—oxoglutarat,
odvozeny z glutaminu. Ten je redukéné karboxylovan za spotfeby NADPH enzymem
izocitratdehydrogenazou (IDH1 a IDH2) na isocitrat, ktery 1ze nasledné€ izomerovat na citrat.

Redukéni karboxylace glutaminu umoziuje za hypoxickych podminek proliferaci bunék,
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a glutamin se stava zdrojem citratu, ktery se zapojuje v syntéze mastnych kyselin. Pfedchozi
veédecké prace tedy podporuji roli glutaminové karboxylace pfi udrzovani syntézy citratu,
FA a bunééného ristu za hypoxickych podminek. Obé¢ drahy citratového cyklu, oxidativni

a reduktivni, a jejich ndvaznost na syntézu mastnych kyselin zobrazuje obr. 2.2 [14].
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Obr. 2.2 Citratovy cyklus a vznik mastnych kyselin prostiednictvim redukéni

karboxylace glutaminu [15].

2.3.3 Analyza reduktivni drahy citratového cyklu pomoci izotopového znaceni

a GC-MS

Mastné kyseliny hraji v buiikkdch vyznamnou roli, podileji se na vystavbé bunéénych
membran, jsou zdrojem energie, a nékteré maji funkci signalizacnich molekul. Zmény jejich
metabolismu jsou spojeny s nékterymi civilizaénimi chorobami, jako je obezita ¢i diabetes
mellitus 2. typu, nejen z tohoto diivodu se stalo zkoumani metabolizmu mastnych kyselin
pfedmétem mnoha vyzkumd.

Jednou z nejcastéji vyuzivanych metod pro objasnéni metabolismu mastnych kyselin je
pouziti izotopové znateného substratu. Casto se pro tyto uéely pouziva radioaktivni

izotop '*C, jeho pouziti klade nizké naroky na piipravu vzorku a neni potiebné vyuziti
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hmotnostni spektrometrie, avSak neposkytuje informace o izotopovém obohaceni
jednotlivych mastnych kyselin.

Pro ziskani informaci o jednotlivych mastnych kyselinach a jejich izotopovém obohaceni,
se vyuzivé izotop °C. Jak jiz bylo uvedeno, zdrojem pro biosyntézu mastnych kyselin je
acetyl-CoA, jehoz zdrojem muze glukdza, glutamin ¢i acetat. Vhodnym obohacenim téchto
substratd o isotop '°C lze sledovat metabolismus mastnych kyselin, jelikoz kazdy znaceny
substrat, ktery bude metabolizovat na acetyl-CoA, se bude podilet na znaceni mastnych
kyselin [16].

Pro analyzu reduktivni drahy citratového cyklu je vhodnym substratem glutamin, jehoz
znacena molekula se pouziva naptiklad pro analyzu metabolismu u hypoxickych nadorovych
bun¢k [17]. glutamin mlze byt znaceny nékolika zplisoby. Obecné se vyuziva glutamin
[U-13Cs], ktery ma znadeny vSechny uhliky ve své molekule, takto znadeny glutamin
poskytuje informaci o celkovém pfinosu glutamin v citratovém cyklu. Dale lze vyuzit
¢astedné znaceny glutamin, a to bud’ na prvnim [1-13C] ¢&i na patém [5-13C] uhliku. Pravé
znadeny [5-'°C] glutamin poskytuje informaci o zapojeni reduktivni dréhy citratového cyklu.
Pti oxidativni draze citritového cyklu se [5-°C] glutamin nepfeméiuje na acetyl-CoA
a tudiz se znaceny uhlik na syntéze FA nepodili, zatim co pii reduktivni draze se znaceny
glutamin metabolizuje na acetyl-CoA, ktery poskytne '3C znaceny uhlik pro syntézu

mastnych kyselin. Zapojeni [5-1*C] glutaminu zobrazuje obr. 2.3 [18].
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Obr. 2.3 Zapojeni [5-'°C] gutaminu v oxidativni (A) a reduktivni (B) draze citratového

cyklu a nasledné syntéze mastnych kyselin [15].
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2.4 Lipidy
2.4.1 Lipidy a jejich klasifikace

Lipidy Ize definovat jako mastné kyseliny a jejich derivaty a latky biosynteticky nebo
funkcné piibuzné témto slou¢eninam [19].

Na zaklad¢ struktury se lipidy déli na lipidy jednoduché, slozené a odvozené. Mezi
jednoduché lipidy tadime estery mastnych kyselin (FA) a alkoholu. Patii mezi né
acylglyceroly, kde alkohol tvofi glycerol, a vosky u nichz alkoholem je napft. cerylalkohol
(veeli vosk). Slozené lipidy obsahuji kromé alkoholu a FA jesté dalsi slozky napi. nejcasté;jsi
fosfolipidy jsou derivaty kyseliny fosfatidové. Lipidy odvozené jsou latky, které mayji
lipidicky charakter, ale na zaklad¢ své struktury je neni mozné fadit mezi lipidy jednoduché
¢i slozené. Prikladem odvozenych lipidl jsou steroidy, lipofilni vitaminy ¢i karotenoidy.
Krom¢ struktury lze lipidy délit i na zakladé¢ chemickych vlastnosti, a to na lipidy
zmydelnitelné (triacylglyceroly) a nezmydelnitelné (isoprenoidy) ¢i polarni (fosfolipidy)
a nepolarni (jednoduché lipidy) [20].

2.4.2 Chemické sloZeni lipidi

Zaklad velké casti lipidd tvori alifatické mastné kyseliny s jednou karboxylovou
skupinou. Tyto mastné kyseliny mohou byt nasycené ¢i nenasycené, stejné jako mohou byt
vétvené €1 naopak nevétvené. Délky uhlikovych fetézcl mastnych kyselin v molekulach
lipidQ jsou rtzné, vétsinou vSak dosahuji sudého poctu uhlikd. Druhou soucasti vétSiny
lipidi jsou alkoholy vazané naptiklad esterovou vazbou. Nejvice se v lipidech vyskytuje
glycerol, sfingosin ¢i aminoalkohol.

Nejcetngjsi lipidovou skupinou v tukové tkani jsou acylglyceroly, které tvoii pfevazné
triacylglyceroly. Triacylglyceroly (TG) jsou tvofeny jednou molekulou glycerolu s esterove

navazanymi tfemi mastnymi kyselinami [21].

2.5 Izolace a separace lipidi

2.5.1 Metody extrakce lipida

Prvnim krokem analyzy lipidi je jejich extrakce z matrice vzorku. Pro ispéSnou extrakci
je nezbytné spravné zachazeni se ziskanym vzorkem, zejména pokud neni mozna okamzita
analyza vzorku, je tfeba vzorek skladovat pii nizkych teplotich a v uzaviené nadobé, aby

bylo zamezeno kontaminaci a degradaci lipida.
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Extrakéni metoda by méla splnovat nékolik parametrti. V prvni fadé by mélo dojit pouze
k izolaci lipidd, pficemz by méla byt zachovana nativni struktura lipid. Dale by mélo byt
zamezeno autooxidaci lipidi vzdusnym kyslikem [22]. Pro extrakci lipidii nejcastéji volime
extrakcei organickymi rozpoustédly [23].

Extrak¢nich metod lipidl je velké mnozstvi, dana metoda se voli na zaklad¢ slozeni
analyzovaného vzorku. Pro vzorky s nizkym obsahem vody se pouziva metoda podle Folche
kdy dochéazi k extrakci smési chloroform/methanol v poméru 2:1 a ndasledné filtraci
a reextrakci vodou [24]. Naopak pro vzorky s velkym obsahem vody je vhodna extrakce
podle Bligha a Dyera, kterd pouziva opacny pomér smeési chloroform/methanol pro
homogenizaci vzorku, nez je mu u extrakce podle Folche s naslednym fedénim vodou
a chloroformem [25]. Pro extrakci lipidd z biologickych vzorkli lze pouzit extrakci
methyl-ferc-butyletherem (MTBE). Lipidy, vyextrahované do organické faze, tvoii diky
nizké hustot¢ MTBE béhem fazové separace horni vrstvu, coz umoznuje snadnéjsi sbér
a minimalizaci ztrat [26].

Pro vypracovani této prace bude pouzita metoda extrakce ptibuzna metod¢ dle Folche,
kdy vzorek bude bunécny vzorek rozpustén ve smési methanolu s fosfatovym pufrem (PBS)

a extrahovan do chloroformu [16].

2.5.2 Separace lipidi

V soucasné dob¢ existuje Siroké spektrum moZnosti analyzy lipidd. K separaci
jednotlivych lipidu ¢i lipidovych tiid se obecné vyuZzivaji chromatografické metody, a to bud’
samostatng, ¢i v kombinaci s dalsi analytickou metodou. Mezi hlavni chromatografické

metody vyuzivané k analyze lipida patii:

Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) je rychld a dobfe zavedena analyticka technika,
ktera umoziuje rychlou detekci sledovaného vzorku. Umoziuje separaci vétSiny neutralnich
lipidi. Jako stacionarni faze se nejcastéji pouziva polarni silikagel (porovita forma oxidu
kfemicitého) a mobilni faze je tvofena sméesi nepolarnich rozpoustédel, vybranou na zdkladé
analyzovaného vzorku. Pro identifikaci lipidovych tfid se provadi analytickd TLC s vyuZzitim
vhodnych standardii. Tenkovrstvou chromatografii 1ze pouZit k preparativnim G€elim pro

malé objemy vzorku. Pro vétsi objemy vzorku se 1épe hodi chromatografie kolonova [27].
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Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je analyticka metoda umoznujici separaci latek ve vzorku,
ktery lze ptevést do plynného stavu. Separované slouceniny musi byt tepelné stabilni
a s vysokou tenzi par, aby pii vstfiku vzorku doslo kjejich vypafeni, coz limituje
pouzitelnost této metody pro separaci lipidi. Toto omezeni 1ze odstranit derivatizaci vzorku.
Ptiprava vzorku pro GC vétSinou zahrnuje piedbéznou separaci lipidovych tiid, hydrolyzu,
derivatizaci ¢i pyrolyzu. Tuky a oleje pievazné obsahuji acylglyceroly — estery mastnych
kyselin glycerolu. Casto pouzivanym zptisobem jejich deprivatizace je transesterifikace na
derivaty mastnych kyselin (FAME). K déleni FAME a jejich identifikaci se nejCastéji
pouziva spojeni GC-MS ¢i GC-IR [28].

Kapalinova a vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) a vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) ma
v analyze lipidi mnohem S$ir§i vyuziti nez plynova chromatografie. Na zaklad¢ slozeni
mobilni a stacionarni faze rozliSujeme:

a) LC s normalni fazi (NP-LC) — stacionarni faze je polarni a mobilni faze je nepolérni.
Vyuziva se pro separaci lipidii na zéklad¢ ttid.

b) LC s reverzni fazi (RP-LC) — stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze je polarni.
Vyuziva se k separaci polohovych izomerti TG [29] ¢i pro analyzu volnych mastnych
kyselin a FAME [30].

Pro separaci lipida se ¢asto pouziva argentacni chromatografie. Tato metoda LC analyzy
umoznuje separaci lipidi na zakladé poctu, typu a polohy nenasycenych vazeb, a to na

zakladé tvorby slabych reverzibilnich komplext « elektronti téchto vazeb s ionty stiibra [31].

2.6 Detekce lipidii pomoci hmotnostni spektrometrie

2.6.1 Zakladni principy hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikaln€ chemickd analytickd metoda, kterda mize byt
pouzita selektivné k detekci a stanoveni daného analytu, nebo k ur¢eni elementarniho slozeni
a molekularni struktury analytu. Principem této metody je ptevedeni molekul na ionty
a nasledné rozdéleni téchto iontli podle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Hmotnostni
spektrometrie je vysoce citlivd metoda a umoziuje analyzu velké skupiny latek. Metoda se

vyuziva k analyze vzorkl v pevném, plynném ¢i kapalném skupenstvi. Nejcastéji se jedna
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o latky organické nebo anorganické v biologickych matricich ¢i  organickych

rozpoustédlech [32].

2.6.2 Instrumentace hmotnostni spektrometrie

Iontové zdroje

Iontovy zdroj slouzi k ptevedeni neutralni analyzované latky do ionizovaného stavu.
Ionizace, jakozto prvni krok analyzy, zdsadné ovliviiuje citlivost a mez detekce méfteni.
MozZnosti ionizace analyzované latky je nékolik, a volba se odviji pfedevsim od aplikace
metody. K ionizaci neutralni molekuly je potieba dodani energie. Mnozstvi energie potiebné
k ionizaci analytu zavisi na jeho slozeni. Na zakladé mnozstvi dodané energie 1ze ioniza¢ni
techniky délit na mekké a tvrdé. Mékké techniky ionizace se vyznacuji tim, ze dochazi
k zanedbatelné fragmentaci ionizované latky. Oproti tomu u technik tvrdych, ionizovana
molekula pii ionizaci ziskd nadbytek vnitini energie, coz se projevi fragmentaci

molekulového iontu na fragmentové ionty. Mezi hlavni typy ionizaci patii:

Elektronova ionizace (EI)

Jedna se o metodu ionizace fadici se mezi tvrdé ionizacni techniky v plynné fazi.
Principem je ionizace pomoci elektront. lonizace elektrony vede ke vzniku radikélkationtd,
pro které je typicka vysoka troven fragmentace. Zdrojem elektrond je nejcastéji Zzhavené
wolframové nebo rheniové vldkno. Energie elektront se voli zpravidla 70 eV, coz je energie
zajiStujici vznik maximalniho poctu iontd a vysokou Uroven fragmentace. Tato metoda se

beézn¢ vyuziva ve spojeni GC-MS [33].

Chemicka ionizace (CI)
Tato metoda, fadici se do skupiny mékkych ionizac¢nich technik v plynné fazi, vyuziva
k ionizaci, stejn¢ jako EI, elektrony. Energie elektronii vSak neni pfendSena piimo na
ionizovanou latku, jako je tomu u EI, ale prostfednictvim reakéniho plynu. Vysledna
ionizace je tedy jemné&jsi, a vede k nizké fragmentaci. Konstrukce iontového zdroje s CI je
podobna zdroji s EI. Velkad ¢ast pfistroji proto obsahuje kombinovany zdroj ionizace

umoziujici volbu mezi CI a EI [34].
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Elektrosprejova ionizace (ESI)

Elektrosprejova ionizace je mekka ioniza¢ni technika probihajici za atmosferického tlaku.
Tato technika ionizace je praktickd pro analyzu velkych molekul (~10° Da), jako jsou
proteiny ¢i polymery nukleovych kyselin. Jedna se o iontovy zdroj, ktery prevadi nabité
ionty z kapalné taze do plynné faze. Principem je zmlZeni roztoku vzorku na malé elektricky
nabité kapicky a naslednym uvolnénim iontti, takto uvolnéné ionty jsou poté transportovany
z oblasti atmosférického tlaku do vakua v hmotnostnim analyzatoru. Tento ionizacni zdroj

se nejcastéji vyuziva v LC-MS ¢i CE-MS [34].

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Tato metoda ionizace je po ESI druha nejcastéji pouzivana metoda pro spojeni LC-MS,
ale nachazi své vyuziti i v kombinaci GC-MS. Oproti ESI se jedna o tvrdsi ionizaci, jejiz
principem je piivod kapalné faze do pneumatického rozpraSovace, ktery je vyhfivan na
vysokou teplotu, diky cemuz dojde krozprdSeni a odpafeni vzorku. Nasledné
prostfednictvim koronového vyboje vzniké plazma, ve které dochazi k pfenosu protonu na

analyt [35].

Laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice (MALDI)

Jednad se o me¢kkou metodu ionizace vyuZzivajici laserového pulzu. Vzorek, spolecné
s matrici je nanesen na MALDI ter¢ik, kde je vystaven laserovému zareni. Excitované
molekuly matrice se stabilizuji pfenosem protonu na vzorek, a vznikl¢ ionty jsou urychleny

do analyzatoru [36].
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Tabulka 2.1 Piehled ionizacnich technik pouzivanych v hmotnostni spektrometrii
a jejich zékladni parametry [37] [33].

Hmotnostni Technika
Metoda  Typ vzorku Tlak [Pa]
rozsah [Da] ionizace
EI tékave latky > 1000 103 -107° tvrda
CI tékavé latky > 1000 50-100 mekka
latky stfedné polarni az
ESI ‘ > 100 000 1,05 107 mekka
iontové
latky nepolarni az stfedné
APCI > 1500 1,05-107° mekka

polarni

MALDI  proteiny, lipidy, polymery > 500 000 10°-1,05-10° mekka

Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory slouzi k déleni iontli na zaklad¢ jejich poméru hmotnosti
anaboje (m/z). Konstrukéné je analyzator v hmotnostnim spektrometru umistén za iontovym
zdrojem. RozliSujeme nékolik analyzatord, ve vSech vSak déleni ionti probiha za vysokého

vakua.

Magneticky analyzator

Jednd se o nejstarSi typ analyzatoru, umoziujici analyzy s vysokym rozliSenim.
Principem je prillet iontu magnetickym polem, pfi¢emz dojde k zakiiveni drahy letu. Cim
vEtsi toto zakiiveni je, tim je pomér m/z nizsi (t€zké ionty jsou zatizeny vétsi odstiedivou

silou) [38].

Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator funguje jako filtr, kdy jsou plynulou zménou hodnot
stejnosmérného napéti U a amplitudy sttidavého napéti V postupné na detektor propoustény
ionty s riznym pomérem m/z. Konstrukéné se kvadrupdlovy analyzator sklada ze Ctyr
kovovych ty¢i kruhového ¢i hyperbolického priméru, které jsou pfipojeny ke zdrojim
stejnosmérného a vysokofrekvencniho sttidavého napéti. Tento analyzator je ¢asto vyuZivan

ve spojeni GC-MS ¢i LC-MS [34].
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lontova past

Iontova past se sklada ze vstupni, vystupni a stiedové prstencové elektrody. Principem
analyzatoru je nadavkovani iontd pomoci kratkého napétového pulzu otvorem vstupni
elektrody do pasti, a pomoci vhodnych poméra napéti na elektrodach jsou ionty drzeny
uvnitt pasti. Nakonec jsou ionty zménou napéti na postupné otvorem ve vystupni elektrode
vypuzovany dle hodnot m/z na detektor. Iontové pasti jsou bézené ve spojeni GC-MS

a LC-MS [34].

Analyzator doby letu

Jedna se o jednoduchy analyzator, ktery je tvofen evakuovanou trubici. Ionty jsou déleny
dle poméru m/z na zéklad¢ rizné doby letu, kdy pfii stejné kinetické energii lehké ionty dorazi
k detektoru diive nez ionty tézké. Priletovy analyzator vyzaduje spojeni s iontovym zdrojem

v

umoznujicim pulzni provedeni. Nejcastéjsi je spojeni s LC-MS [38].

Tabulka 2.2 Ptehled analyzatoru pouzivanych v hmotnostni spektrometrii, a jejich
zakladni parametry [38].

RozliSovaci Rozsah hmotnosti  Linearni
Analyzator

schopnost [104]  m/z [10%] dynamicky rozsah
Magneticky 10 1 1-10°
Kvadrup6él 0,01 -0,1 0,4 1107
Iontova past 0,1 —1 0,4 1-102-1-10°
Pruletovy 0,1-4 >10 1-10°

Detektory

Ionty separované hmotnostnim analyzatorem jsou zaznamenany v detektoru. Pro

hmotnostni spektrometrii miizeme detektory rozdelit do dvou skupin.

Detektory pro prima méreni
Principem je detekce elektrického proudu vzniklého pti dopadu ionth. Vyuziti maji
napiiklad pfi ur€ovani staii hornin, jelikoZ umoZiluji pfesnou izotopovou analyzu zastoupené

prvki. V béznych aplikacich MS se nevyuzivaji.
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Nasobicové detektory

Jsou nejbéznéjsi komercné vyuzivané detektory. Principem je nasobeni elektront
vzniklych po dopadu iontd, které poskytuji méfitelny signdl. Do této skupiny patii detektory
elektronndsobicové ¢i  fotondsobicové. ElektronndsobiCovy detektor rozliSujeme
s diskrétnim dynodovym polem (série elektricky propojenych dynod) nebo s kontinudlni
dynodou (zakfivena trubice s vysokym elektrickym odporem). Fotonasobi¢ové detekrory
obsahuji pomocnou kovovou elektrodu, na které jsou ionty prevedeny na elektrony, které po

dopadu na scintilaéni stinitko poskytuji fotony. Tyto detektory jsou oproti

vvvvvvvvv

2.6.3 Kombinovany systém plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Kombinace plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie je jednou s nejvice
vyuzivanych kombinovanych analytickych technik pro identifikaci a kvantifikaci
organickych latek. Systém GC-MS nalezl své uplatnéni v mnoha odvétvich, jako jsou
environmentalni védy, biologicky vyzkum, forenzni védy, ochrana zdravi ¢i analyza
potravin. Jedna se o kombinaci dvou metod, kdy plynové chromatografie slouzi k separaci
jednotlivych slozek, a hmotnostni spektrometr poskytuje informaci o jejich struktute.
Z technického hlediska je hlavnim problémem propojeni téchto dvou pfistroji tlakova
nekompatibilita, kdy plynova chromatografie probihd piiblizn¢ za atmosférického tlaku,
zatimco iontové zdroje pouzivané pro GC-MS (pfedevS§im EI) pracuji za vakua. Pro
zabranéni ionizace plynné mobilni faze se vyuZzivaji vykonna cerpadla, dale se pouZzivaji
kapilarni kolony s priitokem v jednotkdch ml - min', které umozfiuji pfimé spojeni

s iontovym zdrojem [35] [37].
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

Bunécna kultivace
Bunééné kultury a média (Zen-Bio, NC, USA)
» 3T3-L1 diferencia¢ni médium
= 3T3-LI diferenciacni médium bez glutaminu
* 3T3-L1 mysi preadipocyty
* AM-1-L1 3T3-L1 preadipocytarni médium
=  AM-1-L1 3T3-LI preadipocytarni médium bez glutaminu
= PM-1-L1 3T3-L1 preadipocytdrni médium
Chemikalie pouzité pii kultivaci (Sigma Aldrich, Némecko)
* Penicillin-Streptomycin
» Fyziologicky roztok pufrovany fosfaty
*  Trypsin
»  [5-13C] glutamin 99 atom % *C, 99% CP

Chemikalie pouzité pro pripravu vzorku k GC-MS analyze
Rozpoustédla (Merck, Némecko pokud neni uvedeno jinak)
» Diethylether dest.
= Etylalkohol p.a. 96% (Lachner s.r.o., Ceska republika)
» Hexan>97%
= Chloroform stabilizovan 1 % ethanolu p.a. (Penta, Ceské republika)
= Methanol > 99,9%
=  Toluene >99,9%
Ostatni chemikalie
= Acetylchlorid (Fluka, Svycarsko)
= Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Penta, Ceska republika)
= Kyselina octova 99% p.a. (Lachner s.r.o0., Ceské republika)
= Kyselina palmitova >99% (Nu Chek Prep, USA)
* Rhodamin 6G (Merck, Némecko)
= Roztok methoxid sodné¢ho 0,5 M (Merck, Némecko)
= Silica gel 60 G (Merck, Némecko)
* Triolein >99% (Nu Chek Prep, USA)
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3.2 Pouzité pristroje a materialy

Bunééna kultivace
= Centrifuga NF 800 (MERCI, s.r.0., Ceska republika)
CO; inkubétor IG 150 (Thermo Fisher Scientific Inc.,USA)
Desky pro kultivaci bunék D50 (Thermo Fisher Scientific Inc.,USA)
* Hypoxické komory (Del Mar, CA, USA)
Kultiva¢ni lahve 75 cm? (Thermo Fisher Scientific Inc.,USA)
Laminarni box CS 1202 (Telstar, UK)
Tlakové ldhve (Linde Gas a.s., Ceska republika)

Piistroje a software pouZzity k GC-MS analyze (Agilent Technologies, USA)
*  GC/MSD ChemStation Software
* Hmotnostni spektrometr 5975B inert XL MSD
» knihovna hmotnostnich spekter NIST 02
* Plynovy chromatograf 6890N Network GC

3.3 Metodika experimentu

Pro studium biosyntézy mastnych kyselin pii hypoxii pomoci GC-MS byl navrZzen
experimentalni model, zahrnujici n¢kolik krokl, vedoucich k ziskani vzorku pro analyzu.
Pted samotnou analyzou musi vzorek ziskany kultivaci 3T3-L1 preadipocytii projit nékolika

krokovou upravou. Souhrn zakladnich krokii vypracované metodiky zobrazuje obr. 3.1.
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[5-13¢] glutamin —| Kultivace bunék [«—— kontrolni vzorky

h

extrakce do chloroformu ——» Izolace llpldlgl
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Preparativni TLC ———» Separace TG

h 4

Optimalizace —| Transesterifikace » Vyhodnoceni

h J

Optimalizace — GC-MS Analj,fza —— Vyhodnoceni

h 4

Vyhodnoceni dat

Obr. 3.1 Pouzitd metodika postupu studia biosyntézy FA pii hypoxii pomoci GC-MS.

3.4 Metody kultivace

3.4.1 Bunécna linie

Pro experimenty byly pouZzity 3T3-L1 mysi adipocyty, které tvoii jiz desitku let zaklad
vyzkumu metabolickych onemocnéni. Tato bunécna linie, odvozena od tkané Svycarskych
mySich embryi, byla dualezitou soucdsti mnoha vyzkuml bunéénych mechanismu
zabyvajicich se diabetem, obezitou a dal§imi poruchami spojenymi s metabolismem

tuki [39].
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3.4.2 3T3-L1 preadipocyty a jejich kultivace

Mysi 3T3-L1 preadipocyty byly kultivovany v CO: inkubatoru pfi teploté 37 °C
na specialnich kultivacnich destickach, které maji dno jamek tvofené z membrany.
Ta umoziiuje rychlou difuzi plyni skrze membranu k adherentnim buiikdm obr. 3.2,

na zéklad¢ ¢ehoz lze simulovat in-vitro stav intermitentni ¢i setrvalé hypoxie.

Jamka kultivacni desky

Vyména Oz

Difuize
Pomali vyména Oz Kutivac¢ni medium

Pericolatari O T B Adhetentnlblliik}

Membrana

Obr. 3.2 Difuze plynu v jamce membranovym dnem propustnym pro plyny.

Pasazovani bunék

Pro provedeni experimentu byly pouzity bunky v pasazi 12 (P12), pro ziskani této pasaze
byly pouzity buiiky v pasdzi 11 (P11). Buitkky v P11 byly pfedem pfipraveny pasazovanim
z nizdich pasazi, a zamraZeny v poétu 5 - 10° bun&k na jednu vialku.

ZmraZzené bunky v P11 byly rychle rozmraZeny a nasledné pfeneseny do laminarniho
boxu, kde byl bunéény obsah vialky kvantitativné pienesen do 10 ml kultivaéniho média.
Naésledné byla zkumavka zcentrifugovéana pti 20 °C po dobu 5 minut na 1500 rpm. Vznikly
supernatant byl opatrné¢ odsat, a sedimentované bunky byly resuspendovany v 1 ml
PM-1-L1 kultivacniho média. Ze vzniklého roztoku bylo odebrano 15 pl které byly
smichany s 15 pl Trypanové modie pro spocitani bunék pomoci Biirkerovy komiirky.
Nasledné¢ byly buiiky nasazeny do kultivacnich T75 lahvi s 11 ml kultivaéniho média v poctu
375 - 10° bungk na lahev. Buiiky byly kultivaénich lahvi po dobu t¥i dni.
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Sklizeni bunék a jejich nasazeni do kultivacnich misek

Po tfech dnech kultivace bylo z T75 lahve odsdto médium a narostlé buniky byly tfikrat
promyty 5 ml fyziologickym roztokem pufrovanym fosfaty (PBS). Po promyti bylo veskeré
PBS odsato a buiiky byly po dobu dvou minut inkubovany s 2 ml trypsinu pro oddéleni ode
dna lahve. Po uplynuti inkubaéni doby bylo do ldhve pfidano 8 ml
kultiva¢niho média, aby bylo zamezeno dalSimu pisobeni trypsinu. Vznikly roztok byl
ptenesen do 50ml falkonky a zcentrifugovan pti 20 °C po dobu 5 minut na 1500 rpm. Vznikly
supernatant byl odsan, a sedimentované bunky byly resuspendovany a spocitany stejnym
zpusobem jako v pfipad¢ pasdzovani. Nakonec byly bunky sazeny do 7 ml kultiva¢niho
média v poétu 1 - 10° bun&k na jednu kultivaéni misku a priiméru 50 mm (D50).

Po dosazeni konfluence (12 dni) bylo kultivaéni médium vyménéno za medium
diferenciac¢ni na dobu tfi dnt, které bylo nasledné¢ vyménéno za médium adipocytéarni,
a buiiky byly po dobu 14 dnti exponovany hypoxickym nebo kontrolnim podminkam, s nebo

bez piisluSnych chemikalii. Vyména média probihala kazd¢ dva dny.

3.4.3 Simulace hypoxickych podminek

Systém pro expozici adherentnich bunék intermitentni hypoxii je zalozen na difuzi plynii
pfes vysoce propustnou membranu piimo k buikdm, ¢imz je dosazeno pozadované
koncentrace O; v pericelularnim prostoru, kterou lze rychle a reproducibilné meénit [40].
Vymeéna plyni je fizena mikroprocesorem, ktery ovlada solenoidni ventily tak, aby byly
buniky vystaveny stfidavé pericelularni koncentraci kysliku o hodnoté 16 % a 1 % O., pii
frekvenci 10 hypoxickych epizod za hodinu. Koncentrace CO; byla stabiln€é udrZzovana na
hodnot¢ 5 %. Pro navozeni téchto podminek byly vyuzity premixované smési plynt: 16 %
02+5%C0z2a1% O2+5 % COa.

Systém pro expozici adherentnich bun¢k setrvalé hypoxii byl realizovan pomoci
hypoxickych komor, které byly napustény premixovanou smeési plynti 4 % Oz + 5 % CO»
odpovidajici stfedni hypoxii. Tyto komory byly jednorazové napustény smeési plynt,
a otevirdny kazdé dva dny kvili vyméné kultivatniho média. Pro kontrolni podminky
kultivace a expozice bun¢k probihala stejnym zplsobem s tim rozdilem, Ze bylo vyuzito

pouze smési 20 % Oz + 5 % COs.
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3.4.4 Inkubace 3T3-L1 diferencovanych adipocyti s [5-13C] glutaminem

Média s glutamanem pro kontrolni vzorky obsahovala glutamin o koncentraci 2,5 mM.
Pro studium biosyntézy mastnych kyselin bylo pfi kultivaci bunc¢k diferenciacni
a adipocytarni médium vyménéno za specialni médium bez obsahu glutaminu. Médium
s izotopovou znackou bylo pfipraveno o koncentraci [5-!*C] glutaminu 2,5 mM. Dalsi postup

byl shodny s kultivaci kontrolnich vzork.

3.5 Extrakce lipidii z 3T3-L1 diferencovanych preadipocitii

Posledni den kultivace bylo odsato kultivaéni médium a bunky byly promyty 1 ml
fyziologického roztoku PBS. Déle bylo do kultivacni misky pfidano 750 pl smési
methanol/PBS v poméru 1:1 (v/v) a miska byla umisténa po dobu 10 minut do —20 °C
z ditvodu zastaveni metabolismu. Po deseti minutach byly desky vyndany a bunky byly
seSkrabnuty a spole¢né s roztokem methanolu a PBS pfeneseny do sklenéné vialky. K této
bunécné smési bylo ptiddno 500 ul ledového chloroformu a smés byla jednu minutou
vortexovana a sto¢ena na 500 x g po dobu 10 minut. Nasledné byla opatrn¢ odebrana spodni
chloroformova faze pomoci mikrostiikacky Hamilton. Lipidovy extrakt byl vysuSen pod

dusikem ¢imz byl ptipraven k dal§imu zpracovani.

3.6 Separace lipidii 3T3-L1 diferencovanych preadipocytu

3.6.1 TLC separace lipidu

Pro tenkovrstvou chromatografii byly pouzity silikagelové desky o rozméru
6 x 7,5 cm ptipravované v laboratofi. Pfed nanesenim vzorku byla vzdy kazdé deska promyta
smési chloroform/methanol v poméru 2:1 (v/v). Po promyti a nasledném vyschnuti byla

deska pfipravena k aplikaci vzorku.

Analyticka TLC

Pro analytické ti¢ely byla provedena analytickd tenkovrstva chromatografie, diky které
bylo mozné ur€it polohu frakce TG a volnych mastnych kyselin. Vzorek vysuSenych lipida
byl zfedén roztokem smeési chloroform/methanol v poméru 3:2 (v/v) na koncentraci
c =5 mg - ml"!. Takto zfedény vzorek byl nanesen na TLC desku spole¢né se standardy.
Jako standardy byly zvoleny triolein a kyselina palmitova, koncentrace obou standardi byla

¢ =10 mg - mI"". Po naneseni vzorku a vyschnuti TLC desky byla deska umisténa do TLC
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vany s malym mnozstvim mobilni f4ze a nasycenymi parami mobilni faze. Mobilni faze byla
tvofena smési hexan/diethylether v poméru 4:1 (v/v). Po vyymuti z TLC vany byla deska
vysusena na vzduchu, a nasledné byly separované zony vizualizovany. Pro detekci byla
pouzita koncentrovand kyselina sirova, kterou byla deska za pomoci proudu vzruchu

postiikana, a zahtata pomoci horkovzdusné pistole.

Analyticka TLC
Celo MF
/ | Frakce TG
/77. Frakce MK
Kyse.lina . Triolein YZ .M?k
palmitova lipida Startovni linie
| @ @ J MF hexan/diethylether 4:1 (v/v)

Obr. 3.3 Schéma provedeni analytické tenkovrstvé chromatografie.

Preparativni TLC

Za Uucelem izolace frakce TG byla provedena preparativni tenkovrstva chromatografie.
Vzorek lipidi byl zfedén roztokem smési chloroform/methanol 3:2 (v/v) na koncentraci
c=5mg - ml! a nasledn& nanesen na vy¢isténou TLC desku. Do TLC vany byla piidéna
mobilni faze tvotfena smési hexan/diethylether v poméru 4:1 (v/v), uzaviena vikem aby doslo
k nasyceni prostoru parami mobilni faze, a nasledné byla pfidana TLC deska s nanesenym
vzorkem, ten byl nanesen na start dle obr. 3.4. Po ukonceni vyvijeni a vyjmuti desky byla
op¢t deska vysuSena na vzduchu. Po vyschnuti byla provedena vizualizace separovanych
lipidi. Aby nedoslo k degradaci separovanych frakci, jako je tomu pii pouziti kyseliny

sirové, byl pro vizualizaci pouzit 0,05% roztok rhodaminu v ethanolu, tento roztok byl
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nastiikan na desku a lipidové zony byly osvétleny pod UV lampou a oznadeny $pachtli. Cast
vyznacena Spachtli byla seskrabnuta do sklenéné kolonky s vrstvou vaty a silikagelu. Frakce
TG byla ze silikagelu vymyta 7 ml diethyletheru. Diethylether byl nasledné odpaien
proudem dusiku do konstantni hmotnosti. Separované lipidy byly uchovany

pii teploté —20 °C.

Preparativni TLC

Celo MF

4 N Frakce TG
ONONONONONG) O/

v

Vzorek ¢ = 5 mg - ml™

( | \ / Startovni linie
@0 0 0 0 0 @

| j MF hexan/diethylether4:1 (v/v)

Obr. 3.4 Schéma provedeni preparativni tenkovrstvé chromatografie.

3.7 Transesterifikace

Pro analyzu lipidii pomoci GC-MS je potieba vzorek izolovanych TG ziskany extrakei
z 3T3-L1 diferenciovanych preadipocytii dale upravit. Aby mohla byt provedena analyza
mastnych kyselin véetné izotopového obohacenti je potieba provést derivatizaci. V této praci
byla pouzita transesterifikace. Pro vypracovani optimalni metodiky analyzy byla provedena
sada experimenti, kdy byly srovnany tfi metody transesterifikace. Pro tuto optimalizaci byly
izolovéany lipidy 3T3-L1 diferenciovanych preadipocytli kultivovanych za kontrolnich
podminek (20 % O2) z kterych byla izolovana frakce TG. Celkem bylo pfipraveno 9 vzorki

obsahujicich 1 mgizolovanych TG, pfi¢emz kazda metoda byla provedena na tfech vzorcich.
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Pro vyhodnoceni byly z naméfeného spektra integraci odecteny plochy pikl, které byly

nasledné vyhodnoceny, piicemz kazdy vzorek byl zméten trikrat.

3.7.1 Kysela transesterifikace smési metranol-HCI

K I mg vysuseného vzorku TG v sklenéné vialce bylo piidano 80 pl toluenu, 600 pl
methanolu a 120 p smési methanol-HCIL. Smés methanol-HCI byla pfipravena smichanim
970 pl koncentrované kyseliny chlorovodikové s 4 ml methanolu, pfi¢emz tato smés byla
pripravovana vzdy Cerstvé. Takto ptipraveny vzorek byl po dobu 60 minut zahiivan na
100 °C a to za stalého protfepavani na 700 rpm. V dvacetiminutovych intervalech byly vzdy
vialky otevieny, aby doslo k uvolnéni nahromadénych par, a snizeni tlaku v nadobé¢, ktery
by mohl vést k prasknuti a ztrat€¢ vzorku. Po uplynuti 60 minut byly vzorky vyjmuty a po
ochlazeni na pokojovou teplotu bylo do kazdého vzorku pfidano 400 pl deionizované vody
a 300 pl hexanu. Vzorky byly 5 minut protfepavany na 700 rpm a ndsledné byla odebrana
horni organicka faze, ktera byla pouzita k analyze GC-MS [16].

3.7.2 Kysela transesterifikace acetylchloridem

Do sklenéné vialky s1 mg vysuSenych TG bylo pfidino 200 pl smési
methanol/chloroform v poméru 3:2 (v/v), tak aby vznikl roztok o koncentraci
c=5mg - ml'!. Vzorek o této koncentrace byl prenesen do sklenéné ampule a bylo k nému
ptidano 30 pl acetylchloridu. Thned po pfidani acetylchloridu byl vzorek umistén na predem
piipraveny nadrceny suchy led a po zchlazeni vzorku byla ampule pomoci plynového hotdku
zatavena. Vzorek v uzaviené ampuli byl po dobu 60 minut umistén do vodni 14zné
temperované na 70 °C. Po vyjmuti z lazné byla ampule oteviena a reakce byla ukoncena
ptidavkem uhli¢itanu stfibrného do neutralniho pH, pro jehoz indikaci byl pouZit lakmusovy
papirek. Dale byl vzorek pfenesen z ampule do sklenéné vialky, zcentrifugovan na 700 rpm

po dobu dvou minut a odebran do ¢isté vialky pro analyzu GC-MS.

3.7.3 Zasadita transesterifikace methoxidem sodnym

Ke vzorku 1 mg vysuSenych TG umisténého v sklenéné vialce bylo pfidano 100 pl
toluenu. Dale bylo ke vzorku pfidano 200 ul 0,5M metoxidu sodného v bezvodém
methanolu. Tato smés byla po dobu 10 minut umisténa do temperované 14zn¢ na 50 °C. Po

vyjmuti z 14zné bylo ke vzorku piidano 10 ul ledové kyseliny octové a 500 ul deionizované
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vody. Dale byly methyl estery extrahovany dvakrat do 500 pul hexanu, vysledny vzorek byl
odebran a pouzit pro analyzu GC-MS.

3.8 Analyza vzorki pomoci GC-MS

Analyza studovanych vzorkt byla provedena na plynovém chromatografu Agilent 6890N
Network GC ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975B inert XL MSD
vybavenym kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem. Zakladni parametry nastaveni
pracovnich podminek pro GC zobrazuje tabulka 3.1 a pro MS tabulka 3.2. Pro méteni vzorkt
a jejich vyhodnoceni byl pouzit GC/MSD ChemStation Software. Pro urceni struktury
jednotlivych latek byla pouzita knihovna hmotnostnich spekter NIST 02.

Tabulka 3.1 Zakladni parametry GC

Chromatograficka kolona Agilent 19091S-433 (30,0 m x 250 um x 0,25 pm)
40 °C (2 min); 8 °C/min do 200 °C (22 min);

Teplotni program ) o
15 °C/min do 320 °C (33 min) viz obr. 3.5.

Tlak na koloné 7,06 psi
Nosny plyn Helium
Pritok nosného plynu 36cm - s
Injekéni mod Splitovaci
Splitovaci pomér 100:1
Teplota nasttiku 230 °C
Dévkovany objem I ul

Tabulka 3.2 Zakladni parametry MS

Ionizace Elektronova ionizace
lontovy zdroj 70 eV, 230 °C
Skenovaci rychlost 4,32 scan - 5!
Pocatek analyzy 4 min

Konec analyzy 33 min

Rozsah m/z 25-350
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Obr. 3.5 Teplotni program pouzity pro GC-MS.

3.8.1 Priprava interniho standardu

Pro vyhodnoceni optimalizace pracovnich podminek byl pouzit interni standard (IS),
kterym byl methylester kyseliny heptadecylové. Jelikoz kazdd provedend metoda
transesterifikace zahrnovala jiné fedéni vzorku vysuSenych TG, bylo potieba toto fedéni
zohlednit 1 pfi pfidavani IS. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok standardu, a to jak
v hexanu pro transesterifikaci methoxidem sodnym a transesterifikaci smé&si metranol-HCl,
tak ve smési methanol/chloroform v poméru 3:2 (v/v) pro transesterifikace acetylchloridem.
Zasobni roztok interniho standardu v hexanu (roztok A) byl piipraven o koncentraci
cia = 10 mg - ml! a ve smési methanol/chloroform (roztok B) o koncentraci
ci.8 =20 mg - ml"!. Tyto zasobni roztoky byly pouzity k piipravé vzorku k GC-MS analyze.

Redéni a finalni koncentrace pro viechny typy transeseterifikace zobrazuje tabulka 3.3.
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Tabulka 3.3 Ptiprava vzorku k GC-MS analyze s ptfidavkem interniho standardu (cis) je
finalni koncentrace interniho standardu; Vi a objem zasobniho roztoku A; Vip objem

zasobniho roztoku B; Vv, objem méten¢ho vzorku).

Transesterifikace crac[mg - ml™!] cas[mg-ml™] Via[pl] Vis[ul] Py [pl]

Sm¢ési metranol-HC1 1,25 0,83 8,3 0 91,7
Acetylchloridem 3,03 2,02 0 10,1 89,9
Methoxidem sodnym 3,33 2,22 20,2 0 79,8

3.8.2 Optimalizace teploty iontového zdroje

Pro vyhodnoceni inkorporace uhliku '3C do mastnych kyselin byly vyuzity molekulové
piky, jejichZ intenzita je ovlivnéna teplotou zdroje. Proto byla provedena optimalizace
teploty iontového zdroje. SniZeni teploty zdroje vede k potlaceni fragmentace, coZ miize mit
za nasledek zvySeni intenzity molekulovych pikt. Pro optimalizaci teploty iontového zdroje
byly nastaveny teploty 230, 200, 150 a 100 °C. Pro vyhodnoceni byly odeéteny vysky

molekulového piku methylpalmitatu m/z 170,3 a fragmentu m/z 74,1.

3.9 Vyhodnoceni vysledkii

Metodika méteni pomoci GC-MS zahrnovala tfi opakovana méfeni kazdého biologického
vzorku, pticemz bylo statisticky vyhodnoceno Sest biologicky rozdilnych vzorkl pro danou
skupinu. Timto postupem byla zahrnuta ve vysledku jak neptfesnost méficiho postupu, tak
biologicka variabilita. Dil¢i vysledky tedy byly ziskany primérem ze tii pfistrojovych
opakovani. Z téchto dil¢ich primérh byl nasledné statistickym zpracovanim uréen prameér
X a smérodatna odchylka s.

K vypoctu zastoupeni jednotlivych izotoptit FAMEs ve vzorcich byl pouzit nasledujici
postup. Pro dany methylester byly nejprve pomoci programu Xcalibur (Thermo)
namodelovany izotopové klastry molekulového iontu, a to pro molekuly obsahujici 0 az 3
uhliky *C. Pro zmé&fené poméry izotopl v realnych vzorcich pak byly po&itiny linearni
kombinace téchto teoretickych izotopovych klastrii tak, aby co nejlépe odpovidaly
experimentu. Pro ur€eni koeficientii linedrnich kombinaci byla vyuzita metoda nejmenSich
¢tverci s podminkou nezdpornych koeficientl (nonnegative least squares, NNLS).
Vypocitané koeficienty odpovidaly zastoupeni jednotlivych izotopologh FAMEs ve
vzorcich. K vypoctu byla vyuzita funkce Isqnonneg v prostiedi GNU Octave [41].
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Vliv hypoxie na inkorporaci '*Cs byl vyhodnocen pomoci jednofaktorové analyzy

rozptylu na hladin¢ pravdépodobnosti a = 0,05 pomoci programu OriginPro.
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4 Vysledky a diskuze

Tato ¢ast diplomové prace interpretuje ziskané vysledky v podobé grafti a tabulek. Prvni
Cast této kapitoly se zabyva prezentaci vysledki separace lipidi pomoci plynové
chromatografie, a vysledkii optimalizace pracovnich podminek. V dalsi casti kapitoly je
diskutovan vliv hypoxie na tvorbu mastnych kyselin. V zavérecné casti kapitoly jsou

diskutovany vysledky analyzy izotopového obohaceni biologickych vzorki.

4.1 Analyza methyl esterti mastnych kyselin metodou GC-MS

Obsah mastnych kyselin v derivatizovanych vzorcich ziskanych extrakei z bunééného
materidlu byl studovan metodou GC-MS. Namétené vysledky byly vyhodnoceny za pouZiti
softwaru prislusicimu k GC-MS, pomoci které¢ho byla detekovana pritomnost methylestert
mastnych kyselin obsazenych ve vzorcich. Na zékladé vyhodnoceni byl sestaven seznam

vSech detekovanych latek, jak zobrazuje tabulka 4.1.

Tabulka 4.1 Souhrn detekovanych methyl esteru véetné zakladnich charakteristik.

Nazev Vzorec Znacka t[s]

Methylester kyseliny
CisH3002  FAME 14:0 20,417
tetradekanové

Methylester kyseliny
C17H3202 FAME 16:1 22,715
hexadecenova

Methylester kyseliny
C17H3402  FAME 16:0 22,933
hexadekanové

Methylester kyseliny
CisH3zsO2 FAME 17:0 23912
heptadekanova

Methylester kyseliny
Ci9H360O2  FAME 18:1a 24,549
oktadecenové

Methylester kyseliny
Ci9H3602, FAME 18:1b 24,595
oktadecenové

Methylester kyseliny
Ci9H3302  FAME 18:0 24,748
oktadekanové
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Obr. 4.1 zobrazuje chromatogram téchto methylesterii véetné ptidaného interniho
standardu. Bylo dosazeno velmi dobré separace vsech latek. Nejnizsi rozliSeni bylo
u dvojce piki methylesteru kyseliny oktadecenové kdy se v Case 24,549 a 24,595 minut
eluovaly methylestery liSici se polohou dvojné vazby (R>2). Souhrn rozliSeni pro
sousedici  piky v chromatogramu uvedeném na obr. 4.1 zndzoriuje

tabulka 4.2.
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Obr. 4.1 Zdznam chromatogramu methylesterti (A = FAME 14:0; B=FAME 16:1;
C = FAME 16:0; D = FAME 17:0 (IS); E = FAME 18:1a; F = FAME 18:1b;
G =FAME 18:0).

Tabulka 4.2 RozliSeni piki.

Rozliseni, R1>

Rap 60474
Rec 6,606
Rcp 31,079
Rpe 28,955
Rer 2,091
Rrg 7,116
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4.2 Optimalizace transesterifikace

Pro vyhodnoceni uc¢innosti jednotlivych metod transesterifikace byly ode¢teny pro kazdy
vzorek plochy pikit (Avz), a to pro FAME 14:0; 16:0; 18:0 a pro interni standard
FAME 17:0 (41s). Hodnoty ploch piki byly relativné vztazeny k plose piku IS. Kazdy vzorek
byl zméten tiikrat a statisticky vyhodnocen. Z obr. 4.2 je patrné, ze vyrazného rozdilu bylo
dosazeno pro methylester kyseliny hexadekanové, coz odpovida vysokému zastoupeni této
mastné kyseliny v analyzovaném vzorku. Nejvice methylpalmitatu bylo ziskdno kyselou
transesterifikaci smési methanol-HCI, a proto byla tato metoda zvolena jako optimalni pro
zpracovani vzorku lipidi izolovanych z buné¢ného materialu.

1,8

®  Methoxid sodny

@
< :
T e Acetylchlorid
<

4 Metanol-HCI

-

06
00 L ] 7Y
| | |
C14:0 C16:0 c18:0
FAME

Obr. 4.2 Vyhodnoceni optimalizace metody transesterifikace.

4.3 Optimalizace teploty iontového zdroje

Pro vyhodnoceni vlivu teploty iontového zdroje na intenzitu molekulovych pika byly
odecteny vySky molekulového piku methylpalmitatu m/z 170,3 a fragmentu m/z 74,1.
Obr. 4.3 zobrazuje intenzitu piki obou fragmentt pro jednotlivé teploty iontového zdroje.

Z tohoto grafu je patrné, ze snizovani teploty iontového zdroje sice potlacuje fragmentaci,
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ale na zvySeni intenzity molekulového piku nema vyrazny vliv. Proto nadéle bylo pracovano

s teplotou iontového zdroje 230 °C, pfti které bylo dosazeno nejvyssi intenzity.

450000
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N m e 200°C
g A 150°C
£ 300000 § < 100 °C
A
<
150000 b h
45000 |-
30000 |-
15000 | é
O 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
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miz

Obr. 4.3 Vyhodnoceni optimalizace teploty iontového zdroje.

4.4 Profil mastnych kyselin pfi hypoxii

Po optimalizaci pracovnich podminek bylo provedeno méteni vzorkt lipidi izolovanych
z bunék kultivovanych za hypoxickych (4 % O>) a kontrolnich podminek (20 % O,), pticemz
pfi kultivaci téchto bunék bylo pouzito médium bez znaceného glutaminu. U téchto vzorkh
bylo studovano jednotlivé zastoupeni FAMEs, a to odectenim ploch pika pro jednotlivé
FAME:s (14:0; 16:1; 16:0; 18:1a; 18:1b, 18:0) a jejich vztaZeni k internimu standardu FAME
C17:0. Pti hypoxii doslo k nartistu FAME 16:1 0 102 % a FAME 16:0 0 91 %, jak zobrazuje
obr. 4.4. Tyto vysledky pln€ podporuji zavéry predchozich studii, které tikaji, ze pti hypoxii
dochazi ke zvyseni hladiny lipida [10].
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Obr. 4.4 Profil methyl esteri mastnych kyselin pfi kontrolnich a hypoxickych
podminkach.

4.5 Inkorporace znafeného glutaminu ve vybranych mastnych

kyselinach

Pro studium inkorporace znac¢ené¢ho glutaminu do mastnych kyselin prostiednictvim
reverzni dréhy byly izolovany vzorky lipidii z bunék kultivovanych za hypoxickych
(4 % O2) a kontrolnich podminek (20 % Ox), pfi€emZ pfi kultivaci t€chto bunék bylo pouZito
médium se znaCenym glutaminu, dle postupu uvedeného v kapitole 3.4.4. Jako kontrolni
vzorky slouZili vzorky lipidi izolovanych z bun¢k kultivovanych bez zna¢eného glutaminu
(20 % a 4 % O2). Pro vyhodnoceni byly odecteny vysky molekulovych pikl, do obohaceni
o tfi 13C uhliky. Tyto piky pro vzorky s [U-'>C] a [5-13C] glutaminem zobrazuje obr. 4.5
a obr. 4.6. [zotopové zastoupeni téchto molekulovych pikii bylo studovano pro FAMEs 16:1
a 16:0, jakozto nejvice zastoupené FAMEs ve studovanych vzorcich. Celkem bylo pro
kazdou skupinu pfipraveno Sest vzorku biologickych vzorkt, pficemz kazdy byl zméten

tiikrat. Vysledky byly zpracovany na zakladé porovnani experimentalné ziskanych dat

43



s nasimulovanymi teoretickymi spektry pro studované molekulové piky. Takto ziskané

vysledky byly graficky a statisticky zpracovany, a budou diskutovany nize.
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Obr. 4.5 Ukazka MS spektra pro vzorky s neznacenym glutaminem.
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Obr. 4.6 Ukazka MS spektra pro vzorky se znacenym glutaminem.
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4.5.1 Inkorporace 13C do methylesteru kyseliny hexadekanové

Nejprve byla vyhodnocena spektra vzorkt kultivovanych pii kontrolnich podminkach
(20 % O2) s nebo bez obsahu znaceného glutaminu. Zastoupeni jednotlivych FAME 16:0
zobrazuje obr 4.7. Vzorky kultivované se znacenym glutaminem mély nasledujici izotopové
slozeni: 84,5 % + 2,6 % neobsahovalo zadny uhlik '*C, kromé jeho pfirozeného zastoupeni,
13,2 %=+ 1,8 % 1 uhlik 13C, 2,0 % + 0,6 % 2 uhliky '*C a 0,4 % = 0,2 % obsahovalo 3 uhliky
13C. Z tohoto grafu je patrné obohaceni biosyntetizovanych mastnych kyselin o uhlik '3C
ziskany z[5-13C] glutaminu v kultivaénim médiu. Tyto vysledky tedy poukazuji na
prirozené uplatnéni reverzni drahy citratového cyklu ¢i 1ze toto obohaceni povazovat za

prispevek jiné metabolické drahy.
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Obr. 4.7 Zastoupeni jednotlivych FAME 16:0 ve vzorcich z bunék kultivovanych pii
20 % O (kontrolni podminky) s [U-'2C] nebo [5-1*C] glutaminem.
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Déle byla vyhodnocena spektra vzorka kultivovanych pii hypoxickych podminkéach
(4 % 0O2). Zobr. 4.8 je vidét, ze 1 pti hypoxickych podminkach dochazi k inkorporaci
13C do methylesteru kyseliny hexadekanové. Vzorky kultivované se znadenym glutaminem
mély nasledujici izotopové slozeni: 77,8 % =+ 4,4 % neobsahovalo zadny uhlik *C, kromé
jeho piirozeného zastoupeni, 18,4 % + 2.9 % 1 uhlik °C, 3.4 % + 1,3 % 2 uhliky *C
20,6 % = 0,2 % obsahovalo 3 uhliky *C.
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Obr. 4.8 Zastoupeni jednotlivych FAME 16:0 ve vzorcich z bunék kultivovanych pii
4 % O, (hypoxie) s [U-'?C] nebo [5-1°C] glutaminem.

Z uvedenych vysledkt je patrné zapojeni reverzni drahy citratového cyklu jak u hypoxie,
tak u kontrolnich podminek. Pro zjisténi vlivu hypoxie na inkorporaci zna¢eného '*C uhliku
z glutaminu byla porovndna data naméfend pro skupinu vzorkd, ke kterym byl ptidavan
znadeny glutamin. Z obr. 4.9 je vidét, Ze pro ['°C1] FAME 16:0 bylo dosaZeno statisticky

vyznamného nartistu inkorporace pii hypoxickych podminkach. Tento nartst Cinil 5,9 %.
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Obr. 4.9 Vliv hypoxie na inkorporaci '*C uhliku ze znadeného glutaminu prosttednictvim

reverzni drahy citratového cyklu pro FAME 16:0 (* pro p <0,05).

4.5.2 Inkorporace 3C do methylesteru kyseliny hexadecenové

Stejné jako pro methylester kyseliny hexadenkanové bylo nejprve vyhodnoceno spektrum
pro kontrolni a hypoxické podminky vzorkli kultivovanych snebo bez znaceného
glutaminu. P#i kontrolnich podminkach kultivace s [5-'3C] glutaminem (20 %) bylo
zastoupeni jednotlivych FAME 16:1: 81,3 % + 1,7 % neobsahovalo zadny uhlik '*C, kromé
jeho piirozeného zastoupeni, 15,0 % + 1,4 % 1 uhlik *C, 2,9 % £ 0,5 % 2 uhliky *C
a1,0 % = 0,5 % obsahovalo 3 uhliky '*C. Tyto vysledky spole¢né s vysledky pro vzorky bez

pridaného [5-13C] glutaminu znazortiuje obr. 4.10.
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Obr. 4.10 Zastoupeni jednotlivych FAME 16:1 ve vzorcich z bun€k kultivovanych pfi
20 % O, (kontrolni podminky) s [U-'2C] nebo [5-1*C] glutaminem.

Stejnym zpusobem byly zpracovany vysledky vzorki kultivovanych pii hypoxickych
podminkich (4 % Oz). Pro vzorky kultivované s [5-°C] glutaminem bylo zastoupeni
jednotlivych FAME 16:1 nasledujici: 72,0 % + 3,8 % neobsahovalo zadny uhlik '*C, kromé
jeho piirozeného zastoupeni 22,2 % + 2,5 % 1 uhlik ®C, 49 % + 1,0 %
2 uhliky 3C a 1,3 % + 0,4 % obsahovalo 3 uhliky '3C. Tyto vysledky v porovnani se
zastoupenim FAME 16:1 u vzorkdi kultivovanych bez [5-'3C] glutaminu znazoriuje

obr. 4.11.
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Obr. 4.11 Zastoupeni jednotlivych FAME 16:1 ve vzorcich z bun€k kultivovanych pti
4 % O, (hypoxie) s [U-'?C] nebo [5-1°C] glutaminem.

Stejné jako pro methylester kyseliny hexadekanové byl i pro FAME 16:1 zjistovan vliv
hypoxie na inkorporaci zna¢eného '*C uhliku z [5-1*C] glutaminu. I v tomto p¥ipadé byla
porovnana data naméfend pro skupinu vzorkid, ke kterym byl pfidavan znaceny
glutamin. Z obr. 4.12 je vidét, ze pro ['*Ci] FAME 16:1 a ['*C,] FAME 16:1 bylo dosaZeno
statisticky vyznamného nariistu inkorporace pii hypoxickych podminkach, a to u [*Cy]

FAME 16:1 0 12 % a u ['*C2] FAME 16:1 o témé&f 3 %.
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Obr. 4.12 Vliv hypoxie na inkorporaci *C ze znaceného glutaminu prosttednictvim

reverzni drahy citratového cyklu pro FAME 16:1 (* pro p < 0,05).
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5 Zavér

Predmétem této prace bylo studium biosyntézy mastnych kyselin pfi hypoxii pomoci
chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Hlavnim cilem této prace bylo vypracovat
a optimalizovat metodiku zpracovani bunéénych kultur pro GS-MS analyzu a metodiku
zpracovani vyslednych dat pro studium vlivu hypoxie na biosyntézu mastnych kyselin
a inkorporaci znaceného glutaminu, ktery byl k buitkam ptidavan pii kultivaci.

Nejprve byly kultivovany buiiky pii kontrolni hodnoté kysliku 20 % a bez piidané¢ho
[5-3C] glutaminu. Tyto vzorky slouzily k provedeni optimalizace metody transesterifikace
a zaroven jako kontrola pro vzorky obsahujici znaeny glutamin. Déle byla provedena
kultivace totoznych neznaCenych vzorkl, ale pii hypoxickych podminkach. Nakonec
probéhla kultivace bunc¢k v podminkdch kontrolnich 1 hypoxickych a ptidavkem
[5-13C] glutaminu. Z takto ziskanych vzorkd byly néasledng extrakéné izolované lipidy,
z kterych byla pomoci tenkovrstvé chromatografie izolovéana frakce TG.

Dalsim ukolem bylo zméteni vzorku a vyhodnoceni chromatografickych dat. Nejprve
byla provedena transesterifikace na FAMEs, a nasledné byl vzorek zméfen pomoci plynové
chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci. V naméfeném chromatogramu bylo
detekovano Sest FAMEs. Jelikoz separace byla pro dalSi pldnované analyzy vice nez
uspokojivd, nebylo tieba separacni proces dale optimalizovat, byla vSak provedena
optimalizace metody transesterifikace, pro dosaZeni nejvyssi vytéZznosti methylestera.

Byly testovany tfi metody, a to pomoci smési methanol-HCI, aceylchloridu a methoxidu
sodného. Pro tyto metody byla sledovdna, vytéznost vybranych FAMEs. Z namétenych
chromatogrami byly odecteny plochy pikd vybranych methylesterti, které byly vztazeny
k plose piku interniho standardu. Patrné rozdily byly pozorovany u methylesteru kyseliny
hexadekanové, kdy nejvyssi vytézek poskytla transesterifikace pomoci smési methanol-HCI,
ktera byla nadale pouZivana.

Déle byla optimalizovéna teplota iontového zdroje s cilem zvysit intenzity molekulovych
pikt. Pfi snizovani teploty iontového zdroje doslo k ocekdvanému potlaceni fragmentace,
ale k vyznamnému zvySeni molekulovych pikli snizenim teploty nedoslo.

Po ziskani optiméalni metody zpracovani a méfeni vzorku z bunééné¢ho materialu pro
analyzu GC-MS bylo provedeno métfeni vzorkil kultivovanych pii 20 % Oz a 4 % O»
(hypoxie) kultivovanych béznym médiem s obsahem neznafeného glutaminu. K témto
vzorklim byl pfidan interni standard a stejné jako pii optimalizaci transesterifikace byly

odecteny plochy pikt, které byly nasledn¢€ vyhodnocovany. Prostiednictvim téchto vysledkli
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byl sledovan vliv hypoxie na biosyntézu mastnych kyselin. Bylo zjisténo Ze pii hypoxickych
podminkach doslo k naristu FAME 16:1 o 102 % a FAME 16:0 o 91 %, u zbyvajicich
detekovanych FAMEs nebyl zaznamenan vyrazny rozdil oproti kontrolnim podminkdm
(20 % O2). Tyto vysledky jsou v souladu s ptedchozimi studiemi na dané téma. Vzhledem
k témto vysledkim bylo izotopové obohaceni studovano pravé u methylesteru kyseliny
hexadekanové a hexadecenové.

Dalsi a z&vérecnd prace se zabyvala studiem MS spekter FAME 16:0 a 16:1 u vzorkt
kultivovanych se znaCenym i nezna¢enym glutaminem, a to pii 20 % a 4 % O. Data byla
vyhodnocovéna prostiednictvim vysek molekulovych piki M, M+1, M+2 a M+3. Z takto
experimentalné ziskanych dat a dat teoretickych, ktera byla ziskana simulovanim spekter,
bylo pomoci funkce Isnonneg v programu GNU Octave ziskdno procentualni zastoupeni
vyskytu zna¢enych methylesterti. Pomoci této analyzy bylo zjisténo, ze jak u FAME 16:0
tak i u FAME 16:1 doslo k nériistu vyskytu FAME obohacenych o 1 az 3 uhliky '*C oproti
kontrolnim vzorkiim, které obsahovali jen piirozené se vyskytujici uhliky *C. Tento narGst
byl pozorovan jak u vzorkd bunék kultivovanych pii 20 % O tak pii hypoxickych
podminkach (4 % O3). Z téchto vysledkt 1ze usuzovat, ze reverzni draha citratového cyklu
se do jisté miry uplatituje ptirozen¢, nebo se znaceny glutamin dostava do biosynteizovanych
mastnych kyselin jinou metabolickou drdhou. Pfi studiu vlivu hypoxie bylo vySe uvedenym
zpusobem a statistickym zpracovanim pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu na hladiné
pravdépodobnosti a = 0,05, zjisténo u FAME 16:0, Ze statisticky vyznamného rozdilu bylo
dosazeno u ['*C1] FAME 16:0 kdy byla inkorporace pti hypoxickych podminkach zvysena
0 5,9 %. To tedy znamena, Ze bylo témé&f o 6 % vice biosyntetizovanych mastnych kyselin
s obsahem jednoho uhliku '*C pti hypoxickych podminkach oproti podminkam kontrolnim.
Tento nartst 1ze tedy na zakladé studované literatury chépat jako ptispévek reverzni drahy
citritového cyklu. Pro FAME 16:1 bylo dosazeno statisticky vyznamného nardstu pfi
hypoxickych podminkach u ['3C;] FAME 16:1 0 12 % au ['*C1] FAME 16:1 0 3 %.

V této praci byla vypracovana zavedena a optimalizovdna metodika pro analyzu
mastnych kyselin ziskanych z diferenciovanych 3T3-L1 preadypociti pomoci GC-MS
s naslednou analyzou izotopového obohaceni vybranych mastnych kyselin uhlikem '*C,
¢imz byl splnén stanoveny cil diplomové prace. Tato prace dale poskytuje zéklad pro dalsi

vyzkum dané problematiky.
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