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Abstrakt

Vyuziti modernich separacnich a spektrometrickych metod k identifikaci lipidomu
z biologického vzorku

Lipidomika je jedna z oblasti metabolomiky, ktera se v posledni dobé¢, diky
rozvoji chemicko-analytickych metod hlavné pak spektrometrickych, t&si velké
pozornosti. Tato prace se vénuje testovani extrak¢énich technik lipidi, optimalizaci
preseparace lipida a jejich chromatografie pro hmotnostni spektrometrii. Byly ziskany
fragmentacni vzory zastupcii ¢tyt nejvice zastoupenych tiid glycerolipidi (PC, PE, TG,
DG) v navrhovaném systému a srovnany s dostupnou literaturou. Pro extrakci byla
ur¢ena jako vhodng&jsi Folchova metoda vyuZzivajici smés chloroformu a methanolu.
Preseparaéni technika SPE napomaha k identifikaci lipidu. Optimalizace této metody
probéhla ve smyslu zvySeni jeji vytéznosti a to zejména ve frakei polarnich lipidi.
HPLC metoda je zaloZena na mobilnich fazich methanolu s amonnym pufrem, vod¢ a
isopropanolu. Separace byla testovana na tfech kolonach zalozenych na riiznych typech
sorbentti (Gemini, Syncronis a Kinetex) a byla hodnocena z hlediska opakovatelnosti,
tvaru a $itky peaki jednotlivych analytt. Jako nejlepsi byla vybrana varianta, ktera
vyuzivala vmichani 20% vody do systému. Kolona Kinetex se osvédcila jako nejlepsi.
Robustnost navrzené metody a kolony byla testovana na vzorcich rybiho masa se
zamétfenim na detekcei omega-3 nenasycenych mastnych kyselin. Hlavnim vysledkem
bylo zji$téni, Ze maso moiskych ryb obsahuje valnou vétSinu omega-3 nenasycenych
kyselin v molekulach fosfolipida.



Abstract

Modern separation and spectrometric techniques for biological sample lipidom
investigation

Due recent progress in field of mass spectrometry the lipidomics, part of
metabolomics, is increasing its importance for broad fields of biological study. The aim
of this study is to test the lipid extraction techniques and to optimize the preseparation
and separation of lipids suitable for mass spectrometry detection. The fragmentation
patterns of four, the most abundant lipid classes of glycerolipids (PC, PE, TG, DG),
were acquired for the proposed system. These patterns were compared with literature.
The most appropriate method for extraction was declared technique according Folch
based on methanol and chloroform solution. The preseparation due SPE method is very
useful tool for lipid determination. The optimized were focused to reach higher recovery
especially in polar lipid fraction. Proposed HPLC system is based on methanol with
ammonium buffer, water and isopropanol. The testing was done on three columns with
different type of sorbents (Gemini, Syncronis and Kinetex). The separation was
evaluated according mass spectrometer response, shape and wide of particular analytes
peaks. Composition contains 20% of water was determinate as the best and also the best
separation was achieved by Kinetex column. The proposed method was tested on set of
fish meat samples which was focused on omega-3 unsaturated fatty acid determination.
This study revealed that most of the omega-3 unsaturated fatty acids are present in
phospholipids molecules rather than triacylglyceroles.
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1 Uvod

1.1 Cile prace

Diplomova prace je dil¢i studii, kterd je soucasti rozsahlého projektu
zabyvajiciho se stanovenim lipidomu v biologickém vzorku jakékoli povahy. Lipidom
je oznaceni souboru vsech lipidl vyskytujicich se v butice a popisuje ho lipidomika. Ta
je soucasti chemicko analytickych technik detekujicich Siroké spektrum analytt
nazyvanych souhrnné metabolomika. Cilem je vytvofit rychlou, spolehlivou, robustni a
opakovatelnou metodu, ktera se stane rutinnim néstrojem pro determinaci lipidi v§eho
druhu. Je nutné vypracovat metodu, kterd rychle a efektivné odpovi na otazky
pokladané fyziology, 1¢kati a veédci Sirokého spektra oborti. Tato prace se soustiedi na
detekci skupiny glycerolipidi (GL) a volnych mastnych kyselin (FFA). Pravé GL, jak
poléarni, tak nepolarni, jsou neodmyslitelnou soucasti bunék - jak funkéni (bunécna
membrana), transportni, tak i zasobni (tukové burnky).

Prvni ¢ast diplomové prace obsahuje shrnuti chemicko-analytickych metod,
které se bézné pouzivaji nebo jsou schopné GL stanovit a kvantifikovat (kapitola 1.2.2).
Moderni sofistikovanou a robustnosti metodou je hmotnostni spektrometrie (MS)
kombinovana s vysokoucinnou ¢i ultrati¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC,
UHPLC). Vysledky této analyzy jsou velmi markantné ovlivnény zasahy operatora
spocivajicimi v nastaveni hmotnostniho spektrometru, sloZzeni mobilni faze, pouzité
chromatografické kolonég a Cistoté¢ samotného biologického vzorku.

Prvnim krokem, jimz se tato prace zabyva, je extrakce totalnich lipida
z biologického vzorku (kapitola 4), druhym krokem je pteciSténi a predseparace
(kapitola 5) a poslednim pak optimalizace metody HPLC/MS (kapitola 6).

Optimalizovana metoda byla ovéfena pii determinaci GL Vv nutriéni studii

zabyvajici se lipidy v rybim mase.
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1.2 Studované latky

Lipidy zahrnuji nesCetné mnozstvi strukturné¢ a funkéné odliSnych molekul
napiiklad apolarni sterol estery, neutralni lipidy (NL) jako triacyglyceroly (TG) a
polarni fosfolipidy (GPL). Nejcastéji dnes pouzivana klasifikace lipidl je sestavena na
zékladé nomenklatury deklarované Fahym', jeji prehledné schéma lze vidét na
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Obrazek 1.: Zakladni struktury prikladit molekularnich trid lipidi. A) Mastna kyselina (FA) — olejova, B)
Glycerolipidy — I. Mono — 1I. Di - 111 Tri — acylglyceroly; C) Steroly -1. Cholesterol Il. Cholesterol ester;
D) Glycerofosfolipidy (GPL); E) Sfingolipidy - I. Sfingosin I1. Ceramid I11. Sfingomyelin.?
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jejich chemické struktury a biochemické povahy s diirazem na hydrofébni a hydrofilni
elementy v molekule®. Vzhledem k tomu, Ze jsou lipidy takto Siroké skupina latek a
rozsah této prace by nedokazal postihnout vsechny skupiny, byla vybrana skupina NL a
GPL. Davodem vybéru téchto dvou skupin je skuteCnost, ze se Casto stdvaji cilem
biologickych studii.

Mastné kyseliny (FA) jsou zakladni stavebni jednotkou vSech lipida. Jejich
rozmanitost je ovlivnéna predevSim délkou alifatického fetézce mastné kyseliny a
poctem dvojnych vazeb. V piirod¢ se obvykle vyskytuji mastné kyseliny, které maji
sudy pocet uhliki, protoZe jejich biosyntéza se d&je spojovanim acetatovych jednotek®.
Obycejné dosahuji délky od 14 do 24 uhlikii. Pocet dvojnych vazeb neptesahuje 6%*. FA
jsou samy o sobé& prekurzory pro mnohé bioaktivni molekuly. Naptiklad kyselina
arachidonova je prekurzorem eikosanoidii, které funguji jako signdlni molekuly
specifickych receptorti hrajicich vyznamnou roli v zanétlivych procesech.

Relativné jednoduchou tfidou lipidii jsou neutrdlni GL. Obycejné zahrnuji
monoacylglyceroly (MG), diacylglyceroly (DG) a triacylglyceroly (TG). Od sebe se lisi
poétem FA vazanych esterovou vazbou na hydroxy skupinu glycelorové kostry. Je také
nutné zminit, ze jednotlivé FA mohou byt navazany v rtiznych pozicich, ¢imz dochézi u
MG k existenci 3 streoizomerd (1-, 2-, 3- izomery), stejné tak u DG (sn-1,2-, sn-1,3-,
sn-2,3-). Do této tiidy lipida, predev§im TG, patii latky zasobni povahy, které jsou
zdrojem energie, slouzi jako prekurzory pro rozli¢né biologicky aktivni molekuly a dale
slouzi jako dilezité mediatory v procesech metabolismu. Porucha jejich piijmu vede ke
vzniku patologickych zmén chorob, jako je cukrovka, obezita, arteroskler6za a nemoci
jater.?

Posledni a nejrozsahlejsi tfidou lipidi jsou GPL. Zahrnuje rozliéné mnoZzstvi
molekularnich druhti, které maji spole¢nou polarni hlavicku, jejimz zakladem je zbytek
kyseliny fosfore¢né navazany fosfodiesterovou vazbou do polohy sn-3. Do polohy sn-1
a sn-2 jsou stejné jako u predchozi skupiny esterovou vazbou zaclenény riizné FA. Na
zaklad¢ slozeni polarni ¢asti molekuly lze rozdélit GPL na fosfatidylcholiny (PC),
fosfatidylethanolaminy (PE), fosfatidylseriny (PS), fosfatidylglyceroly (PG) a
fosfatidylinositoly (PI). U nékterych skupin, jmenovit¢ u PE a PC, n€kdy dochazi

k navazani FA v poloze sn-1 pomoci etherové vazby, a to vinyl etherovou (plasmenyl-)
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nebo alkyl etherovou (palsmanyl-). Do této skupiny bychom m¢éli také pocitat lyso-
GPL, jez maji misto jedné FA navazanou hydroxylovou skupinu. Rozmanitost GPL je
nepopiratelna a opét presahuje moznosti této diplomové prace, proto byl vybér zizen
pouze na skupiny PC a PE, které jsou kvantitativné nejvice zastoupeny v buné¢nych
membranach eukaryot.>® Vyznam ostatnich skupin pochopiteln& nelze opomijet, ale
nejsou vzhledem Kk jejich pestrosti a rozsahu studovaného materialu pfedmétem této

prace.

1.2.1 Biologicky vyznam lipidi

Lipidy jsou zakladnimi stavebnimi kameny membran a maji v biologickych
systémech nescetn¢ dilezitych funkci. Diky membrané, kterou lipidy tvoii, dochazi ke
vzniku bunéénych subsystému relativné oddélenych od okolniho prostfedi. Lipidy dale
tvofi vhodné hydrofilni prostfedi pro spravnou funkénost membranovych proteinti a
interakci mezi nimi. Déle mize byt mnoho lipidickych molekul zdrojem molekuly
druhého posla, jez vznika enzymatickou cestou. Velky vyznam lipidl je demonstrovan
také tim, zZe v pripad¢€ poruchy metabolismu lipidt u lidi dochéazi ke vzniku zavaznych
onemocnéni, jako je cukrovka, obezita, arteroskleréza a Alzheimerova choroba.?®
Studiem struktury lipidli z mozkové tkdné lze také odhalit biomarkery onemocnéni
BSE.’ Vyse zminéné skutecnosti spolecné s vyvojem hmotnostni spektrometrie a
chromatografickych technik jsou hlavnimi divody pro rozvoj lipidomiky obecné¢.
Vyuziti lipidomiky v mediciné nabyva stale vétSiho vyznamu. NejCastéjSim piistupem
je vytvoreni kompletniho lipidomického profilu u osob zdravych a u osob potencidlné
nemocnych nebo majicich specificky geneticky profil. Porovnanim téchto lipidickych
profilii lze ziskat potencidlni lipidické biomarkery. Tyto studie vSak vyzaduji velké
mnozstvi Casu, proto je velmi zadouci vyvinout u¢innou, robustni a rychlou metodiku
pro stanoveni lipidﬁ.2 Bezesporu prvni misto mezi chemicko-analytickymi metodikami
zabird hmotnostni spektrometrie = kombinovand s kapalinovou ¢i  plynovou

chromatografii.?
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1.2.2 Analytické metody pro stanoveni glycerolipida

Charakteristickou vlastnosti glycerolipidi je jejich velkd rozmanitost a zaroven
strukturni podobnost. Pro dokonalou identifikaci molekuly lipidu jsou nezbytné
informace o tom, ke které t¥id¢ lipidu patii, kolik ma vdzanych mastnych kyselin a
Vv které poloze na glycerolové kostie se nachazi, dale pak rozhoduje délka uhlikového
fetézce konkrétni mastné kyseliny, jeji nasycenost ¢i nenasycenost a eventudlni pocet
dvojnych vazeb a jejich poloha v rdmci uhlikového fetézce. Takto komplexni informaci
0 GL je velmi slozité¢ ziskat i pomoci modernich metod instrumentalni analytické
chemie a obvykle je potieba vice komplementarnich technik.

Prvnim krokem k analyze lipidd je jejich extrakce z biologického materialu.®*? Az
na vyjimky™ je daldim krokem pfi identifikaci lipidi jejich separace pomoci riznych

chromatografickych metod, jako je separace na tenké vrstve,**%

fazi, > vysokoucinna kapalinova chromatograﬁela 19,21, 22, 30-39

extrakce na pevnou
nebo po derivatizaci i
plynova chromatograﬁe.s’7 Poslednim krokem je detekce. B&Zzné se setkdvame
s pouzitim specialnich detektort rozptylu svétla'® 17 30 35 36414245 " qaje pak UV
detekce, ktera ma viak omezené vyuziti.***® Tyto metody jsou viak vytlatovany stale
Gastdji pouzivanou hmotnostni spektrometrij? * & 2 31 32, 39,4961 “Matadou, kterou Ize
studovat podil nenasycenych mastnych kyselin ve vzorku, je nedestruktivni magneticka

rezonance.®

1.2.2.1 Extrakce

K extrakci lipidd 2z biologického materidlu se nejcastéji pouzivd metoda
kapalina : kapalina®. Lipidy svou povahou patii mezi nepolarni (TG) aZ mirn& polarni
(GPL), proto k jejich extrakci pouzivame polarni organicka rozpoustédla, obvykle se
jedna o jejich smés. Nejcastéj$i metodou zvanou také zlaty standard je postup navrzeny
Folchem v roce 1957°. Extrakéni &inidlo je v tomto piipadé chloroform s methanolem
v poméru 2:1. Oblibenou metodou je extrakce Blighta a Dryera, kdy smés tvoii krome
chloroformu a methanolu také voda.® Hara a Radin v roce 1978 navrhnuli extrakéni
metodu s nizkou toxicitou pouzivajici smés hexanu a 2-propanolu’, nicméng tato

metoda se nijak neprosadila snad pro svoji nizsi ucinnost. S postupujici modernizaci
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instrumentalni analytické chemie a také se zvySenymi ndroky na zpracovani vétSiho
mnozstvi vzorku za kratsi ¢as se objevila potfeba vyvinout extrakéni postup, ktery by
byl vhodny i pro automatické déavkovace. Extrakce pomoci chloroformu vsak témto
pozadavkiim nevyhovuje. Chloroformova frakce s lipidy totiz tvoii spodni vrstvu a pii
nastfiku do chromatografického systému by mohlo dojit ke kontaminaci ¢i ucpani jehly
srazenymi bilkovinami v horni vodné vrstvé. Némecka skupina v roce 2008 navrhla
extrakci methyl (terc-butyl) etherem, ktera kritéria pro automatickou extrakci spliiuje,

jelikoz etherova vrstva s lipidy se nachazi ve vrchni ¢asti extrakéni Vialkylz.

1.2.2.2 Separace

Nedilnou soucésti analyzy lipida je jejich separace. Kromé detekce v systému

LC/MS™® ®8 je separace lipidii pro jejich stanoveni nezbytna.

1.2.2.2.1 TLC
Tenkovrstva chromatografie je jednou z nejstarSich chromatografickych technik,

Ktera se jesté dnes t€8i pomérné velké oblibé. Tato technika je také instrumentalné
nejméné naroéna** . Tenkovrstva chromatografie se mize délit na rozdélovaci, kdy
staciondrni fazi je kapalina zachycena v tenké vrstvé a mobilni faze je kapalna. Druhym
typem je adsorp¢ni, kdy je stacionarni faze tuhy adsorbent, ktery je soucasti tenké
vrstvy, a mobilni faze je kapalna.

Vzorek je nandSen ve formé& kapky, obvykle pomoci kapilary, pak se necha
mobilni faze vzlinat péry tenké vrstvy. Interakci se stacionarni fazi dochazi ke
zpozd'ovani latek ve vzorku, coZz zpisobuje jejich déleni. Chromatogram se vyviji
vV uzavien¢ chromatografické komote, kterd je dobfe nasycena parami mobilni faze.
Jakmile celo mobilni faze dosdhne protilehlého konce od startu, vyjmeme
chromatogram z komory, ¢imz ukon¢ime vyvijeni. Chromatogram se wususi a
k identifikaci skvrn pouzijeme vhodnou detekéni metodu. Pfikladem mize byt naneseni
vhodného cinidla jako napf. kyselina sirovd, manganistan draselny nebo jod formou
postriku. Déle pak je mozno vyuzit fluorescenci luminofort v UV zéfeni nebo zhaSeni
fluorescence tenkovrstvé desky s obsahem fluorescen¢niho indikéatoru. Jednotlivé
analyty mZeme stanovit pfimo na chromatogramu pomoci fotodensitometru nebo se

extrahuji z chromatogramu a poté se stanovi vhodnou metodou.®®
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Kvyhoddm TLC patii zejména jednoduchost, pfesnost, robustnost a velmi
ucinna délici schopnost. Tu lze jesté zvysit naptiklad nékolikanasobnym vyvijenim
s riznymi rozpoustédly. V oblasti lipidomiky se TLC v posledni dob¢ vyuziva hlavné
na rychlou separaci lipidickych t¥{d%e 4 04,

TLC lipidi je obvykle provadéno na sorbentech na bazi silikagelu, které mohou
byt specialné inpregnovany kyselinou boritou ¢i dusi¢nanem stiibrnym. Kyselina borita
se vyuziva, protoze tvoii komplex s vicindlni alkoholovou skupinou a blokuje tak
prechod zbytku FA do jiné polohy na glycerolové kostie, nedochazi tak k izomeraci
mono a diglycerold. Dusi¢nan stfibrny je vhodny pro déleni stejnych molekularnich
druhii lisicich se v po¢tu a poloze dvojnych vazeb v acylovych zbytcich FA. Dvojné

vazby tvoii m komplexy se stéibrnym iontem v silikagelu a tim dochazi ke zvySeni jejich

retence®.

1.2.2.2.2 Extrakce na pevnou fazi SPE
Tato separacni metoda je oproti TLC pomérné nové, prvni SPE kolonky se

objevily vroce 1979, ale k nejvétsimu rozmachu doslo az koncem 90. let minulého
stoleti. Diky vyvoji novych sorbentii doSlo ke zpresnéni, vétsi specifité, zvyseni
vytéZnosti a zlepSeni opakovatelnosti metody. Principielné miZeme délit SPE na
»online*“ a ,,offline”. ,,Online* SPE je provadéno automaticky a vzorek je hned po
provedeni SPE zaveden do detekéniho systému. Tato technika se osvédcila predevSim
ve spojeni SPE/LC, a to diky kapalinné povaze obou metod. Mnohem slozitéj$i problém
ptredstavuje spojeni SPE/GC. Kapalny vzorek rozdéleny metodou SPE je zaveden do
pfistroje GC, ktery vyuziva plynnou mobilni fazi. ,,Offline* SPE neni automatizované a
mezi SPE a samotnou analyzou vzorku mize byt prodleva. Vyhodou tohoto systému je
nezanedbatelné sniZeni spotieby vzorku a moZnost nasledné analyzy systémem GC®®,
Principieln& rozliSujeme n&kolik druhi sorbenti®:;

1) Chemicky vazané silikagely reverzni faze, coz jsou Cig Nebo Cg, které maji rizné
modifikace napf. cyklohexylem, fenylem, selektivnim elektronem donorové nebo
akceptorové silikagely, kyanopropylové a aminopropylové silikagely. Posledni
jmenované jsou faze polarni, které zptsobuji interakce jak polarni, tak nepolarni.

2) lontopdrové a iontovyménné sorbenty. Pouzivaji se pro analyty ve form¢ iontu
nebo pro ionizovatelné analyty. Nevyhodou silikagel je jejich tizka skala pH, pfi které
mohou byt pouzity (3-9). Kation-vyménny sorbent se sklada ze slabé karboxylové

kyseliny a silné¢ aromatické nebo nearomatické skupiny kyseliny sulfonové. Slaby
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aniont-vyménny sorbent je z primarnich ¢i sekundarnich aminoskupin, kdezto silny
Z kvarternich aminti.

3) Uhlikove sorbenty, jejichz zékladem je grafitizovany uhlik ziskany jeho
zahfivanim na vysoké teploty (2700-3000°C). Kazdy sorbent pak ma na povrchu
specifickou funk¢ni skupinu, ktera podléha kyslikové chemisorbci. Tyto sorbenty jsou
vhodné pro studia pesticidii, kdy jsou schopny oddélit kyselé, bazické a neutrdlni
pesticidy.

4)  Imunoafinitni extrakcni sorbenty funguji na principu interakce mezi latkou a
protilatkou, coz umoziuje selektivni extrakci na bazi molekuldrniho rozpoznani.
Protilatky jsou kovalentné navazany na sorbent, ¢imz zajist'uji vysokou specifiku. Proto
se také pouzivaji predevSim u matric, které ve vzorku maji pouze stopové mnozstvi
analytu.

5)  Molekulirné imprintované polymery poskytuji podobnou specifiku jako
imunoafinitni sorbenty. Oproti nim vSak maji fadu vyhod, jako naptiklad rychlejsi a
jednodussi ptipravu, pouziti presné¢ definovanych metod a také stabilitu pii vysokych
teplotach a extrémnich hodnotich pH. Jejich syntéza zacina seskupenim monomert
kolem templatové molekuly, na¢ez dojde k polymeraci monomerti a vzniku rigidniho
materidlu. Nasleduje vymyti templatovych molekul, po nichz v polymeru zlistanou
specifické ,,dutiny* — imprinty. Tyto ,,dutiny* slouzi jako vazebnd mista pro cilovy
analyt, ktery je navdzan podobné jako u imunoafinitnich sorbentli na zédklad€¢ souhrnu
vodikovych, hydrofobnich a elektrickych interakci.

Valna vétsina praci zabyvajicich se separaci lipidii na pevné fazi je zaloZena na
prvnim typu SPE kolonek se zakladni molekulou C18 samylopropylovou skupinou.
Prvni zminka o vyuziti techniky SPE pro separaci lipidickych tfid je z roku 1985 od
tymu vedenym Kaluinym23. Tato studie se zabyva rozdélenim totalniho extraktu dvojim
zpusobem. Jednoduss$i metodika vyuziva pouze jednu SPE kolonku a d¢li celkovy
extrakt lipidil na tf1 frakce - neutrdlni lipidy, volné mastné kyseliny a fosfolipidy. Pfi
pouziti dvou SPE kolonek lze dosdhnout frakcionace vzorku na cholesteryl estery,
triglyceridy, diglyceridy, monoglyceridy, cholesterol, volné mastné kyseliny a
fosfolipidy. Revize této metodiky je publikovana Kimem v roce 1990. Metodika
navrzend Kaluznym je zékladem pro dalsi studie zabyvajici se pouze technikou®*

samotnou nebo jeji aplikaci. Aplika¢ni zabér SPE metody je velmi Siroky pocinaje
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stanovenim mastnych kyselin v riznych lipidickych frakcich mikrobidlnich kultur®” %

v . © 1. 10 v ’ v Ve 027 v vy < r
ptes determinaci lipidd ve svalech motskych zivocichti®' az po nutri¢ni a medicinské

studie®* .

1.2.2.2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC/UHPLC
Kapalinové chromatografie v SirSim pojeti zahrnuje vSechny chromatografické

metody s kapalnou mobilni fazi. Vznik vysokouc¢inné kapalinové chromatografie tak,
jak ji zname dnes, byl podminén vyuzitim teoretickych a praktickych poznatka
Z plynové chromatografie, které byly aplikovany na sloupcovou kapalinovou
chromatografii. Velké rozliSovaci schopnosti bylo dosazeno pouzitim specialnich néplni
kolony a vhodnou kombinaci systému fazi, ktera zaruCuje vyssi selektivitu. Zkraceni
doby analyzy se dosdhlo vétSim prutokem mobilni faze za pouziti pietlakovych
systémﬁeg.

Podobné jako SPE kolonky jsou stejné tak i chromatografické kolony urcené pro
HPLC nebo UPHPLC vyrabény v Siroké Skale sorbentli srozliénymi funkénimi
skupinami. V literatufe se obvykle setkdvame se studiemi, které se zabyvaji bud’ detekci
GPL nebo NL.

818, 19, 35, 47, 51 nebo

Pii chromatografii GPL se nejcastéji uplatiiuji kolony C1
ziidka C8*" 0 4 rozliénych velikosti. Obvykle se setkdvame s reverzni fazi, pouziti
normalni faze je pro chromatografii GPL spise V}'/jimkou”. Stejné je tomu u
chromatografie NL. Pokusy o zavedeni normalni faze do bézné praxe skoncily jen
S omezenymi L'lspéchy69 , a proto se nyni k déleni TG pouZiva pfevazné reverzni faze?

52, 59, 69, 70 r v v S r - o ’
. Také se cCastéji setkdvame se systémem dvou stejnych nebo riznych kolon

zapojenych za sebou®. Casy takto provadénych analyz viak piesahuji 100 minut? % 0.
S rutinnim vyuzitim UHPLC v praxi v ramci detekce GPL a NL se v literatufe

vvvvvv

lipidt, napiiklad v plazmé ¢i mléce 5 7173

21



1.2.2.3 Detekce glycerolipidii

Rozmanitost glycerolipidii a naroc¢nost jejich detekce jiz byla zminéna. Pro nase
cilové analyty se rutinné pouziva nékolika druhti detekce. Detektor rozptylu svétla
(ELSD)™® 17 21.30.36,42:44 5 yv/ detektor'® 32 ** 47 pyly dfive k detekci GPL a NL hojné&
vyuzivany, a to predevsim pro jejich dostupnost, maji vSak své limitace jako naptiklad
omezenou citlivost a spotiebu velkého mnozstvi vzorku.? Dal§i moznou analytickou
technikou je nuklearni magnetickd rezonance, kterd je vsak instrumentdlné velmi
naro¢na.*® V posledni dob& ruku v ruce s rozvojem instrumentalni analytické chemie se
pro analyzu lipidi pouziva hmotnostni spektrometrie. Pro determinaci a indetifikaci
lipidd je tato metoda ve spojeni s LC pfimo klicova.?

1.2.2.3.1 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemicka technika, ktera nam umoziuje

uréit hmotnost volnych molekul a jejich fragmentd na zékladé délky doby pobytu ve
vakuu V elektromagnetickém poli. Zakladni podminkou hmotnostni spektrometrie je
ionizovatelnost méfenych analyt. Pokud jsou cilové analyty tézko nebo vlbec
1onizovatelné, pouZzivaji se derivatizacni postupy, které zavedou do molekuly ochotné se
1onizujici funkéni skupinu.
1.2.2.3.1.1 Ionizace

Ionty vznikaji v iontovém zdroji. NejCastéji pouzivame meékké ionizacni
techniky. Pfikladem meékké ionizacni techniky pouzivané ve spojeni s HPLC/MS je
elektrospray (ESI) nebo ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Dalsim mékkym
iontovym zdrojem je MALDI, ten se obvykle pouziva ve spojeni s analyzatorem délky
¢asu letu (TOF), ¢i iontovou cyklotronovou rezonanci (FTICR). Podle literatury se da
Fici, ze obliben&jsi metodou pro stanoveni GPL je ESI%. Diivod je ziejmé ten, Ze pii
APCI dochazi k vytrzeni zbytku kyseliny fosforecné a vlastné celé polarni
,hlavicky* z molekuly fosfolipidu. Ve spektru pak nevidime molekularni ion, ale pouze
jeho fragmenty. TG a DG jsou molekuly, které jsou obvykle méfeny pravé pomoci
APCI. Béhem procesu ionizace dochazi k castecné fragmentaci, a tim jiZ prvni zdznam
bez pouziti MS" techniky nam diky fragmentacim v iontovém zdroji umoZni nejen uréit
jeji m/z, ale také sloZzeni FA a jejich sn polohy na glycerolové kostie. Pro tuto techniku
byl dokonce vyvinut automaticky rozpoznavaci program TriglyAPCI, ktery na zéklad¢

poméru fragmenti uréi polohu konkrétnich FA.%
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1.2.2.3.1.2 Separace
Pro detekci GL ve spojeni s ESI ¢i APCI se v zasadé pouziva linearni iontova

22,59, 70,74

past nebo trojity kvadrupc')l.75

1.2.2.3.2 Urcenti tridy a FA v glycerolipidu pomoci MS
PrisluSnost analytu k jednotlivé tiidé lipidi je prvni otazka pokladand pfi

kompletovani lipidomu. Jiz po SPE a nasledném méfeni frakci tuto informaci ziskame?
a je to proto velmi uzitecny diagnosticky nastroj. K ziskani této informace miizeme
pouzit SPE i HPLC. Navic pii pouziti ESI/MS dosdhneme dvoudimenzialni
determinace, jednak retenénim ¢asem analytu opoustéjicim chromatografickou kolonu,
jednak i idajem z hmotnostniho spektrometru - m/z"°.

Velmi dobré informace nam také poskytne chovéani analytu béhem ionizace’” 8
NL se ionizuji pouze v positivnim spektru a nikoliv protonaci. Do mobilni faze je nutné
pridavat solna aditiva, jako naptiklad octan amonny nebo alkalické acetaty. TG a DG se
nejéastéji ionizuji jako amonné addukty [M+NH,4]" nebo iony [M+Kat]" (Kat = Li*, K*,
Na*, Rb*, Cs"). V ESI nedochazi k jejich fragmentaci ptimo ve zdroji*. Oproti NL se
GPL, jmenovit¢ PC a PE, ionizuji velmi ochotné, jak Vv pozitivnim, tak negativnim
naboji. V pozitivnim moédu tvofi protonované ionty [M+H]" a velmi ¢asté jsou také
addukty s alkalickymi kovy napf. [M+Na]® *. V negativnim spektru mizeme vidét
molekularni ion u PE [M-H], ale nikoliv u PC, kde jsou hlavnimi ionty [M+OAc] nebo
[M+CI]" ® *°. P¥i pouziti reten¢niho ¢asu z HPLC lze porovnat chovéani analytu, jak
V negativnim a pozitivnim spektru, tak eventuelné potvrdit jeho ptislusnost k lipidické
tfid€ nalezenim jeho adduktu.

Posledni Urovni syst¢ému HPLC/ESI/MS/MS je stanoveni konkrétnich FA
ptitomnych v molekule, pocet jejich dvojnych vazeb a uréeni polohy FA na glycerolové
kostie lipidu. Tyto charakteristiky se urcuji na zakladé fragmentace molekul a poméru
jednotlivych fragmentd®. K fragmentaci molekul se vyuziva collision-induced
decomposition (CID), ktery zajistuje charakteristickou fragmentaci lipidickych
molekul®. Pro uréeni polohy dvojnych vazeb v ramci jedné molekuly FA je viak
systém LC/MS nevhodny, a proto se rutinné pouziva GC v kombinaci s FID (detektor
S plamennou ionizaci) nebo MS detekci, toto vSak neni pfedmétem této diplomové

prace.
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Reagencie

2.1.1 Studované latky - standardy glycerolipidii

Standardy glycerolipidii byly potfizeny od firem:
- Sigma-Aldrich  spol s.r.o.:  3-sn-phosphatidylethanolamid  diheptadecanoyl
(PE17:0/17:0); 3-sn-phosphatidylethanolamine-2(f3) -oleoyl-1(y)-palmitoy (PE16:0/18:1);
3-sn-phosphatidylcholine-2(B) -oleoyl-1(y)-stearoyl (PC18:1/18:0); tripalmitin
(TG3x16:0); tripalmitolein (TG 3x16:1)
- Avanti Polar Lipids, inc.: 3-sn-phosphatidylethanolamine-1-palmitoyl-2-linoleoyl
(PE16:0/18:2); 3-sn-phosphatidylcholin-1stearoyl-2-linoleoyl (PC 18:0/18:2); 3-sn-
phosphatidylcholin-dilinoleoyl (PC 18:2/18:2)
- Larodan Fine Chemicals AB: 1,3-Linoleoyl-2-Stearin—glycerol (TG18:2/18:0/18:2);
1-Palmitoyl-3-stearoyl-rac—glycerol  (DG16:0/18:0); 2-sn-glycerol-1,3dipalmitoyl
(DG16:0/16:0)

2.1.2 Reagencie pro pripravu extrakc¢nich roztoki

Jednim z cili prace je také porovnani dvou technik pro extrakci lipidi. Prvni
z nich je dle Folcha, ktera byla jemné upravena pro LC-MS"®. Jako extrakéni roztok je
pouzita sm&s CHClz a MeOH v poméru 2:1, pfi poslednim kroku je pouZito misto
»Ringerova roztoku* 0,1M roztok AcONH4 ve H,0.

*CHCI3 — Sigma-Aldrich; Chromasolv stabilizovany 0,5-1% EtOH, stabilizace
je u CHCIj3 velmi dulezita, je mozné ji provadét také amylenem, ale takto stabilizovany
CHClI3 neni vhodny pro praci s lipidy.

*MeOH — Sigma-Aldrich; Chromasolv pro HPLC

*AcONH, — Sigma; pro molekularni biologii >98%

*H,0 — deionizovana

Dalsi extrakéni technikou je metoda navrzena Mathyashemlz, kde je extrakénim
¢inidlem methyl (tert-butyl) ether.

*MTBE — Sigma-Aldrich; Chromasolv pro HPLC
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*MeOH — Sigma-Aldrich; Chromasolv pro HPLC

*H,0 — deionizovana

2.1.3 Reagencie pro pripravu separacnich roztokt (SPE)

SPE je metoda, jejiz piesnost velmi zavisi na pouzitych chemikaliich. Zvlasté u
této metody je nutné drzet se ndsledujicich sloucenin nejenom z hlediska Cistoty
chemikalie, ale také jejiho vyrobce. Toto pravidlo je jesté ptisnéjsi u pouzivani SPE
kolonek.

*CH3COOH - Merck; Suprapur

*n-CeHs — Merck, Suprasolv

*MeOH - Sigma-Aldrich; Chromasolv pro HPLC

*2-Propanol - Sigma-Aldrich; Chromasolv pro HPLC

*Diethylether — Aldrich; EC 200-467

*CHCI; — Sigma-Aldrich; Chromasolv stabilizovany 0,5-1% EtOH

*ACN - Sigma-Aldrich; Chromasolv pro HPLC

2.1.4 Reagencie pro pripravu mobilnich fazi HPLC/UHPLC

Pro optimalni separaci byla zvolena metoda, pfi niz dochazi k michani tii
kanalti chromatografické pumpy, tedy k michani tfi mobilnich fazi.

*MeOH - Sigma-Aldrich; Chromasolv pro HPLC

*AcONH, — Sigma; pro molekularni biologii >98%

*NH4OH - Hydroxid amonny >25% in H,0, TraceSELECT®

*2-Propanol - Sigma-Aldrich; Chromasolv pro HPLC

*H,0 — deionizovana
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2.2 Od vzorku po informaci

Biologické vzorky jsou obvykle ve dvou formach — kapalina, coz jsou rtizné
télni tekutiny jako napt. krev, plasma, haemolymfa ¢i mléko a pevnd latka jako
naptiklad kousek tkan¢, nékdy i cely hmyz (pt. Drosophila melanogster — octomilka
obecnd). Pro praci s tkdinémi je nezbytné nutny homogenizator (Diax 100 - Heidolph,
Némecko), aby doslo k mechanické homogenizaci tkané, a tim se extrak¢ni roztok
dostal k co nejvice lipidim. Pfi tekutych vzorcich mechanicky homogenizac¢ni krok
odpada, pouziva se pouze ultrazvuku.

Jak bylo na zacatku feceno, je potfeba ziskat mnoho informaci, abychom
s jistotou identifikovali dany lipid. Je mnoho analytickych ptistupt k detekci lipidi,
pfiCemz nejprogresivnéjsi metodou je jist¢ HPLC v kombinaci sESI/MS/MS
experimenty® ', Tato metoda ma viak také své limity, neni schopna v jedné spole¢né
analyze bez pfedchozich tprav odhalit polohu dvojnych vazeb v partikuldrni molekule
FA. Pro ziskani této informace je vhodné pouziti komplementarnich metod, jako je
derivatizace vzorku a identifikace jednotlivych mastnych kyselin a poloh jejich
dvojnych vazeb pomoci GC s FID ¢i MS detekci, tato metodika vSak nespada do tématu
této prace.

Cely postup je schématicky zndzornén na obrdzku 2. V této studii se vSak

vénujeme pouze ¢ervene ohranic¢ené oblasti.
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homogenizace a extrakce

HPLC/ ESIf MS

GC/IMS

Obrazek 2.: Schéma vsech analytickych metod pouzitych pro presnou determinaci lipidu. Cerveny
obdélnik zndzornuje oblast, kterou se zabyva tato prdce.

Mozna by se zdalo zbytecné provadét precisténi a predseparaci na kolonkéach
SPE, nicméné je to krok analyticky a slouzi k potvrzeni identifikace jednotlivych tiid

lipidu, da se zde tedy opét hovotit o komplementarni metodé.

2.3 HPLC/ESI/MS sestava

Cely systém je pohanén ternarnim cerpadlem Rheos Alegro (Flux instruments,
Basilej, Svycarsko). Vzorek je do systému zaveden pomoci autosampleru Accela
(Thermo, San Jose, CA, USA) vzdy vmnozstvi 5 pl a pak déle pokracuje na
chromatografické kolony:

- Gemini — C18 150x2.0 mm i.d. 3 um (Phenomenex, Torrance, CA, USA)

- Synchronis — C18 100x2.1 mm, 1,7 um (Thermo, San Jose, CA, USA)

- Kinetex — C18 150x2.1 mm, 1,7 um (Phenomenex, Torrance, CA, USA)

Chromatograficka separace zde probihd a jednotlivé analyty jsou ionizovany
pomoci ESI sondy a jsou nésledné analyzovany a detekovany v linedrni iontové pasti

pristroje LCQ fleet (Thermo, San Jose, CA, USA).
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2.4 Pracovni postup

2.4.1 Extrakce - Folchova metoda

Na zaklad¢ povahy vzorku se rozhodneme pro vyuziti homogenizace. V ptipadé
celého hmyzu ¢i tkané postupujeme nasledujicim zplsobem. Jestlize se jedna o vzorek

kapalny, zac¢indme cely postup od bodu 3.

1) Spocitame kusy hmyzu v ependorfce nebo zvazime danou tkan a zaznamename
udaj.

2) V ptipadé malého hmyzu kazdy kus rozstiihneme (podélng) a poloviny zvitat dame
do extrakéni ependorfky se 400 pl extrakéniho roztoku (CHCl3:MeOH; 2:1). V piipadé
tkan€ neni nutné vzorek rozstiihat (hmyz ma vné&jsi exoskelet a rozsttihnuti usnadni
homogenizaci).

3)  Provedeme homogenizaci tkané pomoci elektrického homogenizatoru a ziskame
zakaleny roztok s kusy chitinového exoskeletu. Pokud je vzorek kapalny, do vzorku
priddme extrakéni medium a déle postupujeme stejne.

4)  Ependorfky vlozime do ultrazvukové 1azné na dobu cca 10 minut. Do lazné je
vhodné vlozit led ¢i suchy led, aby se vzorky nepiehiivaly.

5)  Centrifugujeme pti 10000 g 10 minut pii 4°C, odebereme supernatant S1
(pouzijeme Hamiltonovy stiikacky)

6) Rehomogenizujeme zbyly pelet s dalsimi 400 pl extrakéniho roztoku

7)  Ponofime do ultrazvuku na cca 10 minut

8)  Centrifugujeme pti 10000 g 10 minut pii 4°C, odebereme supernatant S2
(pouzijeme Hamiltonovy stiikacky).

9)  Spojime supernatanty (S1+S2).

10) K supernatantim piidame 300 pl 0,1M octanu amonného (ACOHN,) ve H,0 a
ponofime do ultrazvuku na 10 minut.

11) Centrifugujeme pii 10000 g 10 minut pii 4°C, odebereme spodni organickou fazi
obsahujici lipidy.

12) Odebirame do vialek s teflonovym uzavérem, fadné popiSeme a ulozime do -

20°C; vzorek je v CHCls.
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13) Pro méteni HPLC/ESI/MS (LCQ) patii¢né nafedime (napiiklad v pripadé€ plostice
fedime 100 pl vzorku + 400 ul MeOH) a do systému nastiikujeme 5 pl.

Obycejné se pii pouziti CHCl3 nedoporucuje pouzivat plastové nadobi’®,
nicméné pii nasem objemu vzorkl je velmi obtizné recyklovat sklenéné ampule. Navic
obcas dochazi k jejich nechténé destrukci béhem centrifugace a tim ke ztraceni vzorku.
Z tohoto divodu bylo provedeno porovnani extrakci ve sklenénych ampulich a
v plastovych mikrozkumavkach znacky Eppendorf. Vysledek tohoto porovnani

neodhalil z&dné zmény ani vyznamné kontaminace.

2.4.2 Extrakce - methyl (terc-butyl) ether (MTBE)

1)  Spocitame kusy hmyzu v ependorfce nebo zvazime tkan a zaznamename tdaj.

2) Vptipadé¢ malého hmyzu kazdy kus rozstiihneme (podéln€) a poloviny zvifat
dame do extrakéni zkumavky se 150 ul MeOH. Hmyz ma vnéjsi exoskelet a rozstiihnuti
usnadni homogenizaci, kdezto v piipadé€ tkané neni nutné vzorek zsttihat.

3) Provedeme homogenizaci tkan€¢ pomoci elektrického homogenizatoru a ziskame
zakaleny roztok s kusy chitinového exoskeletu. Pokud je vzorek kapalny, do vzorku
pfidame extrakéni medium a dale postupujeme stejné.

4)  Ptidame 500 ul MTBE, tfepeme 1 hodinu.

5)  Ptidame 125 pl H20, inkubujeme 10 minut.

6) Centrifugujeme pii 10000 g 10 minut pii 4°C.

7)  Odebereme horni vrstvu (HV1).

8)  Opakujeme krok 3-6.

9)  Odebereme horni vrstvu (HV2)

10) Spojime HV1 a HV2.

11) Odpatime do sucha, ptidame 500 pl CHCI; a uskladnime k méfeni (sklenéna
vialka s teflonovym uzavérem).

12) Pro méfeni HPLC/ESI/MS (LCQ) patfi¢né nafedime (naptiklad v ptipadé plostice
fedime 100 pl vzorku + 400 ul MeOH) a do systému nastiikujeme 5 pl.
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2.4.3 SPE

SPE je extrak¢ni postup, pro ktery je velmi dulezity vybér vhodné kolonky a
také pouzivani stejnych, Cistych reagencii pro ptipravu mobilnich fazi. Pro SPE lipida
byly na zéklad¢ studie Kaluzného vybrany SPE kolonky Bond Elut LRC-NH; od firmy
Varian, Inc. (USA) s 500 mg sorbentu. Kolonky Bond Elut NH; maji velmi polarni
sorbent a uzivaji se ve dvou modelech, extrakce na normdlni fazi nebo iontovée
vyménné. Chova se jako slaby anex s pK; 9,8. Pti pH nizsim nez 9,8 je funkéni skupina
pozitivné nabitd. Jako slabsi ionex se s vyhodou pouziva pro silné anionty. Mize byt
pouzita i jako nepolarni izolace od poldrnich skupin. NH; skupina je vyborna na
oddélent strukturnich izomert. Iontové vyménna kapacita je 1,10 meq/g a velikost port
nosice 60 A. Koncentrace lipidt v biologickych vzorcich vyzaduje pouziti SPE kolonek
s 500 mg sorbentu. Dale postupujeme dle navodu. K celému procesu pouzivame
zatizeni SPE (policova sklenéna vakuova vana).

- Roztok A: chloroform:2-propanol 2:1

- Roztok B: 2% kyselina octova v dietyleteru

- Roztok C: methanol:voda 9:1

1)  Kondiciovani kolonky: naneseme 4 ml n-Hexanu, nechame prokapat, dokud
kolonka nezb¢la (je suchd), zavieme ventil a nanaSime vzorek.

2)  Naneseme vzorek 100 ul — vzorek musi byt rozpustén v CHCI3 ~ EtOH (nanasime
Hamiltonovou stiikackou)

3) Hned za vzorkem naneseme 4 ml roztoku A (sklenénou pipetou) a nechame
prokapat

4)  Vypneme vakuum a nalijeme roztok B, potom vyménime vialky na odbér
jednotlivych frakci. Poté opét zapojime vakuum a nechdme prokapat roztok B

5)  Opakujeme od kroku 3 s roztokem C.

Takto ziskame ze 100 pl vzorku 3 frakce - kazdou po 4 ml. V prvni frakci A by
se mély vyskytovat nepoldrni lipidy (TG a DG), ve frakci B volné mastné kyseliny
(FFA) a ve frakci C polarni lipidy (GPL). Frakce pomoci vakuové odparovacky
SpeedVac (Labconco, USA) odpaiime do sucha a rozpustime v 500 pl roztoku MeOH a
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CHCI3 v poméru 1:2. Takto pfipravené vzorky vhodné nafedime a méfime pomoci

HPLC/ESI/MS nebo v ptipad¢ frakce B derivatizujeme a métime systémem GC/MS.

2.4.4 HPLC/ UHPLC

Byly vyzkouSeny 3 chromatografick¢é kolony na bdzi C18. Byly provedeny
experimenty na vliv mnozstvi vody a vliv pratoku, ktery se pohyboval od 200-400 pl

roztoku za minutu na samotnou separaci latek a také ionizaci.

2.4.5 ESI/MS/MS

V hmotnostni spektrometrii se jako inertni plyn pouziva helium, jako plyn nosny a
susici se pak pouziva dusik. Z analytickych dtvodt probihalo méfeni ve dvojim modu —
pozitivhim a negativnim — V tomto nastaveni (pro lepsi opakovatelnost je nastaveni

uvedeno v originale).

Tabulka 1.: Parametry nastaveni iontového zdroje a hmotnostniho spektrometru

Source Type ESI

Capillary Temp (C) 220.00
APCI Vaporizer Temp (C) 0.00
Sheath Gas Flow () 40.00
Aux Gas Flow () 8.00
Sweep Gas Flow () 0.00
Injection Waveforms On
Injection Waveforms On
Zoom AGC Target 200.00
Full AGC Target 2000.00
SIM AGC Target 500.00
MSn AGC Target: 500.00
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Tabulka 2.: Parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru v positivnim a negativnim modu

Positive polarity Negative polarity
Source Voltage (kV) 4.00 Source Voltage (kV) 4.50
Source Current (UA) 100.00 Source Current (UA) 100.00
Capillary Voltage (V) 36.00 Capillary Voltage (V) -15.00
Tube Lens (V) 75.00 Tube Lens (V) -30.00
Multipole RF Amplifier (Vp-p) 430.00 Multipole RF Amplifier (Vp-p) 400.00
RF Lens Offset (V) -1.50 RF Lens Offset (V) 1.00
Lens 0 Voltage (V) -5.00 Lens 0 Voltage (V) 3.00
Multipole 0 Offset (V) -6.75 Multipole 0 Offset (V) 4.75
Lens 1 Voltage (V) -13.00 Lens 1 Voltage (V) 24.00
Gate Lens Offset (V) -54.00 Gate Lens Offset (V) 43.00
Multipole 1 Offset (V) -13.50 Multipole 1 Offset (V) 22.00
Front Lens (V) -38.93 Front Lens (V) 59.00
Zoom Micro Scans 5.00 Zoom Micro Scans 5.00
Zoom Max lon Time (ms) 100.00 Zoom Max lon Time (ms) 100.00
Full Micro Scans: 3.00 Full Micro Scans 3.00
Full Max lon Time (ms) 100.00 Full Max lon Time (ms) 100.00
SIM Micro Scans: 3.00 SIM Micro Scans 3.00
SIM Max lon Time (ms) 100.00 SIM Max lon Time (ms) 100.00
MSn Micro Scans 2.00 MSn Micro Scan 3.00
MSn Max lon Time (ms) 50.00 MSn Max lon Time (ms) 100.00

Aktivac¢ni energie pro MS/MS experimenty byla nastavena na 35% jak
V pozitivnim, tak negativnim maodu.

Nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo ziskdno empiricky a pomoci
poloautomatického ladéni, které je soucasti softwarového vybaveni. Systém je naladén a

optimalizovéan na PC 18:0/18:2.

3 Externi standard

3.1 SloZeni externiho standardu

Prace se systtmem HPLC/ESI/MS je kromé zakladnich teoretickych znalosti
zalozena predevSsim na empirii. Pro ziskani téchto zkuSenosti a porozuméni, jak
chromatografii, tak zakladnim ioniza¢nim a fragmentacnim principim jednotlivych
lipidickych tfid jsme pouzili vnéjsi standard. Tento standard se sklada z 18 presné

definovanych glycerolipidti naleZicich ke ¢tyfem tfidam lipidt, dvou polarnich PC a PE
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a dvou nepolarnich TG a DG. Pfesné slozeni je v tabulce 1, kde jsou jednotlivé latky

pro piehlednost a demonstraci elu¢niho poradi setazeny podle retencnich ¢asu.

Tabulka 3: Detailni slozeni externiho unimoldrniho standardu. U kazdé latky je zaznamendna jeji
identifikace, jeji m/z -chovdni v pozitivnim a negativnim spektru a prislusny pomér naboje a hmotnosti.
TG a DG se v negativnim modu neionizuji.

Latka mi/z + m/z -
PE 18:2/18:2 740.1 [M+H]+ 738.1 [M-HJ-
PE 16:0/18:2 716.1 [M+H]+ 714.1 [M-H]-
PE 16:0/16:0 692.1 [M+H]+ 690.1 [M-H]-
PE 18:1/16:0 718.1 [M+H]+ 716.1 [M-H]-
PC 18:2/18:2 782.3 [M+H]+ 840.2 [M+CH3COOQ]-
PE 17:0/17:0 720.1 [M+H]+ 718.1 [M-H]-
PC 16:0/16:0 734.3 [M+H]+ 792.3 [M+CH3COO]-
PC 18:1/16:0 760.3 [M+H]+ 818.3 [M+CH3COO]-
PC 18:2/18:0 786.3 [M+H]+ 844.3 [M+CH3COO]-
PE 18:0/18:0 748.2 [M+H]+ 746.3 [M-H]-
PC 17:0/17:0 762.4 [M+H]+ 820.3 [M+CH3COO]-
PC 18:1/18:0 788.4 [M+H]+ 846.3 [M+CH3COO]-
DG 16:0/16:0 586.1 [M+NH4]+ - -
DG 16:0/18:1 612.1 [M+NH4]+ - -
PC 18:0/18:0 790.4 [M+H]+ 848.4 [M+CH3COO]-
TG 3x 16:1 818.3 [M+NH4]+ - -
TG 18:2/18:0/18:2 900.4 [M+NH4]+ - -
TG 3x 16:0 824.3 [M+NH4]+ - -
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3.2 Vlastnosti HPLC ESI MS systému

Kapalinové hmotnostni spektrometry jsou obecné velmi zavislé na praci
operatora, ktery diky nastaveni mtze ovliviiovat vysledky jednotlivych analyz. Proto je
velmi dilezité dusledné dodrzet stejny druh nastaveni, aby se ziskané vysledky mohly
mezi sebou porovnavat. Bylo proto provedeno poloautomatické ladéni hmotnostniho

spektrometru na PC 18:0/18:2 jehoz vysledek je popsan v kapitole 2.4.5 ESI/MS/MS.

3.2.1 Opakovatelnost méreni

K upfesnéni vysledkil byla dale kvantifikovana opakovatelnost celého systému
HPLC/ESI/MS pfi stejném nastaveni, a to:

a) v prubéhu celého roku

b) v ramci jedné sekvence, tedy fadové ve dnech.

Byly porovnany jak surové plochy pikt jednotlivych analytd, tak jejich pomér.

Ad a) Procentuelni pomér analytd unimolarniho standardu byl porovnan
metfenim Vv pribéhu celého roku a to celkem Sest krat po tfech opakovanich. Vysledky
opakovatelnosti z hlediska porovnani plochy pikd ukazalo odchylku v ramci nékolika
desitek procent (50-70%). Po ptepocteni na procentuelni pomér jednotlivych analytti se

tato odchylka dramaticky snizila a je ukazana na obrazku 3.
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Obrdazek 3: Relativni smérodatnd odchylka jednotlivych analytii ve standardu mérenych na koloné Gemini
a to vychozi chromatografickou metodou (n=18) v priubéhu celého roku.

Na obrazku je patrné, ze opakovatelnost systému HPLC/ESI/MS je v pribéhu
roku nevalna a pohybuje se kolem 20% az na vyjimky u DG, kdy se vySplhala az na
hranici 30%.

Ad b) Dlouhodoba opakovatelnost systému nepfinesla nejlepsi vysledky, proto
byla porovnana meéteni standardi v ramci jedné sekvence vzorki, kdy byl standard

méien po 10 vzorcich. Vysledek je patrny na obrazku 4.
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Obrdzek 4.: Relativni smérodatna odchylka jednotlivych analytii ve standardu mérenych na koloné
Gemini a to vychozi chromatografickou metodou (n=5) v ramci jedné sekvence analyz.

Porovnanim té€chto dat byla zjisténa opakovatelnost u PC a TG s vyjimkou TG
18:2/18:0/18:1 do 10%, u PE a DG do 20%.
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3.2.2 Ionizace jednotlivych tiid lipidi

Na obrazku 5. je reprezentativni chromatogram unimolarniho standardu. Je
patrné, ze nékteré tridy lipidi se ionizuji ochotnéji nez jiné, proto bylo provedeno
srovnani plochy piki, tedy odezvy pro jednotlivé tfidy lipida. Jednotlivé lipidy obsahuji
pouze kyselinu palmitovou, tim je eliminovan faktor délky fetézce a nenasycenosti

mastné kyseliny. Vysledky tohoto srovnéani jsou znazornény na obrazku 6.

RT: 0.00-80.01 SM: 9B
47.83 NL:

1.27E6
TIC F: ITMS +
c ESIFull ms
[440.00-
1100.00] MS
Y11_04_16A

48.28

Relative Abundance

26.62

1851 2426

4957
_5094 5434 5840 6290 6474

e e A A 2 S T B i B Bt MBS B et s B e o
70 75

0 80
Time (min)

Obrazek 5.: Chromatogram unimoldarniho standardu porizeny v pozitivnim spektru na koloné Gemini.
Chromatogram zobrazuje viechny zaznamenané ionty — TIC (total ion current). Sipky vymezuji oblasti, ve
kterych se dana trida glycerolipidii eluuje. Pro PE je to modra Sipka, zelena pro PC, hnéda pro DG a
cervena pro TG.

V obrazku 6 muzeme vidét, ze nejmensi ochotu ionizovat se maji PE, naopak

nejlépe se ionizuji TG. Toto srovnani plati pouze pro pozitivni EST mod.
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Obrazek 6.: Porovnava odezvy jednotlivych trid lipidii obsahujict kyselinu palmitovou. Data jsou ziskana
Z opakovaného méreni standardu v ramci merené sekvence v positivnim ESI modu.

3.2.3 Chovani jednotlivych lipidii na chromatografické koloné C18

Samotné chovani latek na chromatografické koloné€ je zdrojem informaci o jejich
struktufe. Z tabulky 3., kde jsou uvedeny také reten¢ni Casy, a také z chromatogramu na
obrazku 5. vyplyva, Ze se nejdiive eluuji latky nejvice polarni (PE) nasledované méné
polarnimi (PC) az k Gplné nepolarnim, jako jsou TG. Detailn&jsi pohled na chovani

jednotlivych analytti Ize vidét na obrazku 7.
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Obrazek 7.: Chromatogramy unimolarniho standardu porizené V positivnim spektru na koloné Gemini.
Chromatogramy ukazuji eluci jednotlivych glycerolipidii.

Na zéakladé chromatografickych zaznamt konkrétnich GL lze usuzovat, ze na
retencni ¢as mé vliv nejenom délka fetézce mastné kyseliny, ale také jeji nenasycenost.
Vliv délky fetézce na retencni Cas lze sledovat na obrazku 8, porovnani 3 analyth
snasycenymi FA se podafilo ziskat linearni odezvy, coZz potvrzuji obé hodnoty
spolehlivosti R, které se blizi k 1 a to konkrétn¢ 0.9972 pro PE a 0.9998 pro PC.
Reten¢ni Cas roste s délkou uhlikového fetezce. Naopak pii pohledu na obrazku 9 je
jasné, Ze mira nenasycenosti méa presné opacny efekt. Cim vice je latka nenasycend, tim

vice se jeji reten¢ni Cas zkracuje.
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Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,99964
Value Standard Error
25 O | _|C Intercept -48 37562 0,95769
! C Slope 4,16533 0,05627

'

17,5 |- f

Equation y=a+b"
Adj. R-Square 0,99448

1 5:0 = Value Standard Error
B Intercept -43,72811 3,22497
B Slope 3,6033 0,18949

|
16 17 18
pocet uhliku

Obrdazek 8. Linearitu odezvy PC a PE molekul obsahujicich pouze nasycené mastné kyseliny.
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Obrazek 9.: Negativni korelace mezi retencnim casem a mnozstvim dvojnych vazeb v uhlikovém vetézci
mastnych kyselinNloZena zavislost retencniho ¢asu na poctu dvojnych vazeb.

Na zakladé zkuSenosti s biologickymi vzorky lze oba tyto fenomény aplikovat

na vSechny studované tfidy glycerolipidu.
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3.2.4 Chovani lipidickych tiid v pozitivnim a negativnim ESI médu

Jednou ze zakladnich informaci vedouci k determinaci lipidu je jeho chovani
V pozitivnim a negativnim modu ESI. Bylo provedeno opakované méieni standardu
Vv obou modech. Reprezentativni chromatogram je na obrazku 10. Je zde patné, Ze vibec
nedochazi k ionizaci TG. Stejné je tomu tak v pfipadé DG, coZ je pozorovatelné na
obrazku 10.
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Obrdzek 10.: Reprezentativni chromatogramy unipoldrniho standardu mérené v pozitivnim (nahore) a
V negativnim (dole) ESI modu. Zobrazeni je v médu TIC. Jako v predchozim pripadé jsou elucni oblasti
Jednotlivych trid glycerolupidii oznaceny barevnymi Sipkami. Pro PE je to Sipka modra, pro PC zelena,
pro DG hnéda a cervena Sipka pro TG.

Na obrazku 11 je 8 spekter, zdznamt z hmotnostniho spektrometru po ionizaci
pomoci ESI. Pro kazdou latku jsou ziskana spektra jak v negativnim, tak pozitivnim
médu. V pozitivnim médu lze u PE pozorovat proponovany ion [M+H]" a v negativnim
moédu deprotonovany ion [M+H]. U PC je situace odlisna. V pozitivnim spektru se

chovaji stejné jako PE a vytvafi majoritni proponovany ion [M+H]". V negativnim

modu vSak dochazi kionizaci pomoci addukce zbytku kyseliny octové, ale jen
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Vv ptipadé, Ze je v mobilni fazi pfitomen acetatovy anion. Pouhé porovnani pozitivnich a
negativnich spekter nam uréi pfislusnost analytu k dané lipické tride.

V piipadé PE byl vybran PE 18:1/16:0, jehoz retencni Cas byl 14.42. Na zaklad¢
dat ziskanych z 5 métenych v pribé¢hu sekvence cca 90 vzorkl bylo zjisténo, Ze dochazi
k posunu jednotlivych pikt analytt, a to v rozsahu 0.5-0.3 minuty s tim, Ze nebyl patrny
zadny trend. Proto bylo zvoleno ¢asové okno od 14.20 minuty do 14.60 minuty.

V positivnim moédu je dominantni ion 718.13, coz odpovida ionu [M+H]" PE
18:1/16:0. Stejné parametry byly vybrany pro negativni mdd, kde je dominantnim
iontem 716.29, ktery odpovida iontu [M-H] PE 18:1/16:0. Aplikaci stejného postupu
byly objeveny ionty [M+H]" a [M+CH3COOQ] pro PC 18:0/18:0 odpovidajici hmotam
790.37 a 848.25. Pocetni rozdil je 58 jednotek, coz koresponduje s acetitovym
aniontem.

V naSem systému je dominantnim iontem charakteristickym pro DG a TG
amonny adukt [M+NH4]". Za DG byla vybrana latka DG 16:0/18:1, jiz odpovida hmota
m/z 612.10. V negativnim spektru vSak pro analyt DG 16:0/18:1 nebyly nalezeny zadné
analytické ionty. Stejné chovani bylo zaznamendno u TG. Jejich zastupcem na obrazku

5je TG 16:1/16:1/16:1, ktery v pozitivnim spektru odpovida hmoté m/z 818.30.

43



PE 18:1/16:0
SMST2102+ #1499-1555 RT: 14.20-14.62 AV: 29 NL:

F: ITMS + ¢ ESI Full ms [44 .00]
718.13

)00

w
(=]
o
o

Intensity

—
o
o
o

SMST2102+ #2920-2945

T: ITMS + ¢ ESI Full ms[440.00-
790.37

PC 18:0/18:0
RT: 26.46-26.65 AV: 13 NL:

2000
» 1500 964.04
] 847.77
f =
£ 1000
£
500 966.03
44864 63803 | -
r.r..rJrrrerrm
600 800 1000

SMST2102-#1896-1912 RT: 26.46-26.64 AV: 8 NL: 1.50E4

SMST2102-#1002-1034 RT: 14.21-14.61 AV: 16 NL:
F: ITMS - c ESI Full ms[140 400 00] F: ITMS - ¢ ESI Full ms[140.00-1400
300 .
= > 10008
= = A
2 200 0 841.08 g ] 849.18
k= g~ 1004 58
100 .
4.9|2.9L9. “645[..11 9511_30 1068.53 7 532.92 700,91 824.15 9291.‘88 1006.67
Ottt T T T e e T e T
600 800 1000 600 800 1000
miz miz
DG 16:0/18:1 TG 16:1/16:1/16:

SMST2102+ #2733-2757 RT: 24.80-25.00 AV: 13 NL:

T: ITMS + ¢ ESI Full 00-1100.00]
612.10

21000
w
=
«
£
= 500
611.41)652.76
586.04 654.85 895.91 963.95 1033 81
0 I 1 I | 1 1 I | 1 I I | I
600 800 1000
m/z

SMST2102-#1775-1790 RT: 24.80-24.99 AV: 8 NL: 867E2
F: ITMS - ¢ ESI Full ms[140.00-1400.00]
653.08

@
o

[=2]
[=]

e
[=]

Intensity

&3
o

1004.77

877.90

1000

SMST2102+ #47594786 RT: 42.80-42.99 AV: 14 NL:

T: ITMS + ¢ ESI Full ms[440.00-1
818.30

2 1000007

g N 819.23

= 50000
N 858.80
- 464.22 673.83 943 86
Oy | L L L ]I L

600 800 1000
miz

SMST2102-#3110-3125 RT: 42.82-42.99 AV: 8 NL: 1.01E3
F: ITMS - c ESI Full ms[140.00-1400.00]
700.95

100
80

o
o

Intensity

n
o

N
[=)

500

800
m/z

miz

Obrdzek 11.: Spektra ziskand v urcitém casovém rozmezi zachycujict jednoho zdstupce jednotlivych tiid

0lycerolipidii. Nahove je vzdy pozitivni a dole negat

Jsou zakrouzkovany barevné dle prislusnosti k lipidi

zelené, pro DG hnédé a cervené pro TG.

ivni spektrum. lonty, které oznacuji jednotlivé analyty,

cke tride. Pro PE je pouzito modré barvy, pro PC
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3.2.5 MS? experimenty

Doposud se nam podafila na zdklad¢ chovani analytu v pozitivnim a negativnim
ESI médu stanovit ptislusnost analytu k lipidické tfid¢ a jeho m/z, jak v pozitivnim, tak i
V negativnim moédu. Z této informace lze usuzovat na celkovy pocet uhlikovych atomil
ve vSech mastnych kyselinach a celkovy pocet dvojnych vazeb.

Naptiklad lze tvrdit, Ze m/z 718.1 pattici k PE obsahuje celkem 32 uhlikd a
jednu dvojnou vazbu. Determinaci jednotlivych mastnych kyselin navazanych na
glycerolové kostie poskytne aZz fragmentaéni vzor molekuly ziskany diky MS"

experimentim (obrazek 12).
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Obrdzek 12.: Chovdni PE 16:0/18:1 v pozitivaim a negativnim ESI médu, jeho spektra a také MS?
experimenty obou polarit. Analytické ionty jsou vyznaceny vétsim pismem. K ziskani MS? informace byla
pouZita aktivacni energie 35%.

Charakteristicka ztrata pro PE pfi MS? experimentech je 141, coz odpovida
ztraté ethanolaminu z molekuly lipidu. V nasem pfipadé je tato ztrata reprezentovana

m/z 577.28. Tato informace potvrzuje ptislusnost analytu k lipidické tfid¢, ale nedokaze
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odhalit konkrétni mastné kyseliny na glycerolové kostfe - tuto informaci lze tedy
povazovat za komplementarni.

Strukturni informace o molekule PE piinasi az MS? experiment v negativnim
ESI mo6du. Majoritnimi ionty jsou 281.31 a 255.30, které odpovidaji zbytktim mastnych
kyselin [RCOO]". lon 281.31 odpovida kyseliné olejové a ion 255.30 reprezentuje
kyselinu palmitovou. Strukturni informaci polohy mastnych kyselin prozradi majoritni
ion [M-R,COYJ, ktery indikuje ztratu acylového zbytku mastné kyseliny v sn-2 poloze.
V tomto ptipad¢ ion 452.12 odpovida ztraté olejové kyseliny. Minoritni ion 478.20 pak

reprezentuje ztratu kyseliny palmitové v poloze sn-1.
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Obrazek 13.: zachycuje chovani PC 18:1/16:0 v pozitivnim a negativnim ESI médu, jeho spektra a také
MS? experimenty obou polarit. Analytické ionty jsou vyznaceny vétsim pismem. K ziskani MS? informace
byla pouZita aktivacni energie 35%.

Z hlediska identifikace a pouzité polarity se PC chovaji zcela odlisné¢ od PE.
Strukturni informace je uloZena jiz v MS? pozitivnich experimentech (obrazek 13). Pi
fragmentaci dochazi ke ztraté ketenu typu [RCH=C=0], a to ptednostn¢ z polohy sn-2.
V nasem piipadé je tato ztrita [MH-R,CH=C=0]" reprezentovana ionem 496.25, ktery
odpovida kyselin¢ palmitové. Ionty 504.25 a 478.34 jsou vysledkem ztraty [MH-
RCOOH] kyseliny palmitové a olejové. V negativnim spektru je majoritnim iontem
addukt se zbytkem kyseliny octové [M+CH3COO], a to diky piidavku octanu
amonného v mobilni fazi. Typickym ionem MS? fragmentace je ztrata 74 jednotek,
¢emuz odpovida ion 744.22 [M-CH3CH,COOH]'. Jedna se o ztratu octanu a jedné
molekuly CHj zcholinové ¢asti molekuly. Tuto informaci lze povazovat za
komplementarni, protoZe pouze potvrzuje prislusnost k lipidické t¥idé, ale neprozrazuje

nic o detailni struktute glycerolipidu.
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Obrdzek 14.: Chovdni DG 16:0/18:1 v pozitivaim a negativnim ESI médu, jeho spektra a také MS*
experiment pouze kladné polarity. Analytické ionty jsou vyznaceny vétsim pismem. K ziskdani MS?
informace byla pouzita aktivacni energie 35%.

Pfislusnost analytu k nepolarnim tfidam lipidd, jako jsou DG a TG, je patrna jiz
Z jeho chovani v pozitivnim spektru, kde tyto latky v naSem systému HPLC/ESI nejsou
schopny tvofit pouze protonované ionty. Vyskytuji se jako amonné addukty [M+NHg4]".
V negativnim médu ESI neni pfitomnost analytu pozorovana, analyty se neionizuji
(obrazky 11 a 14).

Determinace DG je zalozena na MS? experimentech V pozitivnim modu
(obrazek 14). Jsou patrné dva majoritni ionty 595.18 a 577.25. Prvni je molekularni ion
[M+H]" vznikly odtrZenim amoniaku. Druhy ion vznikd odtrzenim NH;OH. Toto
chovani je ze zkoumanych lipidi charakteristické pro DG. lonty 313.17 a 339.14 jsou
diagnostické ionty determinujici mastné kyseliny navazané na glycerolovou kostru. lon
313.17 odpovida ztraté kyseliny olejové [MH-RCOOH]" a ion 339.14 ztraté kyseliny
palmitové. Determinace poloh jednotlivych mastnych kyselin se ndm nepodafila

spolehliveé ovéfit.
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Obrdzek 15.: Chovdni TG 18:2/18:0/18:2 v positivnim a negativiim ESI médu, jeho spektra a také MS*
experiment pouze kladné polarity. Analytické ionty jsou vyznaceny vétsim pismem. K ziskani MS?
informace byla pouzita aktivacni energie 35%.

Podobny fragmenta¢ni vzor jako je u DG lze pozorovat u TG s tim rozdilem, Ze
ion [M-NH;-OH] neni pfitomen v takové abundanci (obrazek 15). Dominantni ion
v MS? spektru je stejné jako u DG molekularni ion vznikly odtrzenim amoniaku,
V naSem piipad¢ se jednd o ion 883.42. lIonty 599.32 a 603.30 vznikly odtrZzenim kyselin
stearové [MH-RCOOH]" a linolové.

Vysledky MS? experimentii v pozitivnim a negativnim ESI modu jsou shrnuty

v tabulce 4.
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Tabulka 4.: Charakteristické ztraty jednotlivé tiidy lipidii a také zbytky mastnych kyselin v pozitivnim a
negativnim modu ionizace.

Trida lipidQ Ztraty v MS? positivech Ztraty v MS? negativech
PE [M-PE]" [M-1411" [RCOOH]”
[M-R,COJ

PC [M-R,CH=0OH] [M-CH3CH,COOH] [MCH,COOH-74]
[M-RCOOH]"

DG [MH-NH,]" [M-17] X X
[MH-NH,-OH]* [M-35]"
[M-RCOOH]"

TG [MH-NH,]" [M-171" X X
[M-RCOOH]*
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4 Extrakce - Folchova metoda versus MTBE

Jednim ze zdakladnich ukoli této diplomové prace bylo otestovat metody
extrakce dle Folcha — chloroform:methanol 2:1 (a) a pomoci methyl (terc-butyl) etheru
(b). Jednim z hlavnich divodt, pro¢ bylo toto testovani provedeno, je ten, ze diky
extrakci MTBE Ize pouzit automatické extrakcni zafizeni, protoze organicka vrstva se
nachazi nahote. Dalsi diivod je ekonomicky. Likvidace chlorovanych rozpoustédel
podléha piisné kontrole a je nékolikandsobné drazsi, nez je tomu u MTBE. Poslednim a
neméné¢ zavaznym duvodem je ochrana zivotniho prostiedi. Odbouratelnost

Byly provedeny experimenty S unimolarnim standardem. Jeho originalni
koncentrace se pohybovala 10 pg/ml. Aby mohl byt proveden pokus alespoit na dvou
koncentraénich hladinach, byla ¢ast standardu odpatenim zakoncentrovana na 50 pg/ml.
Jako matrice bylo pouzito vzorek tkané pstruha. Vysledky jsou prezentovany na
obrazku 16, kde je patrné, Ze vysSi vytéznosti bylo dosaZeno pii vyssi koncentraci
standardu a také chyba vytézku se snizuje, celkovy pocet opakovani n=10. Lze téz
vypozorovat, ze vytézky naméfené pii extrakci dle Folcha vykazuji niz$i variabilitu, ale

soucasné¢ dosahuji o néco malo vyssi vytéZnost.
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] MTBE 50 ug/m
B VITBE 10 ug/ml
B Folch 50 ug/ml

100 1 Folch 10 ug/ml

PE

PC

Obrdazek 16.: Vytéznosti dvou testovanych extrakei (n=10).
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5 SPE

5.1 SPE dle originalni receptury dle Kaluzného

Pro ovéieni spolehlivosti byla otestovana SPE metoda, kterd byla navrzena a
publikovana Kaluznym?® et al v roce 1985. P¥i 10 opakovanich se podatilo dosahnout
vysledku prezentovaného na obrazku 17. Je patrné, ze vytézek cca 45% u PC je
nevyhovujici. Vytézky u polarnich lipidi se pohybuji v rozmezi 80-94%, coz lze

povazovat za uspokojivy vysledek.
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Obrazek 17.: \ytezky jednotlivych trid glycerolipidii po provedeni SPE dle originalni receptury.
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5.2 Optimalizace SPE metody pro separaci glycerolipidii na zakladé
polarity

Pro dosazeni lepsi vytéznosti v oblasti nepolarnich lipidi bylo navrzeno osm

variant.

Varianta I: pouhé opakovani ptivodni receptury.

Varianta Il: testuje, zda promyvaci roztok B nemuize mit vliv na pozd&jsi eluci
polérnich lipida

Varianta Ill: testuje, zda jsou 4ml promyvaciho roztoku dostate¢né mnozstvi
k eluci vétsiny polarnich lipida. Jak je patrno doslo k dalsi eluci PE, ale PC zustavaji
na hladiné cca 40%.

Varianty 1V, V a VI: testuji acetonitril jako rozpoustédlo s vétsi elucni silou,
nicmén¢ bezuspesne.

Varianty VIl a VIII: testuji vliv pH na eluci. Vétsiho vytézku bylo dosazeno
pouzitim pfidavku amoniaku, ale 1ze také pozorovat vétsi odchylku. Pti pfidavku
kyseliny octové se podatilo snizit odchylku, ale také vytézek.

Varianta 1X: testuje vliv polarity posledniho promyvaciho roztoku na eluci
polarnich glycerolipdit . Pfi této varianté bylo dosazeno nejvyssiho vytézku

A4

S nejnizsi odchylkou.

Shrnuti jednotlivych variant je uvedeno v tabulce 5 a na obrazku 18.

Tabulka 5.: Seznam variant a poradi promyvacich roztokii

Mobilni faze ) Frakee

varianta 1 2 3

A chloroform:isopropanol 2:1 I A B C
B 2% kyselina octova v diethyletheru Il. A C -
C methanol II. A C C
D acetonitril V. A C D
E acetonitril+&pavek V. A C E
F methanol + ¢pavek VI. A B E
G methanol + 2% kyselina octova VILI. A B F
H methanol:voda 9:1 VIIL. A B G
IX. A B H
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Obrazek 18.: \Iytezky variant a opakovatelnost pri n=10. Z duvodu prehlednosti byly vynechdny odchylky
u frakci, ve kterych se nemaji dané lipidy eluovat, tedy pro PC a PE jsou to frakce AaBapro DG aTG
frakce B-H.
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6 HPLC/UHPLC

Na ziklad¢ studia literatury byly vybrany tfi chromatografick¢ kolony pro
reverzni fazi, vSechny na bazi C18. Rozdil mezi nimi je v praiméru, délce a vnitinim
uspotadani kolony.

Kolona Gemini® 3 pm C18 110 A, 150x2 mm je nejstarsi poifizenou kolonou.
Ve své dobé dosahovala jedny z nejlepSich vysledkd. Byla vybrana na zakladé
publikaci80 a popsané chromatografické podminky se staly pro tuto studii vychozi.
Kolona Gemini je plnéna pln€ poréznim organo-kfemicitanem, coZ znamend, Ze
organicka skupina je pfimo naroubovana na vrstvy kiemicitych ¢astecek (obrazek 19 —
vlevo). Tato struktura zpusobuje vétsi odolnost kiemicitych Casti proti vymyvani pfi
vyssich pH.

Dalsi vybrana kolona je Synchronic 1.7um, C18, 100A, 100x2.1 mm byla
pofizena od firmy Thermo a je zalozena na bazi klasického pln¢ porézniho kiemene
(obrazek 19 — vpravo). Jeji odolnost je také mensi a rozpéti pH, pii kterém Ize pouzit

taktéz.

Obrazek 19.: Vnitini usporadani C18 chromatografickych kolon vievo Gemini a vpravo Syncronis. 82
Kolona Kinetex™ 1,7 um, C18, 100A, 150x2,1 mm patii technologicky k

chromatografickym kolonam, které maji ,,core-shell particles — castice s pevnym

jadrem pod 2 pm. Ty umoznuji vétsi permeabilitu a dosahuji stejné efektivity déleni

jako klasické kolony s plné€ poréznimi ¢asticemi, a to v kratSim Case 8,
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Obrdzek 20.: Srovndni kolon s klasickym usporadanim a s éasticemi s pevnym jadrem.
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6.1 Podminky Chromatografie

Vyuzivali jsme gradientovou chromatografii, ktera se skldda ze tfi mobilnich
fazi:
- A: 5mM AcONHg3+ NH4 (5 ml do 500 ml MeOH)
- B:H0
- C: MeOH:lsopropanol 20:80

Do systému byla vmichdvana voda a to v péti variantach 0, 3, 8, 13 a 20 %
pfi¢emz gradienty jsou zachyceny na obréazcich 21 az 25.

U vSech zminénych variant byl pritok mobilni faze 200 pl za minutu.
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Obrdazek 21.: Grafické vyjadieni michdni mobilnich fazi v chromatografickém gradientu pro Variantu 1
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Obradzek 22.: Grafické vyjadieni michani mobilnich fazi v chromatografickém gradientu pro Variantu 2
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Obrdazek 23.: Grafické vyjadieni michdani mobilnich fazi v chromatografickém gradientu pro Variantu 3
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Obrdzek 24.: Grafické vyjadieni michdani mobilnich fazi v chromatografickém gradientu pro Variantu 4
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Obrdazek 25.: Grafické vyjadireni michdni mobilnich fazi v chromatografickém gradientu pro Variantu 5
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6.2 Vliv vody a typu kolony na separaci riiznych trid lipidi

6.2.1 Phosphatidylethanolaminy
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Obrdzek 26.: Base pik zdznam c¢tyr PE a srovndni chromatografii tri kolon a péti variant vmichavani
vody do mobilni faze.

Na obrazku 26 jsou chromatogramy v rezimu base pik PE 18:2/18:2, PE
16:0/18:2, PE 16:0/16:0 a PE 18:1/16:0. Latky jsou uvedeny podle jejich eluce. Ukazuje
se, ze vmichani vody do mobilnich fazi mé u rGznych kolon rizny vliv, ale principielné
vyrazn¢ zlepSuje separaci jednotlivych PE. Nejlepsiho tvaru piku bylo dosazeno
separaci variantou 5 (20% vody) na koloné Kinetex, kdy se dd hovofit o kompletni
separaci vSech sledovanych PE. Pro kolonu Synchronis byla z hlediska tvaru pika
nejvhodnéjsi varianta 4 (13% vody). Kolona Gemini nejlépe separuje PE variantou 3
(8% vody), nicméné varianta 5 (20% vody) poskytuje nejpohlednéjsi piky.

Pro lepsi ptehlednost byly pro dalsi srovnani vybrany jenom 3 molekuly PE, a to

s nasycenymi kyselinami PE 16:0/16:0, s jednou nasycenou a jednou nenasycenou
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mastnou kyselinou PE 18:1/16:0 a se dvéma nasycenymi mastnymi kyselinami PE
18:2/18:2.

vt
B v2
. 3
2 v4
B v5

15

{ [min]

r

. 0 °© 0 o 9 ©o e o
(o) o 0] © 0 (00] © s0] 00
A A - 8 v - - < < s
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
g o = o Ao = 9O o x
© (vo) (s0] © ve) (00] O (00] (00
— — -~ -~ -~ h, -~ ~ ~
Kinetex Syncronis Gemini

Obrazek 27.: Vyvoj retencniho c¢asu PE u jednotlivych kolon pri zavadéni vody do mobilni faze.

Zavedeni vody do systému mobilnich fazi zvySilo retenni cCas vSech
sledovanych analyti. Cim vice vody, tim vétsi retence. Vyjimkou je posledni varianta u

kolony Syncronis.
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Obrazek 28.: Odezva jednotlivych PE ve formé integrovanych ploch pikai.

U jednotlivych kolon i variant byla sledovana také opakovatelnost odezvy
jednotlivych druhtt PE. Odezva jednotlivych analyti byla deklarovana integrovanou
plochou piku v modulu Quanbrowser programu Xcalibur (Thermo). Je naprosto patrné,
ze nejvetsi opakovatelnosti s nejmensi odchylkou a nejmensim vlivem sloZzeni mobilni
faze bylo dosazeno u kolony Kinetex. Pro kolonu Gemini je z hlediska opakovatelnosti

odezvy nejvhodnéjsi varianta 3.
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Obrazek 29.: SiFku pikii jednotlivych PE.

Jednim z hledisek, podle kterého se posuzuje tspésnost chromatografie, je Sitka
piku. Nejuzsich piki dosahuje kolona Kinetex ve varianté 5, rovnéz opakovatelnost je
velmi dobra. Vliv vody na §itku piku je jiny u vSech tfi kolon a takika nevykazuje

Zadnou pravidelnost.
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Obrazek 30.: Casova vzddlenost mezi piky APE 16:0/18:2 - PE 16:0/18:1 u jednotlivych variant a ti
chromartografickych kolon.

Dalsi vlastnosti, jez charakterizuje kvalitu separace, je vzdalenost jednotlivych
dvou pikt od sebe. Zde byly dosazeny nejlepsi vysledky na kolené Synchronis. Dale
nasleduje kolonaGemini. Ptestoze na kolon¢ Kinetex bylo dosazeno nizsiho rozdilu
Vv jednotlivych picich, probéhla celd separace diive nez u dalSich dvou kolon. Zavedeni
vody do systému nejdiive vzdalenost pikd zvySuje. Maxima je dosaZeno u varianty 3,

dale jiz nedochazi ke zvySovani vzdalenosti pikd.
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6.2.2 Phosphatidylcholiny
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Obrazek 31.: Srovnani chromatografii ti kolon a péti variant vmichavani vody do mobilni faze V reZimu
base pik pro ctyri riizné PC

Na obrazku 31 jsou chromatogramy v rezimu base pik (neintenzivnéjsi pik ve
spektru, je uzivan jako zaklad, proti némuz jsou vSechny intenzity ostatnich analytd
normalizovany) analyti: PC 18:2/18:2, PC 16:0/16:0, PC 18:2/18:0 a PC 18:1/18:0.
Latky jsou uvedeny podle jejich eluce. Opét nejpohlednéjsi piky lIze sledovat u kolony
Kinetex, kde je kompletni separace pozorovana jiz u druhé varianty, nicméné 4 a 5 ma
nejhezCi piky. U kolony Syncronis Ize za dosazeni kompletni separace povazovat jiz
variantu 2, pfiemZ nejlep$i tvar pikd je u varianty 3 a 5. Kolona Gemini dosdhla
separace pikd, ale jejich tvar neni viibec hezky, vSechny standardy tvoii na vrcholu dva

drobné piky, ackoliv se jedna jen o jeden analyt.
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Pro lepsi prehlednost byly pro dalsi srovnani vybrany jenom 3 molekuly PC, a to
s nasycenymi kyselinami PC 16:0/16:0, s jednou dvojnou vazbou PC 18:1/18:0 a se
dvéma dvojnymi vazbami PC 18:2/18:0.
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Kinetex Syncronis Gemini

Obrazek 32.: Vyvoj retencniho casu u jednotlivych kolon pri zavadeéni vody do mobilni faze.
Na vyvoji reten¢niho Casu u vSech kolon je patrna positivni korelace mezi

mnozstvim vody a hodnotou reten¢niho Casu. Vyjimku stejné jako u PE, lze vidét u

v

kolonou Gemini.
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Kinetex Syncronis Gemini

Obrazek 33.: Odezva jednotlivych PC ve formé integrovanych ploch piki.
Odezva jednotlivych systému prozrazuje, Ze nejvice ovlivnénou kolonou

piimichavanim vody do mobilni faze je kolona Gemini. Nejstabilnéjsi je opét kolona

Kinetex, ktera vSak vykazuje vyrazné mensi odezvu nez zbyvajici dvé kolony.
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Obrazek 34.: Sifka pikii jednotlivych PC.

vvvvv

kolona Syncronic. Vliv vody na §itku piki je nejmensi u kolony Kinetex.
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Obrazek 35.: Casova vzddlenost mezi piky APC 18:0/18:2 - PC 18:0/18:1 a APC 18:0/18:1 - PC 18:0/18:0 u
Jednotlivych variant a t/i chromatografickych kolon.

Na obrazku 35 je patrné, ze vzdalenost pikii molekul PC s jednou a dvéma
dvojnymi vazbami je mensi nez vzdalenost pikti molekuly PC s jednou dvojnou vazbou
a s molekulou nenasycenou. Vmichani vody do systému zpiisobi rozsifeni mezery mezi
jednotlivymi piky a opét je dosazeno maxima v variant¢ 3 nebo 2. V dal$ich variantach

dochazi ke stagnaci.
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6.2.3 Diacylglyceroly
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Obrdzek 36.: Base pik zdznam dvou DG a srovndni chromatografii tii kolon a péti variant vmichdvani
vody do mobilni fize.

Na obrazku 36 jsou chromatogramy v rezimu base pik DG 16:0/16:0 a DG
16:0/18:1. Latky jsou uvedeny podle jejich eluce. Je ziejmé, Ze na koloné Gemini
nedoslo k jejich rozdéleni. Stejného vysledku dosahujeme u zbylych dvou kolon u prvni
varianty. U variant 2-5 byly analyty rozdéleny kolonou Kinetex. U kolony Sycronis
doslo k optimdlnimu rozdéleni analyth i tvaru pika ve varianté¢ 4. Nejhez¢i piky

muzeme opét pozorovat u kolony Kinetex.
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Obrazek 37.: Vyvoj retencniho c¢asu DG u jednotlivych kolon pri zavadeéni vody do mobilni faze.
Na obrazku 37 lze pozorovat stejny fenomén jako u PE a PC, nicmén¢ varianta 4
a 5 u kolon Syncronis i Gemini nemé¢la tak vyrazny vliv na zvySeni retencniho Casu.

Nejdelsi doba eluce je u kolony Synchronis, nejkratsi pak u Kinetex.
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Obrazek 38.: Odezva jednotlivych DG ve formé integrovanych ploch pikii.
Kolona Kinetex dosahla opét nejlepsi opakovatelnosti, nicméné¢ odezva je opét
nejnizsi a také vliv vody na stabilitu odezvy je minimélni. Nejlepsi odezvy bylo

dosazeno na kolon¢ Gemini, a to piedevsim u variant 1, 3,4 a 5.
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Obrazek 39.: Sitka pikii jednotlivych DG.

vvvvv

dosaZeny na kolon¢ Kinetex.
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6.2.4 Triacylglyceroly
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Obrdzek 40.: Base pik zdznam ti TG a Srovndni chromatografii ti'i kolon a péti variant vmichdvani vody

do mobilni faze.

Na obrazku 40 jsou chromatogramy Vv rezimu base pik analyti TG 3x16:1, TG

18:2/18:0/18:2 a TG 3x16:0. Latky jsou uvedeny podle jejich eluce. Césteénou separaci
TG 18:2/18:0/18:2 a TG 3x16:0 Ize pozorovat u kolony Gemini, kdezto u kolon Kinetex

a Syncronis byla separace kompletni. Tvar pikli je u vSech kolon solidni a evidentné na

néj zvySeni mnozstvi vody v mobilni fazi nema vliv.
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Obrdazek 41.: Vyvoj retencniho casu TG u jednotlivych kolon pri zavadeéni vody do mobilni faze.
Vliv vmichavani vody do mobilni fdze ma na retenci TG podobny vliv, jako lze

pozorovat u DG. Diky vysoké retenci se zdaji byt rozdily méné patrné.
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Obrazek 42.: Odezva jednotlivych TG ve formeé integrovanych ploch piki.
Nejlepsi odezvy bylo dosazeno na koloné¢ Gemini, avSak rozptyl odezvy u TG
18:2/18:0/18:2 je dost vysoky. Standardné nejstabilnéj$i odezva byla zaznamenana u

kolony Kinetex.

78



v P
2

B 3
2 v4
1,5 |- s

E 1,0
0,5 f+
0,0t

r 8 N = 9 o = .2 A

© © © o © 6 © U o

X x o > X o X X o

A A s

~ ~ S~

o0 (e0) (00

h h <~

Kinetex Syncronis Gemini

Obrazek 43.: Sika pikii jednotlivych TG.

Nejuzsi piky lze pozorovat u kolony Kinetex. Vliv vody na Sitku piku neni
patrny az na vyjimku u TG 3x 16:1. U kolony Synchronis se se zvySujicim procentem
vody v mobilni fazi zvétSuje i Sitka piku. Podobny fenomén lze v omezené mife

pozorovat i u kolony Gemini.
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Obrazek 44.: Casova vzddalenost mezi piky ATG 16:0/16:0/16:0 - TG 18:0/18:2/18:0 u jednotlivych variant
a tri chromatografickych kolon.

Nejvétsi vzdalenost pikli dosahuje kolona Synchronis. Naopak nejmensi

vzdalenost mezi piky Ize pozorovat u kolony Kinetex.

6.2.5 Vyhodnoceni nejvhodnéjsi varianty a nejvhodnéjsi kolony

Diky experimentiim s druhem kolony a vmichavanim vody do mobilni faze se
podafilo ziskat velké mnozstvi dat. Na zakladé predchozich zkuSenosti jsme vyhodnotili
nékolik vlastnosti popisujicich chromatografii.

Témito vlastnostmi jsou: tvar piku, separace vybranych lipidd, délka retence —
pridélena hodnota 1, 2 nebo 3 dle potadi v jednotlivych ,,disciplinach* pficemz hodnota

3 byla nejlepsi. Vyjimku tvofila separace, kdy byla pfifazovdna pouze hodnota 1 pro
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ano a 0 pro ne. Pro separaci a retenci se vyplilovaly vSechny varianty chromatografie,
pro ostatni ,,discipliny* byla vybrana pro jednu kolonu pouze jedna varianta. Souctem
bodu, tedy vysledkt vSech hodnocenych parametrti, byly ziskany vysledky vedouci
k ur¢eni vhodnosti kolony a varianty vmichavani vody do mobilni faze. Vysledky jsou
znazornény v tabulce 6. Zde je patrné, ze pro detekci glycerolipidi jak polarnich (PE,
PC), tak nepolarnich (DG, TG), je nejvhodnéjsi kolona Kinetex, a to pfesné varianta 5.
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Tabulka 6.: Kvalita jednotlivych separaci a variant.

GL disciplina® Kinetex Syncronis Gemini
vli v2 v3 v4 v5 vl v2 v3 v4 v5 vl v2 v3 v4 V5

tvar piku 3 2 1

separace 1 1 1 1 1

nejkratSiretence 3 3 3 3 3 1 1 1 1 1 2 2 2 2
PE stabilita odezvy 3 1 2

nejvyssi odezva 1 2 3

nejuzsi piky 3 1

tvar piku 3 2 1

separace 1 1 1 1

nejkratSiretence 3 3 3 3 3 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2
Pe stabilita odezvy 1 2

nejvyssi odezva 2 1 3

nejuzsi piky 3 1 2

tvar piku 3 2 1

separace 1 11

nejkratSiretence 3 3 3 3 3 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2
bG stabilita odezvy 3 1

nejvyssi odezva 2 1 3

nejuzsi piky 3 2

tvar piku 3 2 1

separace 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

nejkratSiretence 3 3 3 3 3 1 1 1 1 1 2 2 2 2
TG stabilita odezvy 3 1 2

nejvyssi odezva 1 2 3

nejuzsi piky 3 2 1

nejlepSi varianta 13 15 15 29 43 11 8 7 22 10 23 8 21 12 13
V tabulce 7 jsou vyzvednuty jednotlivé piednosti kolon v konkrétnich
disciplindch. Tvar pika je u vSech tfid lipidad nejlepsi u kolony Kinetex. Separace je
nejvhodnéjsi opét na koloné Kinetex, ktera také vykazuje nejmensi retenci a stabilitu
odezvy. Vyjimkou je u PC, kdy se jevi nejlepsi kolona Gemini. Nejvyssi odezva je u
vSech tfid lipidd u kolony Gemini, nicméné jejich odezva neni stabilni. Nejuzsi piky

jsou u vSech tiid opét v separaci kolony Kinetex.
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Tabulka 7.: Poradi kolon v jednotlivych ,, disciplindach “, vétsi uspéch je znacen vétsim poctem bodii,
nejlepsi vysledky jsou zvyraznény tucnym pismem.

GL PE PC DG TG
Q © Q © Q © Q ®©
g ;‘ > Qo ;‘ > 154 ;‘ > 15 ;‘ >
N N > c N N > = N N > c N N >
© s © 0 o © £ |5 © 90 9o © X |5 © © 0o 0 X |5 9 O 0o O =
c x © P ©W T 4ol Q@ @ ©W T alxx © P ©W T alx © B ©W T o
S 2 8 & 6 o - |g 8 & o6 o _|g 8@ & o o _|g ® & o o .
=5 T = c = 0 S = c = @ S = c = @ S = c = 0
&) = o ® ] D N = a ®0 i} N N = o ® = N N = o ® S N N
2 S 9§ ® £ 2 3% 8 £ ¢ 3|8 8 £ 2 3|8 o & = 8 3
S & 0o £ @ 2 O o L § 2 O0lF 0o g o 2 T o g 9 = O
T 8 T < > 8 T € T 8 T € T 8 T €
c v < c 9 c c v c c v c
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c
X
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s
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c
>
(%))
£
IS 11 10 2 3 2|1 3 10 3 3 2|1 0 10 2 3 1|1 2 10 2 3 1
)
]

Celkovy vysledek je shrnut v tabulce 8, vyjadiuje sumu vSech bodd, které byly
vénovany jednotlivym kolonam, variantdm chromatografie, a také jednotlivym tfidam
lipidam.

Tabulka 8.: zhodnoceni kolon a variant separace nejvhodnéjsich pro specifickou tridu glycerolipidii,
nejlepsi vysledky jsou zvyraznény tucnym pismem.

Kinetex Syncronis Gemini
GL
vl v2 v3 v4 v5 vl v2 v3 v4 v5 vl v2 v3 v4 v5
PE 3 3 3 10 1 1 1 8 2 7 2 5 2 3
PC 3 4 4 10 2 4 2 3 4 5 2 7 3 5
DG 3 4 4 10 9 4 1 2 4 2 6 2 3 4 2
TG 4 4 4 4 14 4 2 2 7 2 5 2 6 3 3

Pfi porovnani tfi chromatografickych kolon a péti variant slozeni mobilnich fazi
bylo zjisténo, Ze pro chromatografii sledovanych tiid glycerolipidii je nejvhodné&jsi
kolona Kinetex s gradientem mobilni faze varianty 5, ktera vykazuje nejlepsi vysledky
pro 3 ze 4 zkoumanych lipida (PE, PC, TG) a u DG druhy nejlepsi vysledek.
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7 Vyuziti optimalizované metody UHPLC/ESI/MS v praxi

Metoda vyhodnocena jako nejlepsi - kolona Kinetex varianta 5 (20% vody) -
byla pouZita v nutri¢ni studii zabyvajici se obsahem kyseliny eicosapentanové (EPA
20:5) a kyseliny dokosahenaenové (DHA 22:6) v rybim mase. Je obecné zndmo, ze tyto
omega-3 nenasycené mastné kyseliny jsou pro ¢loveéka esencialni. Jejich zdrojem jsou
pfedev§im motské ryby.83 Tento nutriéni vyzkum byl zaméfen na vyhledani zdroje
mastnych kyselin v riznych rybach, véetné sladkovodnich.

Na zéaklad¢ identifikace v modulu Qualbrowser program Xcalibur (Thermo) bylo
celkové detekovano 178 GL. Najvice byly zastoupeny TG (90), nasledovany PC (37) a
PE (25), zbylé GL tvoii fosfatidylseriny a lysofosfolipidy (z divodu velkého rozsahu
nebyly fragmentani analyzy zahrnuty do této prace). Kompletni vysledky jsou
v Ptiloze A tabulka 1. Ztéchto zaznaml byla extrahovana data tykajici se pouze
sledovanych nenasycenych mastnych kyselin. Bylo celkové urceno 55 GL, které
obsahovaly DHA a EPA, z toho 18 PE, 17 PC a 15 TG. Procentuelni pomér zastoupeni
DHA a EPA v jednotlivych tfidach lipidl je zndzornén na obrazku 45.

0 - TG
I DG
60 I PC
I PE
50 (- I PS
[ lLyso PE

40
%

30

20

10

kapr platys treska tunak

Obrdzek 45.: Procentuelni zastoupeni omega 3 nenasycenych mastnych kyselin ve ¢tyfech druzich ryb.
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Byly porovnavany 4 druhy ryb, jedna sladkovodni (Cyprinus carpio — kapr
obecny) a tii motské (Hippoglossus hippoglossus — platys obecny, Gadus morhua —
treska obecna, Thunnus thynnus — tunak obecny). Je patrné, Ze ryba s nejvétSim
obsahem omega-3 nenasycenych mastnych kyselin je treska nasledovana platysem a
tundkem. Jako jediny zastupce sladkovodnich ryb vykazuje kapr mnohé fenomény.
Obsah téchto mastnych kyselin je nejvice zastoupen v TG, kdezto u vSech ostatnich
druhti moftskych ryb jsou omega-3 nenasycené mastné kyseliny majoritné zastoupeny
v glycerolfosfolipidech (PE, PC).

Diky pouziti chromatografické kolony Kinetex a varianty 5 chromatografického
gradientu mobilnich fazi byla ziskana nova informace 0 zdroji omega-3 nenasycenych
mastnych kyselin v rybach, a to na molekularni tirovni. Je patrné, ze vétSina omega-3

nenasycenych mastnych kyselin je ulozena ve formé polarnich lipida PC a PE.
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8 Zaver

Tato prace si kladla za kol optimalizovat separacni metodu HPLC ve spojeni s
hmotnostni spektrometrii pro detekci mnoha tfid lipidi. Studie zahrnuje extrakei lipida,
jejich preseperaci, separaci a identifikaci na zaklad¢ fragmentac¢nich spekter.

Diky jiz navrzenym technikam® byla metoda vyuzivajici kolonu Gemini
testovana na opakovatelnost celého systému vcetné ochoty ionizace zvolenych tiid
lipidt.

Z dostupné literatury byly zjiStény dvé bézn¢ pouzivané extrakce lipidi zaloZené
na chloroformu a MTBE, bylo provedeno jejich srovnani. Vyhodnéjsi ze vSech
analytickych hledisek byla vyhodnocena prvni metoda dle Folcha.

Velmi dalezitym krokem k identifikaci je proces preseparace pomoci techniky
SPE. Optimalizaci ptivodni receptury se podafilo dosdhnout lepsi vytéznosti této
techniky, a to pfedev§im tpravou mobilnich fazi, konkrétné¢ posledni z nich. Ta je
odpovédna za eluci polarnich lipida.

Unimolarni roztok standardl lipidl byl zdkladem pro fragmentacni vzory, které
pak byly vyuZzity pro ur€eni tfidy lipidii a také identitu mastnych kyselin obsaZenych
v molekule glycerolipidu.

Tentyz roztok standardii byl testovan na tvar piku, retencni ¢as, odezvu, Sitku
piku a vzdalenost jednotlivych pikii mezi sebou. Do optimalizace byly zapojeny tfi
druhy kolon s rozdilnou technologii vnitini struktury. Nasledné vyhodnoceni vyslo ve
prospéch chromatografické kolony Kinetex a varianty 5 (20% vody na zacatku
separace).

Optimalizovana metoda byla nasledné testovana na biologickém vzorku a stala
se zékladem studie popisujici lipidické slozeni masa riznych druhd ryb s diirazem na
stanoveni omega-3 nenasycenych mastnych kyselin v intaktnich molekuladch
glycerolipidi. Vysledky jasné prokazuji, ze motské ryby obsahuji vétSinu svych

omega-3 nenasycenych mastnych kyselin ve formé fosfolipidu.
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Priloha A

Tabulka 1.: Pomérové procentni zastoupeni vsech detekovanych lipidit v rybim mase. Data byla ziskana
porovnanim integrovanych ploch peakai.

Kapr (%) Platyz (%) Treska (%) Tunak (%)
Lyso PE 16:2 0.00 0.00 0.00 0.00
Lyso PE 22:6 0.00 0.05 0.16 0.09
Lyso PC 14:0 0.00 0.05 0.02 0.00
Lyso PC 16:0 0.01 0.89 0.29 0.21
Lyso PC 18:1 0.00 0.22 0.05 0.27
Lyso PC 18:0 0.01 0.09 0.16 0.08
PS 22:6/16:0 0.01 0.02 0.17 0.00
PS 22:6/22:6 0.00 0.00 0.08 0.00
PE 20:5/14:0 0.00 0.00 0.01 0.00
PE 22:6/14:0 0.00 0.02 0.04 0.00
PE 20:5/16:0 0.12 0.19 0.07 0.02
PE 18:2/18:2 0.10 0.10 0.00 0.04
PE 18:2/18:1 0.01 0.00 0.01 0.00
PE 22:6/15:0 0.22 0.80 0.11 0.44
PE 20:5/18:3 0.02 0.00 0.05 0.00
PE 20:5/18:2 0.03 0.01 0.00 0.00
PE 22:6/16:1 0.01 0.10 0.17 0.00
PE 20:4/18:2 0.11 0.28 0.00 0.00
PE 22:6/16:0 0.11 0.46 0.97 0.19
PE 20:4/18:1 0.18 0.37 0.35 0.07
PE 18:0/20:4 0.32 0.26 0.05 0.32
PE 18:0/20:0 0.01 0.05 0.02 0.00
PE 20:5/20:5 0.02 0.06 0.11 0.00
PE 22:6/18:3 0.04 0.04 0.00 0.00
PE 22:6/18:2 0.03 0.03 0.00 0.01
PE 22:6/18:1 0.12 1.01 0.03 0.05
PE 22:5/18:1 0.17 1.30 0.47 1.51
PE 22:6/18:0 0.00 0.00 1.29 0.00
PE 22:6/20:5 0.02 0.17 0.92 0.00
PE 22:6/20:4 0.03 0.07 0.07 0.02
PE 22:6/20:1 0.08 0.61 0.28 0.15
PE 22:6/22:6 0.00 0.21 2.25 0.05
PE 22:6/22:5 0.01 0.09 0.31 0.00
PE 22:6/22:1 0.00 0.01 0.00 0.00
PC 16:1/16:0 0.47 0.73 0.29 0.22
PC 16:0/16.0 0.14 0.15 0.09 0.15
PC 20:5/14:0 0.06 0.30 0.36 0.00
PC 16:0/18:4 0.09 0.11 0.11 0.01
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Kapr (%) Platyz (%) Treska (%) Tunak (%)
PC 20:3/16:0 0.05 0.01 0.01 0.00
PC 18:3/16:0 0.13 0.00 0.17 0.00
PC 16:1/18:1 0.24 0.24 0.09 0.25
PC 16:0/18:2 0.95 0.77 1.46 0.92
PC 16:0/18:1 2.58 1.93 4.13 4.41
PC 15:1/20:4 0.05 0.04 0.01 2.02
PC15:0/20:4 0.07 0.06 0.03 0.17
PC 22:6/14:0 0.29 0.61 0.47 0.01
PC 16:1/20:4 0.13 0.20 0.06 0.03
PC 16:0/20:5 1.92 9.25 13.78 1.38
PC 16:0/20:4 1.05 2.63 1.70 3.14
PC 18:1/18:2 0.11 0.01 0.08 0.01
PC 16:0/20:3 0.09 0.00 0.03 0.05
PC 18:1/18:1 0.17 0.07 0.27 0.09
PC 22:6/15:1 0.13 0.03 0.07 0.92
PC 22:6/15:0 0.20 0.36 0.67 0.56
PC 18:3/20:5 0.12 0.02 0.16 0.00
PC 20:4/18:3 0.19 0.01 0.41 0.00
PC 16:1/22:6 0.15 0.47 0.93 0.14
PC 20:4/18:2 0.46 0.85 2.48 0.00
PC 22:6/16:0 1.00 8.06 21.81 15.25
PC 18:0/20:5 0.70 1.90 0.68 0.29
PC 18:4/22:6 0.03 0.18 0.47 0.02
PC 18:3/22:6 0.08 0.12 0.47 0.06
PC 18:2/22:6 0.06 0.06 0.94 0.17
PC 18:1/22:6 0.42 241 5.52 2.57
PC 20:1/22:5 0.26 0.15 0.17 0.09
PC 22:6/18:0 0.05 0.13 0.50 0.44
PC 20:5/22:6 0.03 0.67 5.20 0.35
PC 22:6/20:4 0.01 0.14 0.48 0.57
PC 22:620:1 0.02 0.06 0.11 0.00
PC 22:5/20:1 0.02 0.00 0.00 0.00
PC 22:1/20:1 0.00 0.00 0.22 0.00
PC 22:6/22:6 0.00 0.27 5.27 2.25
DG 16:0/18:1 0.13 0.19 0.21 0.16
DG 16:0/16:0 0.02 0.02 2.13 0.01
DG 20:5/16:0 0.01 0.03 0.19 0.01
DG 18:1/18:1 0.06 0.08 0.06 0.05
DG 18:1/18:0 0.03 0.05 0.05 0.03
DG 18:0/18:0 0.00 0.00 1.53 0.00
TG 16:1/16:0/2:0 0.01 0.00 0.31 0.00
TG 16:0/14:0/4:0 0.12 0.07 0.11 0.07
TG 18:1/16:0/6:0 0.06 0.03 0.05 0.03
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Kapr (%) Platyz (%) Treska (%) Tunak (%)
TG 18:1/18:0/4:0 0.02 0.02 0.03 0.02
TG 14:0/14:0/12:0 0.04 0.05 0.09 0.04
TG 14:0/14:1/14:0 0.04 0.05 0.05 0.03
TG 14:0/14:0/14:0 0.19 0.13 0.23 0.14
TG 14:0/15:0/14:0 0.01 0.02 0.01 0.02
TG 14:0/14:0/16:1 0.21 0.43 0.23 0.20
TG 14:0/14:0/16:0 0.12 0.18 0.31 0.25
TG 14:0/14:0/17:1 0.30 0.15 0.01 0.03
TG 16:1/15:0/14:0 0.30 0.00 0.01 0.04
TG 14:0/14:0/18:4 0.10 0.15 0.00 0.00
TG 14:0/18:3/14:0 0.11 0.24 0.00 0.01
TG 16:1/14:0/16:1 0.58 1.25 0.08 0.14
TG 16:0/14:0/16:1 1.56 1.47 0.37 0.92
TG 16:0/16:0/14:0 0.68 0.07 0.33 0.63
TG 17:1/14:0/16:1 0.22 0.42 0.00 0.15
TG 18:1/15:0/16:0 0.24 0.46 0.02 0.27
TG 14:0/14:0/20:5 0.27 0.32 0.00 0.01
TG 18:4/16:1/14:0 0.36 0.26 0.00 0.04
TG 16:1/18:3/14:0 0.32 0.36 0.00 0.01
TG 16:3/18:1/14:0 0.43 0.49 0.00 0.02
TG 18:4/16:0/14:0 0.29 0.11 0.00 0.05
TG 18:2/16:1/14:0 0.50 2.92 0.01 0.16
TG 18:1/14:0/16:1 3.06 3.48 0.30 1.53
TG 16:0/18:1/14:0 3.34 0.36 0.72 1.33
TG 16:0/18:0/14:0 1.26 0.24 0.42 1.75
TG 17:1/17:0/15:0 0.66 0.74 0.11 0.27
TG 16:1/16:1/18:4 0.97 0.57 0.00 0.00
TG 20:5/14:0/16:1 1.04 1.25 0.00 0.14
TG 22:6/14:0/14:0 0.16 0.02 0.00 0.14
TG 18:4/18:1/14:0 0.80 0.07 0.00 0.02
TG 20:5/14:0/16:0 1.07 0.37 0.01 0.16
TG 18:3/18:1/14:0 0.77 0.75 0.02 0.03
TG 16:0/18:3/16:0 2.08 3.02 0.14 0.34
TG 18:1/16:1/16:1 0.60 1.38 0.00 1.19
TG 18:1/18:1/14:0 5.03 2.79 0.92 4.92
TG 16:0/20:1/14:0 4.63 0.37 1.51 1.83
TG 18:1/16:0/17:1 0.57 0.62 0.00 0.00
TG 20:1/15:0/16:1 1.28 1.16 0.11 3.34
TG 20:1/15:0/16:0 0.71 0.11 0.03 0.04
TG 21:1/16:0/14:0 0.59 0.51 0.01 2.61
TG 18:1/16:0/18:3 1.38 0.72 0.05 0.35
TG 18:1/18:2/16:1 3.12 0.00 0.08 0.11
TG 18:1/18:1/16:1 2.11 0.00 0.19 0.00
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Kapr (%) Platyz (%) Treska (%) Tunak (%)
TG 18:1/18:2/16:0 3.86 251 0.42 1.67
TG 20:1/14:0/18:1 7.15 1.26 2.88 1.06
TG 22:1/14:0/16:0 3.34 0.18 1.65 0.00
TG 20:5/16:1/18:4 0.19 0.35 0.00 0.04
TG 18:1/18:1/17:1 0.71 0.54 0.02 0.46
TG 20:5/16:0/18:4 0.56 0.08 0.08 0.00
TG 18:1/17:0/18:1 0.41 1.15 0.00 2.18
TG 22:6/18:2/14:0 0.80 1.70 0.00 0.59
TG 22:1/15:0/16:0 0.32 0.00 0.00 0.00
TG 22:1/17:0/14:0 0.21 0.20 0.00 1.04
TG 18:1/20:5/16:1 1.27 0.78 0.10 0.81
TG 22:6/16:0/16:1 1.32 2.39 0.13 4.18
TG 18:1/18:1/18:4 0.68 0.56 0.02 0.46
TG 20:5/16:0/18:1 1.56 2.04 0.13 0.88
TG 18:1/18:3/18:1 1.30 0.09 0.10 0.64
TG 18:4/22:1/14:0 0.67 0.00 0.03 1.64
TG 20:1/16:0/18:3 2.07 0.07 0.24 0.57
TG 20:1/16:1/18:2 1.56 1.01 0.17 0.29
TG 18:1/20:1/16:1 3.92 3.68 1.04 3.05
TG 20:1/18:2/16:0 0.16 0.00 0.00 0.75
TG 20:1/16:0/18:1 2.88 0.00 0.98 0.00
TG 20:1/16:0/18:1 0.00 0.00 0.00 0.00
TG 22:1/18:1/14:0 0.68 0.37 0.23 1.90
TG 16:0/16:0/22:1 0.05 0.00 0.03 0.00
TG 22:6/14:0/20:5 0.05 0.71 0.02 0.19
TG 18:1/20:1/17:1 0.25 0.11 0.00 0.05
TG 22:1/15:0/18:1 0.14 0.00 0.03 0.01
TG 22:1/17:1/16:0 0.21 0.37 0.02 0.62
TG 22:1/17:0/16:0 0.05 0.01 0.00 0.00
TG 22:6/16:0/18:1 0.77 0.66 0.09 0.46
TG 18:1/18:1/20:5 0.49 1.98 0.29 2.64
TG 20:5/20:1/16:0 0.57 0.41 0.02 1.82
TG 18:2/22:1/16:1 0.34 0.20 0.00 0.13
TG 22:1/16:0/18:3 0.18 0.39 0.00 0.03
TG 18:2/22:1/16:0 0.70 1.46 0.08 0.56
TG 22:1/14:0/20:1 0.00 0.00 0.24 0.01
TG 22:1/16:1/18:0 0.56 0.00 0.50 0.00
TG 22:0/20:0/14:1 0.00 0.00 0.13 0.00
TG 22:1/18:0/16:0 0.05 0.00 0.00 0.00
TG 22:6/18:1/18:4 0.22 0.61 0.08 0.69
TG 18:1/22:1/17:1 0.09 0.03 0.00 0.00
TG 22:1/17:0/18:1 0.05 0.00 0.00 0.00
TG 19:0/22:1/16:0 0.01 0.00 0.00 0.00
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Kapr (%) Platyz (%) Treska (%) Tunak (%)
TG 20:1/18:1/20:5 0.27 0.32 0.01 0.03
TG 20:5/22:1/16:0 0.15 1.06 0.09 0.87
TG 20:1/20:2/18:1 0.08 0.18 0.01 0.00
TG 22:1/16:1/20:1 0.19 0.55 0.01 0.22
TG 22:1/16:0/20:1 0.14 0.22 0.04 1.42
TG 22:0/14:0/22:1 0.02 0.00 0.00 0.41
TG 22:1/20:1/17:1 0.02 0.01 0.00 0.05
TG 22:1/19:1/18:2 0.01 0.00 0.00 0.04
TG 22:1/17:0/22:1 0.00 0.10 0.00 0.03
TG 22:6/22:1/18:1 0.00 0.13 0.02 0.31
TG 22:6/22:1/20:1 0.00 0.03 0.00 0.37

94



