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UvoD

Mastné kyseliny jsou zdkladnim stavebnim kamenem li-
pidovych sloucenin. I kdyz byly izolovéany jiz na za¢atku
19. stoleti, stale jesté nejsou zndmy vSechny funkce,
které vykonavaji v Zivych organismech. Kromé toho,
ze mastné kyseliny jsou vyznamnou zdsobni formou
energie, hraji také dulezité strukturdlni a funkéni role.
Ovliviiuji fyzikdlné-chemické vlastnosti a tim i funkce
bunéénych membran. Vazbou na nékteré proteiny mo-
duluji jejich ptsobeni, jsou sou¢astmi molekul podile-
jicich se na buné¢né signalizaci a jsou také prekurzory
$irokého spektra biologicky aktivnich molekul, které
ovliviuji Zivotni funkce v priibéhu celého Zivota.

Tato kniha jako prvni v Ceské republice pojednava
problematiku mastnych kyselin v celé §iti - od teoretic-
kych zaklada struktury a metabolismu az po uplatnéni
mastnych kyselin v patogenezi zdvaznych onemocnéni.
Ctenaf je informovan o uplatnéni jednotlivych mast-
nych kyselin v mechanismech zanétu, trombdzy, oxi-
da¢niho stresu, inzulinové rezistence i kancerogeneze
a o soucasném stavu zkoumani moznosti uziti nékte-

rych mastnych kyselin v prevenci a 1é¢bé kardiometa-
bolickych, gastroenterologickych, neuropsychiatrickych
i nddorovych onemocnéni. Vyznamnou soucasti knihy
je kapitola informujici o postaveni mastnych kyselin ve
vyzivé. V této kapitole jsou obsazeny informace o nu-
tri¢nich vlastnostech hlavnich mastnych kyselin a o je-
jich zastoupeni v olejich uzivanych v potravinatstvi
a pramyslu. Komentovany jsou zde souc¢asné nazory na
vyznam slozeni tuki ve stravé z hlediska prevence za-
vaznych onemocnéni. Velkym pfinosem k porozuméni
¢asto slozité problematice, kterd je v knize probirana,
jsou barevné obrazky a tabulky, jez vyrazné zlepsuji
orientaci Ctendfe v textu.

Kniha je urcena $irokému okruhu ¢tenafa. Cilem
autort je zaujmout nejen biochemiky, ale i kardiology,
diabetology, gastroenterology, neurology a psychiatry,
praktické l1ékare a dalsi zdravotniky v$ech obori. Infor-
mace o vyznamu kvality a kvantity tukd ve vyzivé viak
jisté najdou sviij okruh ¢tendtt v fadach Siroké vetej-
nosti i mimo zdravotnictvi.

Xin






1 Klasifikace a vlastnosti

mastnych kyselin

M. Vecka

Mastné kyseliny patii mezi dtileZité strukturni soucasti
lipidd, které spolu s bilkovinami a sacharidy predstavuji
zakladni stavebni kameny Zivych organismi.. Moderni
klasifika¢ni systém lipid definuje lipidy jako hydrofobni
nebo amfipatické (¢i amfifilni) molekuly, vzniklé bud
karbaniontovou kondenzaci thioesterti (napt. mastné
kyseliny), nebo karbokationtovou kondenzaci isopreno-
vych jednotek (napt. steroly) (Fahy et al. 2009, Liebisch
etal. 2020). Mastné kyseliny patfi podle tohoto systému
k prvnimu typu lipidii a v ném do tfidy odvozené ptimo
od acyltt mastnych kyselin (tfida FA, fatty acids). Pro
strukturu mastné kyseliny je typicka pfitomnost po-
larni ¢asti, karboxylu, a nepoldrniho fetézce, kde mo-
hou byt ptitomny hlavné dvojné vazby. Délka fetézce,
pocet a konfigurace dvojnych vazeb jsou parametry,
které vyznamné ovliviuji fyzikalné-chemické vlastnosti
molekuly mastné kyseliny, a tato variabilita pfedurcuje
mastné kyseliny k riznorodému pouziti v metabolickych
déjich a k nezastupitelné roli v Zivo¢i§ném organismu.
Mastné kyseliny jsou hlavni zadsobni formou energie,
nezbytnou strukturdlni souc¢asti membran a pomoci ko-
valentni vazby modifikuji a reguluji vlastnosti mnohych
proteint. Jako soucdsti nékterych lipidovych signalnich
molekul hraji dtileZitou roli v metabolickych regula¢nich
kaskadach (Rangan a Smith 2002).

1.1 Nomenklatura mastnych kyselin

Pojmenovani fetézcti mastnych kyselin pomoci systema-
tického nazvoslovi je zna¢né neprehledné, a tak se v lite-
ratufe ¢asto ddva prednost trividlnim ndzvim (tab. 1.1

atab. P1-4 v ptiloze 1) (Dijkstra 2021), které maji dlou-
hou historickou tradici. V praxi se také osvéd¢ilo nékolik
zjednodusujicich systému popisujicich strukturu mastné
kyseliny:

1. Zkracend notace struktury mastnych kyselin ve tvaru
C:Nn-x. V tomto systému C predstavuje pocet uh-
likd v Fetézci, N pocet dvojnych vazeb, x pozici prvni
dvojné vazby pocitano od methylového konce. Tato
notace predpokladd, Ze véechny dvojné vazby maji
konfiguraci cis- (Z), jsou od sebe oddéleny methyl-
enovou skupinou (= maji tzv. pentadienové uspora-
dani) a na retézci molekuly nejsou pritomny substi-
tuenty (viz obr. 1.1).

2. Zkracend notace struktury mastnych kyselin ve tvaru
C:Nwx. Postup a predpoklady jsou stejné jako u sys-
tému 1, pouze se misto n- pouZije w; tento postup je
historicky starsi.

Oba vyse zminéné postupy maji tu vyhodu, Ze usnad-
fuji orientaci v metabolickych vztazich mezi mastnymi
kyselinami (podrobnéji viz kapitola 3 Zékladni metabo-
lismus mastnych kyselin), protoZe poloha prvni dvojné
vazby na methylovém konci se u ¢lovéka v ramci klasic-
kych metabolickych drah neméni. Podle toho miizeme
u ¢lovéka nenasycené fetézce mastnych kyselin klasifi-
kovat jako zastupce ttidy (rodiny) n-11, n-9, n-7 ¢i n-6.
Dalsi ptiklady mastnych kyselin viz obr. 1.2.

Pokud nejsou dvojné vazby v orientaci cis- (Z), ale
trans- (E), ptidava se na konec notace jesté t. V pripadé
vyssiho poctu dvojnych vazeb se takto doplni orientace
véech dvojnych vazeb od karboxylového konce véetné
dvojnych vazeb v konfiguraci cis- (Z), kterym nalezi
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kyselina linolova
18 uhlikd v molekule

2 dvojné vazby

g
N

1. dvojnéa vazba od methylového
konce na 6. uhliku

OH

FA 18:2n-6

Obr. 1.1 Pouziti zkracené notace
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Obr. 1.2 Strukturni vzorce nékterych mastnych kyselin. Na obrazku je naznacen postup cislovani podle zkrdcené notace oproti Cislovani fetézcli
vychdzejiciho z [UPAC nomenklatury (¢isla po symbolu 4)

zkratka c (napt. 18:1n-9t, 18:2n-6¢cc, 18:2n-6¢t, 18:2n-
-6tc, 18:2n-6tt). Nékdy muizeme v literatufe narazit i na
zkrdcenou notaci zacinajici na velké C nebo FA, takze
kyselina stearovd se popise jako C18:0 nebo FA 18:0 (ve-
dle 18:0). V dalsim textu se budeme drzet notace zaci-
najici identifikdtorem FA.

3.

Jestlize na popis struktury mastné kyseliny nestaci
vy$e zminéné piistupy, miZeme narazit i na dalsi
systémy (které v8ak nejsou v literatute piili§ konzi-
stentni). V klinické praxi se s takovymi strukturami
mastnych kyselin setkdvame vzacné; pro piedstavu
uvadime jen nejbéznéjsi systémy, jez vyuzivaji vyhod
zkracené notace (ad body 1. a 2.) a pouzivaji se pro
popis struktur pomoci hmotnostni spektrometrie

(Liebisch et al. 2020) nebo i jinych analytickych me-

tod (Dijkstra 2021).

a) V ptipadé, Ze je porusen predpoklad odde-
leni dvojnych vazeb methylenovou skupinou,
musi se pozice vech dvojnych vazeb naznacit
¢iselnymi lokanty. Ty respektuji ndzvoslovny
systém IUPAC, tedy pocitaji uhliky od karbo-
xylového konce, napt. FA 18:3 9c11t13c nebo
FA 18:3 D9c11tl3c, ptipadné FA 18:3D%!!t!
nebo FA 18:3 (97,11E,13Z).

b) Pokud jsou ptitomny dalsi substituenty na fe-
tézci mastné kyseliny, naznacuje se struktura
ptipojované struktury zkratkami. Existuji usta-
lené zkratky pro jednoduché fetézce, ¢asto se
vychdzi z ndzvoslovi organické chemie. Pouzi-
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OY\(\/\(\/\(\/\( OY\/\/\/\/\/\(
HO HO

fytanova kyselina (FA 16:0; 3Me,7Me,11Me,15Me) isopentadekanova kyselina (FA iso15:0)

Oy

HO

o)

HO—/ ~NH

anandamid, 2-arachidonoyl ethanolamin
(NAE 20:4(52,82,11Z,142))

anteisopentadekanova kyselina (FA anteiso15:0)

Obr. 1.3 Netradi¢ni mastné kyseliny

Tab. 1.1 Nejbéznéjsi mastné kyseliny s dlouhym fetézcem

Oznaceni Systematicky nazev podle IUPAC Trivialni nazev** Zkratka
FA 14:0 tetradekanova kyselina kyselina myristova

FA 16:0 hexadekanov kyselina kyselina palmitovd

FA 16:1n-7 (92)-hexadec-9-enova kyselina kyselina palmitolejova POA
FA18:0 oktadekanovd kyselina kyselina stearovd SA
FA18:1n-9t | (9F)-oktadec-9-enova kyselina kyselina elaidova

FA18:1n-7t (11F)-oktadec-11-enova kyselina kyselina vakcenova (VA)
FA 18:1n-9 (92)-oktadec-9-enovad kyselina kyselina olejova 0A
FA18:1n-7 (112)-oktadec-11-enova kyselina kyselina cis-vakcenovd VA
FA 18:2n-6 (92,122)-oktadeka-9,12-dienové kyselina kyselina linolova LA
FA 18:3n-6 (62,92,122)-oktadeka-6,9,12-trienova kyselina kyselina y-linolenovéd GLA
FA 18:3n-3 (92,122,152)-oktadeka-9,12,15-trienové kyselina kyselina a-linolenova ALA
FA 18:4n-3 (62,92,122,152)-oktadeka-6,9,12,15-tetraenova kyselina kyselina stearidonova (STA)
FA 20:0 ikosanovd kyselina* kyselina arachidova (ARA)
FA 20:3n-9 (52,82,112)-ikosa-5,8,11-trienova kyselina kyselina Meadova (MEA)
FA 20:3n-6 (82,112,142)-ikosa-8,11,14-trienové kyselina kyselina dihomo-y-linolenova DHGLA
FA 20:4n-6 (52,82,117,142)-ikosa-5,8,11,14-tetraenovd kyselina kyselina arachidonova AA
FA 20:5n-3 (52,82,112,142,172)-ikosa-5,8,11,14,17-pentaenova kyselina kyselina eikosapentaenova/timnodonové EPA
FA 22:0 dokosanova kyselina kyselina behenova

FA 22:1n-9 (132)-dokosa-13-enova kyselina kyselina erukova (EA)
FA 22:4n-6 (72,102,132,162)-dokosa-7,10,13,16-tetraenova kyselina kyselina adrenova (ADA)
FA 22:5n-3 (72,102,132,16,192)-dokosa-7,10,13,16,19-pentaenova kyselina kyselina klupanodonovd*** DPA-3
FA 22:5n-6 (42,72,102,132,162)-dokosa-4,7,10,13,16-pentaenova kyselina kyselina Osbondova DPA-6
FA 22:6n-3 (42,72,102,132,16Z,192)-dokosa-4,7,10,13,16,19-hexaenovd kyselina kyselina cervonovd DHA
FA 24:1n-9 (152)-tetrakosa-15-enovd kyselina kyselina nervonova (NA)

* Spravnd predpona pro dvacetiuhlikovy skelet je ikosa-. Tvar eikosa- pretrvava z historickych diivodd v terminech napi. pro eikosanoidy nebo eikosa-
pentaenovou kyselinu (viz ddle a kapitola 3 Zakladni metabolismus mastnych kyselin). V dalSim textu se budeme drZet téchto zavedenych termind.

*** Nékdy se uziva nazev klupadonova.
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vaji se i predpony iso-, anteiso-, ptipadné i jejich
zkratky (a, i) pro pfipojeni methylové skupiny na
druhy uhlik (v ptipadé pfedpony iso-) nebo na
treti uhlik (v ptipadé predpony anteiso-) od me-
thylového konce (v obou predchozich ptipadech
se uhlik methylové skupiny po¢itd do ndzvoslov-
ného kmene). Dal$i vyznamné substituenty zahr-
nuji rizné hydroxy-, oxo-, amino- a dalsi skupiny
(viz obr. 1.3).

Podle délky retézce se mastné kyseliny rozdéluji na
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA, short-chain
fatty acids) obsahujici v molekule 2-5 uhlikii, mastné
kyseliny se stfednim fetézcem (MCFA, medium-chain
fatty acids) s 6-11 uhliky, mastné kyseliny s dlouhym fe-
tézcem (LCFA, long-chain fatty acids) s 12-21/22 uhliky
a mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA,
very long-chain fatty acids) obsahujici fetézce s vice nez
21/22 uhliky. Podle stupné nenasycenosti fetézce rozli-
$ujeme nasycené mastné kyseliny (SFA, saturated fatty
acids), fetézce s jednou dvojnou vazbou neboli mono-
nenasycené mastné kyseliny (MUFA, monounsaturated
fatty acids) nebo fetézce s vice dvojnymi vazbami ¢ili
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA, polyunsatu-
rated fatty acids).

1.2 Vlastnosti mastnych kyselin

Mastné kyseliny jsou v Zivém organismu pfitomny ve
volné (neesterifikované) formé jen ztidka, proto fyzi-
kalni vlastnosti pfesné definovanych molekul mastnych
kyselin jenom z¢asti priblizuji fyzikalni vlastnosti pii-
rodnich matric. V jednodus$im pfiblizeni mtizeme na
tyto matrice nahlizet jako na smési glycerolipida (v pii-
padé riiznych tuki/oleji), ve sloZitéjsich matricich jsou
zastoupeny i jiné lipidové tfidy (vzpomeiime na mole-
kuly glycerofosfolipidi nebo sfingolipidii v biologickych
membrandch). Klinicky dualezité fyzikdlné-chemické
vlastnosti mastnych kyselin zahrnuji hlavné bod tani,
rozpustnost a nachylnost k oxida¢nim zménam. Uroven
stfevni absorpce mastnych kyselin uzce souvisi s témito
charakteristikami (McKimmie et al. 2013).

Bod tani

Retézce mastnych kyselin ve fosfolipidech hraji dilezi-
tou roli pii zachovani optimadlni fluidity membran. Re-
modelace sav¢ich membran (véetné zmén zastoupeni

dvojnych vazeb a délek acylt mastnych kyselin) je du-
sledkem vlivu nutrice nebo pozadavka na funkci mem-
brany (Ernst et al. 2018). Obecné se bod tani mastné
kyseliny zvySuje s délkou fetézce (u fetézct s lichym
poctem uhlikt jsou vétsinou teploty tdni nizsi) a sni-
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Obr. 1.4b Body téni nenasycenych mastnych kyselin
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zuje s pribyvajicim poétem dvojnych vazeb (obr. 1.4a, b).
Nejvétsi vliv maji dvojné vazby uprostred fetézce, trans-
orientace dvojné vazby teplotu tani zvysuje, jak je patrné
z obrazku 1.4c (Gunstone et al. 2007).

Body tani volnych nasycenych mastnych kyselin
a jejich triacylglycerolu se prili§ nelisi, pro mononena-
sycené FA se tento rozdil pohybuje v fadu 10 °C (Kno-
the a Dunn 2009). Tato vlastnost se d4 pomérné dobte
extrapolovat i na sloZité smési triacylglycerolt (oleje)
podle zastoupeni SFA/MUFA/PUFA (Fasina et al. 2008).

Rozpustnost ve vodé

Rozpustnost mastnych kyselin v polarni fazi pti neut-
ralnim pH tzce souvisi se schopnosti organismu tyto
molekuly absorbovat a transportovat. Kratké mastné
kyseliny jsou ve vodé rozpustné, kdezto deldi retézce
mastnych kyselin rozpousténi ve vodé brani (obr. 1.5a).
Farmakologicky dilezity parametr popisujici rozpust-
nost v soustavé nepolarniho/polédrniho rozpoustédla,
rozdélovaci koeficient pro systém n-oktanol/voda, je pro
mnoho mastnych kyselin také znam (obr. 1.5b) (Bavafa
etal. 2011).

Odolnost viii oxidaci

Odolnost vi¢i oxidaci je dalsi diilezita vlastnost fetézct
mastnych kyselin. Obecné nasycené fetézce odolavaji
oxida¢nim zménam velmi dobfe a za mirnych podminek
jsou povazovany za stalé, napt. poméry raznych oxi-
da¢nich produktd k nasycenym mastnym kyselindm se
pouzivaji jako indikatory starnuti olejomaleb (Modugno
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Obr. 1.5b Rozdélovaci koeficient FA podle Ralstona (1942); daje pro
kyseliny s fetézcem delSim nez 14 uhlikd jsou hornim odhadem hodnot
vyjadtenych hvézdickami a jsou vypocteny na zakladé kvantovéchemic-
kych aproximaci (Bavafa 2011)
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Obr. 1.6 Polatecni faze oxidace nenasycenych mastnych kyselin. Na obrazku je naznacena pouze jedna moZznost tvorby hydroperoxidu z kyseliny

arachidonové
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et al. 2019, Manzano et al. 2011). Pritomnost dvojnych
vazeb zvy$uje nachylnost Fetézce mastné kyseliny k oxi-
da¢nim zméndm, coz je zvlasté patrné u dvojnych va-
zeb v pentadienovém usporadani, kde je vodik methy-
lenové skupiny snadno abstrahovén radikaly a vznika
rezonanéné stabilizovany radikal (obr. 1.6). Dalsi osud
tohoto radikalu z4visi na mnoha faktorech, zejména
intramolekuldrni pozici a usporadani dal$ich dvojnych
vazeb vidi uhliku nesoucimu nepérovy elektron, dale
na koncentraci a vlastnostech dalsich latek v matrici.

Ve vodném prostiedi, kde jsou mastné kyseliny sou-
¢asti miceldrnich struktur, nen{ vztah mezi po¢tem dvoj-
nych vazeb a néchylnosti k oxidaci ¢isté linedrni. Retézce
EPA a DHA (zastupci PUFAnN-3) jsou v tomto prostredi
stabilnéjsi nez LA i AA (patfici do PUFAn-6), protoze
zaujimaji vyhodnéjsi konformace branici dal$imu $i-
feni oxida¢nich zmén. Dietni suplementace PUFAn-6
néachylnost ¢astic LDL k oxidaci zvysuje, kdezto pti-
davani PUFAn-3 nemad na oxidaci LDL-¢astic jasny
efekt (Ghnimi et al. 2018, Miyashita 2014). Pokusy in
vitro naznacuji, Ze EPA lépe nez DHA inhibuje oxidaci
LDL-¢astic (Sheratt et al. 2020), a ma tak od urcitych
koncentraci ptiznivy vliv na vlastnosti membran, coz
mimo jiné stoji za uspéchy suplementace EPA v prevenci
kardiovaskuldrnich onemocnéni (O’Connell et al. 2020
a téz kapitola 10 Mastné kyseliny a kardiovaskularni
onemocnénti).

K zapamatovani:

— Mastné kyseliny patii mezi dileZité stavebni slozky biologickych
membran, hraji vyznamnou roli v mnoha metabolickych déjich.

— Nazvoslovi mastnych kyselin ¢asto vychazi z trividlnich pojme-
novani; v soucasné dobé se pouZivé i zkrdcend notace ve formdtu
C:Nn-x, kde C predstavuje pocet uhlikti v fetézci, N pocet dvojnych
vazeb, x pozici prvni dvojné vazby pocitano od methylového konce.

— Podle poctu uhlikil v molekule se mastné kyseliny déli na mast-
né kyseliny s fetézcem kratkym (2-5 uhlikd), stfedné dlouhym
(611 uhlikd), dlouhym (12-21/22 uhlikd) a velmi dlouhym (nad
21/22 uhlikd).

— Podle pottu dvojnych vazeb se mastné kyseliny rozdéluji na nasy-
cené (bez dvojné vazhy), mononenasycené (jedna dvojnd vazba)
a polynenasycené (dvé a vice dvojnych vazeb).

— Struktura mastné kyseliny mé vyznamny vliv na jeji fyzikalné-
-chemické vlastnosti, jako jsou rozpustnost, bod tani (vy3si délka
fetézce snizuje polaritu molekuly a zvy3uje bod téni) nebo odol-
nost viici oxidaci (dvojné vaby zvysuji nachylnost vici oxidaci).
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2 Analyza mastnych kyselin

E. Tvrzickd

V ptirodé se vyskytuje velké mnozstvi mastnych kyse-
lin (FA), jen v lidské plazmé jich bylo identifikovdno
okolo 60. Maji vét§inou rovny fetézec se sudym poctem
atomi C a dvojnymi vazbami v pentadienovém uspora-
dani, prevazné v konfiguraci cis-; obecné jsou znaceny
CN:Pn-x, kde CN je celkovy pocet atomt C, P pocet
dvojnych vazeb, x poloha prvni dvojné vazby od methy-
lového konce. Pro riizné metabolické studie jsou obvykle
stanovovany pouze ty FA, které v metabolismu hraji vy-
znamnou roli (obvykle pouze sudé s 12-22 uhliky). Dt-
leZitost téchto analyz doklada skute¢nost, ze dosud bylo
publikovano vice nez 250 000 analyz v oblasti mediciny,
biologie, potravinatstvi a dalsich.

Analyza profilu FA v biologickém materidlu (zde
predevsim v lipidech krevniho séra, membranach krev-
nich bunék, tukové tkani) a déle v potravinach a do-
plitcich stravy je nejcastéji realizovana metodami ply-
nové chromatografie (GLC) s plamenoioniza¢ni detekci
(FID) nebo vysokoucinné kapalinové chromatografie na
reverzni fazi (RP-HPLC) s UV detekci. Pro GLC jsou
FA prevadény nejcastéji na methylestery za alkalické ¢i
kyselé katalyzy (napf. methoxid sodny, fluorid bority,
acetylchlorid, methyl chloroformat, kyselina sirové); pro
HPLC jsou derivatizovany chromofory k detekci UV
(napt. fenacylbromid, 2-bromo-2 "-acetonafton, 2-nitro-
fenylhydrazin, dibromoacetofenon, 1-naftylamin) nebo
fluorescen¢ni (napt. panacylbromid, 9-anthryldiazome-
than, 9-(2-hydroxyethyl)-karbazol, 9-bromomethylakri-
din, 3-bromoacetyl-7-methoxykumarin).

Nejdokonalej$im systémem je spojeni GLC nebo
HPLC s hmotnostné spektrometrickou detekci, av§ak
vysoké potizovaci naklady aparatury jsou pro $irsi vy-

uziti v rozsahlych studiich limitujicim faktorem. Tyto
metody byly v nedavné dobé piehledné zpracovany
(Chiu a Kuo 2020).

Pro GLC stanoven{ jsou pouzivany kolony stfedni,
resp. vysoké polarity (25-30 m, resp. 50-100 m).
U stfedné poldrnich kolon je poradi eluce (reten¢ni
¢as, RT) uréeno délkou fetézce a stoupajicim poctem
dvojnych vazeb (RTg, 15403 < RTg4 500)- Jejich pomérné
vysoky teplotni limit umoznuje i eluci sterolt1 pti analyze
sterolestertl, nelze v§ak oddélit isomery v konfiguraci
trans-. Ty mohou byt analyzovany na velmi polarnich
kolondch, které maji nizsi teplotni limit, trans- isomery
jsou eluovany pred prislu$nymi cis- isomery, pro stejné
CN roste RT s po¢tem dvojnych vazeb, ale potadi eluce
je ovlivnéné jesté dal$imi faktory (RTg, 500 < RTps 1530.3)-
Analyzy HPLC mohou byt isokratické nebo gradientové,
pro mobilni fazi (MF) jsou pouzivany smési methanol,
acetonitril, tetrahydrofuran, kyselina octova. Poradi
eluce je vyrazné odli$né - cis- isomery jsou eluovany
pred odpovidajicimi trans- isomery, pii stejném CN jsou
FA eluovéany podle klesajiciho poétu dvojnych vazeb
(RTgx 20503 < RT4 140)-

Obé metody, GLC i HPLC, maji specifické vyhody
i nevyhody. Pro GLC je nastiikované mnozstvi v fadu
ng-pg, pro HPLC ug-mg. Plyn predstavuje ekologickou
a dokonale reprodukovatelnou mobilni fazi oproti or-
ganickym rozpoustédlum. Nastfik za studena ptimo
na kolonu (cold on-column) v GLC nezpiisobuje ztraty
tékavéjsich slozek ve srovnani s nasttikem do vyhtiva-
ného injektoru. Diky modernim aparaturdm je zajis-
téna dobra reprodukovatelnost teplotniho programu pti
GLG, stejné jako reprodukovatelnost gradientu mobiln{
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faze u HPLC. Pfi chromatografickém procesu dochazi
u obou metod ke kontaminaci staciondrni faze jednak
rozkladnymi produkty vzorku, jednak samotnou mo-
bilni fazi, coz vede ke zméndm v déleni i kvantitativni
odezvy jednotlivych slozek. U GLC lze problém fesit
pouzitim pfedkolony, kterd je v priibéhu Zivotnosti mé-
néna, piipadné odfiznutim ¢asti kolony s viditelnymi
depozity. U HPLC lze rovnéz po ur¢itou dobu vyméiio-
vat predkolony, pak nésleduje ¢aste¢nd vymeéna naplné
kolony. U obou metod plati, Ze linearitu kalibra¢ni z4-
vislosti odezvy detektoru na nastfikovaném mnozstvi
jednotlivych slozek je tieba pro kazdy systém indivi-
dudlné ur¢it a v prabéhu Zivotnosti kolony kontrolovat.
Obsah slozek byva vétsinou stanovovan jako molarni
procento, méné Casto je ur¢ovan absolutné metodou
vnittniho standardu.

Tato kapitola je soucdsti rozsahlé publikace o slo-
zeni FA a jeho zméndch za riiznych patofyziologickych
stavll — v dtisledku onemocnéni, 1é¢by, vyzivy a dalsich
faktortd; proto se budeme zabyvat predevsim meto-
dou, kterd byla v téchto studiich vyuzita, tj. metodou
GLC-FID.

2.1 Historie

V roce 2022 uplynulo jiz 70 let od doby, kdy James
a Martin (1952) publikovali prvni praci o separaci ne-
derivatizovanych mastnych kyselin s kratkym az stied-
nim fetézcem (C2-Cl11) plynovou chromatografii. Po
¢tytech letech publikovali titiz autofi (James a Martin,
1956) separaci mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
(C12-C18) ve formé methylestert. Tato metoda se uka-
zala jako nejvyhodnéjsi a je pouzivana dodnes.

Stejné jako u kazdé nové metody i u plynové chroma-
tografie bylo nezbytné prekonat fadu obtizi. Pfedevs$im to
byly ztraty jednotlivych sloZek vzorku, ke kterym docha-
zelo ve vech trech ¢astech aparatury - v injektoru, koloné
i detektoru. Dal$im zdvaznym problémem byly moznosti
integrace - na zakladé manudlniho méfeni se plocha vr-
cholu (peaku) vypocetla jako soucin vysky a $irky v jeji
poloviné. Nulovou linii bylo rovnéz nutné prokladat
manudlné. Za téchto podminek bylo tfeba vztahovat
namétené hodnoty ploch peaki ke zndmému mnoZstvi
vnitfniho standardu na zdkladé kalibrace, jak bude zmi-
néno déle. Technicky pokrok za poslednich 70 let udélal
tak obrovsky skok, Ze dnes jsou tyto zptisoby prace jen
tézko uvéfitelné; presto stéle jesteé Ziji jejich pamétnici.
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2.2 Vlyvoj aparatury

2.2.1 Injekcni techniky

Ulohou vyhtivaného injektoru je prevést nastiikovany
vzorek v organickém rozpoustédle do plynné formy.
V pripadé mastnych kyselin to znamend do formy
aerosolu, protoze u vétsiny z nich je bod varu totozny
s teplotou rozkladu. Prvni injektory byly kovové a do
zna¢né miry katalyzovaly pyrolyticky rozklad vzorku.
Na pocitku 60. let se zacaly vybavovat inertnimi vloz-
kami z kfemene nebo specidlné upraveného skla, a ztraty
nenasycenych mastnych kyselin tak byly zptisobeny iso-
termalnim chromatografickym procesem na néplnovych
kolonach (Gerson et al. 1966). Vliv injek¢ni techniky na
odezvu detektoru popsali detailné Grob a Grob (1969).
Vyvoj kapilarnich kolon byl doprovazen zavadénim no-
vych injekénich systémt, které mély zajistit kvantitativni
odezvu jednotlivych slozek lisicich se tékavosti (Grob
a Grob 1978). Nejlepsi technikou je nastfik na kolonu
za studena, tzv. cold on-column injektor, ktery vyluc¢uje
jakoukoli diskriminaci nenasycenych slozek béhem
nasttiku (Grob a Grob 1978, Badings a De Jong 1983).
Nevyhodou této techniky je nutnost nizké pocdate¢ni
teploty termostatu (cca 30 °C), coZ lze obejit zavede-
nim tzv. pohyblivého ,,on-column® injektoru. Injekéni
systém bez rozpoustédla, nazyvany téZ pevny injektor
nebo injektor s pohyblivou jehlou (van den Berg a Cox
1972, Sisfontes et al. 1981) ma vyhodu snadné udrzby,
pro analyzu FAME (fatty acids methyl esters) v§ak neni
vyhodny (Al Makdessi et al. 1986).

Nejcastéji je pro analyzu FAME pouZivan vyhiivany
injektor typu ,,split-splitless, pfi¢emz forma splitless je
méné diskriminujici pro slozky lisici se zna¢né hodnotou
bodu varu; optimalizaci vech parametrt klasického na-
sttiku ,,split“ 1ze diskriminaci prakticky vylou¢it (Bannon
et al. 1987). Kombinaci v8ech zminénych injekénich
technik umoziluje injektor s programovanou teplotou
odparovani (Eder et al. 1991), ktery je v§ak k analyze
FAME vyuzivan jen zfidkakdy (Eder et al. 1992).

2.2.2 Kolony

Prvni analyzy FAME byly realizovany na naplnovych
kolonach, coz byly kovové nebo sklenéné trubice o délce
1-3 m a vnitfnim praméru 2-4 mm. Pro tyto kolony
byly charakteristické ztraty odezvy detektoru, které
rostly se stoupajicim CN a stupném desaturace a mu-
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sely byt kompenzovany korek¢nimi faktory (response
correction factors, RCF) (Gerson et al. 1966, Ackman
et al. 1963, Ackman et al. 1964). Pocatkem 70. let byly
naplnové kolony postupné nahrazovany kapilarnimi se
$irokym (wide-bore, 0,7-1 mm) a izkym vnitfnim pra-
mérem (narrow-bore, 0,1-0,3 mm). Kolony byly zho-
toveny ze skla nebo kfemene, byly dlouhé 15-100 m
a uvnitt byly pokryty chemicky vézanou stacionarni fazi
o rizné polarité.

Pro analyzu FA v biologickych vzorcich nejsou
vhodné nepolérni staciondrni faze (komeréni znaceni
CP-Sil 5, CP-Sil 8, DB-1, DB-5, OV-1, OV-101, SE 30,
SP-2100, SPB-1, SPB-5). Poradi eluce na téchto fazich re-
flektuje bod varu jednotlivych slozek; nenasycené slozky
jsou eluovany pred nasycenymi a $patné jsou rozlideny
polohové isomery, predeviim u MUFA (Bakkeren et al.
1984). Nejcastéji se pouzivaji kolony o sttedni polarité
(komer¢ni znac¢eni CP-WAX 52, CP-WAX 58, Carbowax
20M, DB-225, DB-1701, DB-WAX, DB-FFAP, OV-225,
SP-2300). Poradi eluce je ddno predev$im délkou uhli-
kového fetézce a teprve na druhém misté stupném de-
saturace. Pro hodnoceni je toto poradi velmi vyhodné,
protoze FAME se ¢tyfmi az péti dvojnymi vazbami jsou
eluovany pred nasycenymi FAME s fetézcem o dva uhliky
del$im, tj. kyselina stearidonova (FA 18:4n-3) je eluovana
pted arachovou (FA 20:0), eikosapentaenova kyselina
(FA 20:5n-3) pted behenovou (FA 22:0) a dokosapenta-
enova kyselina (FA 22:5n-3) pred kyselinou lignocero-
vou (FA 24:0). Dokosahexaenova kyselina (FA 22:6n-3),
jedna z nejdulezitéjsich kyselin z rodiny n-3, je eluovana
mezi FA 24:0 a kyselinou nervonovou (FA 24:1n-9) s roz-
délenim az k nulové linii. Polynenasycené FA (PUFA)
skupiny n-6 jsou eluovany pted PUFAn-3 se stejnym CN
a poctem dvojnych vazeb (Beaumelle a Vial 1986). Ko-
lony s vysoce poldrni stacionarni fazi (komer¢ni oznaceni
CP-Sil 88, OV-275, SP-2330, SP-2340) jsou pouZivany
k separaci geometrickych (cis-trans) isomert. Tyto ko-
lony byvaji dlouhé 50-100 m, ale pro uspokojivé rozdé-
leni cis-trans isomera 18:1 byva nékdy nutné predchozi
rozdéleni preparativni tenkovrstevnou chromatografii
(TLG, thin layer chromatography) na silikagelu impreg-
novaném roztokem dusi¢nanu stifbrného (argentnitra-
tovd chromatografie) (Ratnayke 1998).

2.2.3 Detekce

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostné spekt-
rometrickou detekci je tim nejlep$im k analyze vzorkd,
které obsahuji neobvyklé mastné kyseliny (Coombe et al.

1985, Caruso etal. 1991, Bizzozero et al. 1991), ale vysoka
porizovaci cena je divodem pro castéj$i vyuziti pod-
statné levnéjsiho plamenoioniza¢niho detektoru (FID,
flame ionization detector). Po¢atkem 70. let byly k ana-
lyze FAME pouzivany i detektory zaloZené na tepelné
vodivosti (TCD, thermal conductivity detector), které
poskytovaly vysledky srovnatelné s FID (Herb a Martin
1970, Watanabe et al. 1973), posléze v$ak bylo nalezeno
jejich vhodnéjsi vyuziti k analyze plynnych smési.

Optimalizaci opera¢nich podminek plamenoioni-
za¢niho detektoru, pfedev$im pratoku vodiku, lze roz-
§itit rozsah linedrni odezvy a dosahnout tak zlep$eni
kvantitativnich vysledka (Albertyn et al. 1982). Adjus-
tace systému tak, aby bylo dosazeno spravné odezvy de-
tektoru pomoci teoretickych RF (Ackman a Sipos 1964),
je spravné;jsi nez aplikace RCF pro korekei systémovych
chyb (Albertyn et al. 1982).

Za podminek isotermdlni analyzy bylo prakticky ne-
mozné detekovat FA s velmi dlouhym fetézcem (Iver-
son 1970). Optimalizace teplotniho programu, ¢asto
nékolikastupiiového proloZeného isotermalnimi useky,
dovoluje uspokojivé rozdéleni viech sledovanych slozek
v ,rozumném* ¢ase (do 60 minut). Kriticky par, jehoz
zhor$ené déleni signalizuje nutnost pozménit teplotni
program, vyménit predkolonu nebo odstranit kontami-
novanou pocate¢ni ¢ast kolony, predstavuji pro analyzu
FAME v biologickych vzorcich obvykle kyseliny palmit-
olejova (FA 16:1n-7) a A7 hexadecenovd (FA 16:1n-9).

2.3 Kvalitativni analyza

Vyuziti retenénich dat pro kvalitativni analyzu bylo
publikovéno spolu se zavedenim metody GC (James
a Martin 1952). Systém reten¢nich indext je zaloZen na
linedrni zavislosti mezi logaritmem reten¢niho objemu
a CN homologt za danych chromatografickych podmi-
nek. V roce 1958 Kovats publikoval tento vztah, zndmy
jako Kovatsovy reten¢ni indexy. O rok pozdéji byl tento
vztah modifikovan pro homologni série FAME lisici se
stoupajicim stupném desaturace (James 1959). Reten¢ni
objemy byly nahrazeny adjustovanymi reten¢nimi ¢asy
(Ettre 1964) a pro programovany teplotni program elu¢-
nimi teplotami (Van den Dool a Kratz 1963). Teplotni
zavislost reten¢nich indext definovali Takécs se spolu-
pracovniky v roce 1972 (Takécs et al. 1972). Pro béznou
praxi je vyhodnéjsi pouzivat hodnoty ekvivalentni délky
fetézce (ECL) nez klasické Kovatsovy indexy (Miwa et
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al. 1960). Ty jsou za podminek teplotniho programu
vypocteny z rovnice:

ECL = (RT, - RT,)/(RT,,; - RT,) + n

kde index x prisludi sledované sloZce, indexy n
a n+i standardim (obvykle nasycenym homologiim
s rovnym fetézcem) eluovanym pred slozkou x a po ni.
Ekvivalentni délky fetézce pro FAME na rtiznych sta-
cionarnich fazich studovali Ackman a Hooper (1973),
Ackman et al. (1974), Sébédio a Ackman (1982). Pro
velké rutinni série, kde jednotlivé slozky jiz byly iden-
tifikovany, je vyhodnéjsi pouzivat parametr relativni
reten¢ni ¢as (RRT), vypoclteny jako prosty pomér
nekorigovanych retenénich ¢ast sledovanych slozek
a vnitfniho standardu. Integra¢ni software (SW) po-
skytuje automaticky vypocet RRT, je viak tfeba pocitat
s tim, Ze tento parametr se méni se starnutim kolony
a musi byt podle potteby aktualizovan. Nejmoderné;jsi
SW umoznuji velmi snadnou identifikaci stanovovanych
slozek superpozici chromatogramu méfeného a kontrol-
ntho vzorku, ktery je aktualizovan v kazdé mérené sérii.

2.4 Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza metodou GLC-FID je zaloZena
na vztahu mezi hmotou ,,efektivniho uhliku®a odezvou
detektoru. Efektivnim uhlikem pro FAME je minéna
hmotnost uhlikovych atomt v methylenovych skupi-
nach, ne v8ak uhliku v karboxylové skupiné. Kvantifi-
kace jednotlivych FA je zaloZena na srovnani ploch jejich
peakd, A, a ploch peaku vnitfniho standardu (IS), A;.
Jako IS je obvykle pouzivana FA s lichym poc¢tem atomt
uhliku, ktera neni pfitomna ve zkoumaném biologickém
vzorku. Pro analyzu FAME v krvi a dal$ich biologic-
kych vzorcich jsou to nejcéastéji kyseliny heptadekanova
(FA 17:0) (Eder et al. 1991, Eder et al. 1992, Bannon
et al. 1986, Muskiet et al. 1983, Ohta et al. 1990) a no-
nadekanovd (FA 19:0) (Beaumelle a Vial 1986, Taylor
et al. 1987, Sattler et al. 1996). Néktefi autofi pouzili
ke stanoveni polynenasycenych FA (PUFA) v krevnim
séru kyselinu dokosatrienovou (FA 22:3n-3) (Ohta et al.
1990, Liebich et al. 1991), Shantha a Ackman (1990) pro
analyzu rybich oleju kyselinu trikosanovou (FA 23:0)
a tetrakosenovou (FA 24:1n-9). S rostoucim rozdilem
CN vzrista i hodnota relativni standardni odchylky
(RSD), coz byva kompenzovano pouzitim nékolika IS
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(van der Steege et al. 1987, Eder et al. 1991). Platnost
hodnot teoretické relativni odezvy (RRE, Ackman a Si-
pos 1964) potvrdili Bannon se spolupracovniky (1986)
analyzou PUFA pred hydrogenaci a po ni a dale Eder se
spolupracovniky (1991) srovnanim rtznych injekénich
technik. V tabulce 2.1 jsou uvedeny teoretické hodnoty
RRF pro FAME CN 8-24, vypoctené jako pomér va-
hového procenta aktivnich atomt uhliku jednotlivych
slozek vztazenych ke 4 referenénim FAME (FA 17:0, FA
18:0, FA 19:0, FA 21:0).

Vysledky slozeni FA, ziskané méfenim na kapildr-
nich kolonéch, byly po dlouhou dobu vyjadfované jako
molarni procento jednotlivych slozek, které se prakticky
rovnalo procentu ploch jejich peaki. Pouze néktet{ au-
tofi vyjadrovali vysledky jako absolutni koncentrace
vztazené k definovanému objemu ¢i hmotnosti biolo-
gického vzorku (Ohta et al. 1990, Sattler et al. 1996)
podle vzorce:

Ci=C,.A/A;.RRF,,"

kde indexy i a is naleZeji stanovované slozce a vniti-
nimu standardu.

2.5 Priprava vzorku

2.5.1 lzolace celkového lipidu

Prvnim krokem ke stanoveni profilu FA v biologickém
materidlu je izolace lipidové slozky, nej¢astéji meto-
dou podle Folche, tj. smési chloroformu a methanolu
v poméru 2:1 (Folch et al. 1957). Modifikace této me-
tody zdménou chloroformu za vyrazné méné toxicky
dichlormethan (Carlson et al. 1985) poskytuje stejné
kvantitativni vytézky, je vSak Setrnéjsi vici laborator-
nimu personalu.

dodrzet pomér objemu vzorku a extrakéni smési tak, aby
se pti extrakei netvotily 2 faze - vodna a organicka (ob-
vykle 1:10-20). U krevntho séra a kapalnych biologic-
kych vzorki posta¢i cca 10minutové ttepani, po kterém
nésleduje filtrace precipitatu a rozdéleni fazi pfidanim
vody nebo solného roztoku. Lipidova slozka ztistava ve
spodni chloroformové vrstvé, kterd je po odebrani vy-
su$ena proudem dusiku za teploty do 50 °C, aby nedoslo
k rozkladu nebo tniku tékavych slozek. Pokud postaci
stanoveni profilu FA v celkovém lipidu, je vhodné pred
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Tab. 2.1 Teoretické relativni odezvy

N =C MW, MW, %C RRF,,* RRF,,* RRF,,* RRF,,*
8 0 144212 158,239 60,72 1182 1193 1,202 1,220
10 0 172,266 186,293 64,47 1113 1123 1133 1,149
12 0 200,320 214,346 67,24 1,067 1077 1,086 1,101
14 0 28373 242,400 69,37 1,035 1,044 1,053 1,068
14 1 206,357 240,384 69,95 1,026 1,035 1,044 1,059
16 0 256,427 270,454 71,06 1,010 1,019 1,028 1,042
16 1 254,411 268,438 71,59 1,003 1,012 1,020 1,034
17 0 270,454 284,480 7178 1,000 1,009 1,017 1,032
18 0 284,480 298,507 72,83 0,991 1,000 1,008 1,023
18 1 282,465 296,491 72,92 0,984 0993 1,001 1,016
18 2 280,49 294,476 73,42 0978 0,986 0,995 1,009
18 3 278433 292,460 73,92 0971 0,980 0,988 1,002
18 4 276,417 290,444 74,44 0,964 0973 0,981 0,995
19 0 298,507 312,534 73,02 0,983 0,992 1,000 1,014
2 0 312,534 326,561 73,56 0976 0,985 0993 1,007
2 1 310,518 324,545 74,02 0970 0979 0,987 1,001
2 2 308,502 322,529 74,48 0,964 0972 0,980 0,994
2 3 306,487 320,513 74,95 0,958 0,966 0974 0,988
2 4 304,471 318,498 75,42 0952 0,960 0,968 0,982
2 5 302,455 316,482 75,90 0,946 0,954 0,962 0976
21 0 326,561 340,588 74,06 0,969 0978 0,986 1,000
b)) 0 340,588 354,614 74,52 0,963 0972 0,980 0,994
p)) 1 338,572 352,599 74,94 0,958 0,966 0974 0,988
2 2 336,556 350,583 75,37 0952 0,961 0,969 0,983
n 3 334,540 348,567 75,81 0,947 0,955 0,963 0977
p)) 4 332,54 346,551 76,25 0,941 0,950 0,958 0971
n 5 330,509 344,535 76,70 0,936 0,944 0952 0,966
p)) 6 328,493 342,520 77,15 0,930 0,939 0,946 0,960
24 0 368,641 382,668 75,33 0953 0,961 0,969 0983
2 1 366,625 380,652 7573 0,948 0,956 0,964 0978

atomové hmotnosti: C= 12,0115, O = 15,9994, H = 1,0079
2hmotnostni procento aktivnich uhlikovych atomi (FAME)
b teoreticka relativni odezva: RRF, = %, /%C,
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rozdélenim fazi pfidat vnitfni standard. U pevnych bio-
logickych vzorki - tkani, bunéénych membrén, tuhych
potravin - je tfeba pouzit homogenizétor. U tkani, které
obsahuji pomérné mnoho vody, byla navrzena extrakce
lipidu smési chloroformu a methanolu v poméru 1:2
(Bligh a Dyer 1959). Tato smés byva nékdy slangové na-
zyvéna ,obraceny Folch® Homogenizaci je také mozné
provést pouze v methanolu - vzhledem k jeho neome-
zené misitelnosti s vodou je homogenizace snadnéjsi
a nemohou se vytvofit dvé faze. Chloroform ¢i dichlor-
methan jsou ptidany ke zhomogenizovanému vzorku
a dalsi postup je stejny jako u krevniho séra. Dosazené
vytézky jsou podle nasich zkusenosti rovnocenné.

2.5.2 Separace lipidovych trid

Pro medicinsky vyzkum obvykle byva stanoveni profilu

FA v celkovém lipidu nedostate¢né — metabolické zmény

mohou probihat v jednotlivych lipidovych ttidach od-

lisné a ve smési mohou byt nevyznamné. Pro separaci
lipidovych ttid - estert cholesterolu, triacylglycerolt

a fosfolipidii - mdme na vybér nékolik moznosti.
Tenkovrstevna chromatografie s fluorescen¢ni de-

tekci, vyuzivajici klasické tenké vrstvy silikagelu im-

pregnovaného detekénim ¢inidlem o vlnové délce 254

a 366 nm jako staciondrni faze, je vyhodnou separa¢ni

technikou vzhledem k nendro¢nosti na ptistrojové vy-

baveni. SloZeni mobilni faze zavisi na separovanych li-

pidech (Cartwright 1993):

e separace neutralnich lipidti (NL) s mobilni fazi hep-
tan-diethylether-kyselina octova (80:20:1), PL ztista-
vaji na startu; poradi eluce (klesajici Ry) je: WE, SE,
GEDE, TAG, FA, FS, DAG, MAG, PL,

e separace fosfolipidti s mobilni fazi chloroform-me-
thanol-kyselina octova, voda (60 : 50 : 1 : 4), NL se
pohybuji s ¢elem. Poradi eluce: NL, CL, PE, PI, PS,
PC, SM, LPL (lysoPL).

Zkratky nazvi jednotlivych lipidovych ttid jsou uve-
deny v tabulce 2.2.

Desky pro TLC mohou byt bud komer¢né vyrabéné,
nebo pfipravené laboratorné (ve druhém pripadé je
izolace lipidovych t¥id snadnéjsi). Komeréné vyrdbéné
desky mohou zapfi¢init rozklad nenasycenych mastnych
kyselin (Sowa a Subbaiah 2004), proto je vhodné jednot-
livé sorbenty otestovat pomoci syntetickych standardi.

Pii praci s tenkou vrstvou je tfeba mit na paméti, ze
je zde vzorek vystaven ve velké mife ptsobeni vzdus-
ného kysliku, coz vede k destrukci predev$im slozek
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Tab. 2.2 Zkratky ndzvd lipidovych ttid

L kardiolipin
DAG diacylglycerol
GEDE glyceryletherdiester
FA mastnd kyselina
FS volny sterol
LPC lysofosfatidylcholin
MAG monoacylglycerol
NL neutrdini lipidy
PC fosfatidylcholin
PE fosfatidylethanolamin
Pl fosfatidylinositol
PL fosfolipid
PS fosfatidylserin
SE sterolester
M sfingomyelin
TAG triacylglycerol
WE vosk (waxester)

s vice dvojnymi vazbami. Dobu tohoto ptisobeni je tfeba
omezit na minimum. Destrukce je tim vétsi, ¢im mensi
mnozstvi vzorku méme k dispozici.

Pti praci je tieba dodrzovat tyto zasady:

1. Zasadné nepracujeme, pokud teplota v laboratofi
presahne 25 °C. Vzorek nesmi byt vystaven ptisoben{
denniho svétla (UV slozka urychli rozpad dvojnych
vazeb); pracujeme v zatemnéné mistnosti pti umé-
1ém osvétleni.

2. Pracujeme pouze v mensich sériich.

3. Pred nanasenim natedime vSechny vzorky, které bu-
dou zpracovany.

4. Na jednu desku naneseme 2 extrakty z 0,8-1 ml
plazmy, nebo 3 extrakty z 0,5-0,7 ml.

5. Do vany ddme vyvijet pouze 2 desky soucasné. Pfi
zpracovani vétsi série vzorkt pracujeme s vice vyvi-
jecimi vanami a vhodnym ¢asovym odstupem.

6. Desky po vyvinuti sudime nejlépe ve vakuové su-
$arné; pokud neni k dispozici, nechdme vysusit
v uzavtené digestori.

7. Pokud je tieba UV lampu zhavit, izolujeme ji ne-
prithlednym materidlem. Osvit desky UV svétlem je
tfeba omezit na nejkrat$i moznou dobu.

8. Po obkresleni skvrn zpracovaviame opét pouze ma-
terial ze 2 desek, zbylé ponechdme ve vakuu.
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Jako alternativa k TLC slouzi sloupcova chromato-
grafie, kde jednotlivé lipidové tfidy musime postupné
eluovat pomoci charakteristickych smési rozpoustédel
a vody, s ptimési kyselé nebo alkalické slozky (Ingalls
et al. 1993). Tyto elu¢ni faze jsou pfedem otestovany,
pti zpracovani konkrétnich vzorki v8ak chybi vizudlni
kontrola eluatu.

Dalsi mozZnosti je extrakce z pevné faze (solid phase
extraction, SPE) pomoci specidlnich separa¢nich kolonek,
ze kterych je kazda lipidovd t¥ida eluovana vlastnim elu¢-
nim ¢inidlem, které se protla¢i kolonkou pomoci injekéni
stiikacky (Firl et al. 2013). Stejné jako u sloupcové chro-
matografie i zde chybi vizudlni kontrola eluovanych frakei.

O chromatografii je zndmo, Ze je to metoda kompro-
misu: uréitd vyhoda v nékteré ¢asti celého procesu byva
obvykle kompenzovana nevyhodou v jiné ¢asti (napt.
zlepSené déleni jednotlivych slozek za cenu prodlouzeni
doby analyzy). Zde je u tenkovrstevné chromatografie
sloZitéjsi aplikace vzorku na tenkou vrstvu a pracnéjsi
separace jednotlivych lipidovych tfid, ale moznost
transmethylace izolovanych lipida s materidlem vrstvy
(Segura 1988, Sattler et al. 1996) tuto pracnost kompen-
zuje. Pti eluci jednotlivych lipidovych ttid sloupcovou
chromatografif nebo pomoci SPE se vzorek nanasi in-
jekéni stiikackou na kolonu a déle se jednotlivé frakce
eluuji systémem elu¢nich smési se stoupajici polaritou,
postupné nandsenych na kolonu. Pro polarni lipidy je
tfeba zvySovat polaritu elu¢niho ¢inidla pfiddnim vody
a kyselé nebo zasadité slozky, coz vede k urc¢itému riziku
rozkladu na lyzo-formu a mastnou kyselinu (Tichelaar
et al. 1989) a dale k nutnosti lipidovou tfidu z eludtu
extrahovat do rozpoustédla nemisitelného s vodou
(napt. dichlormethan).

Dalsi, méné ¢astou moznosti je separace lipidovych
ttid za soucasné kvantifikace vysokouc¢innou kapalino-
vou chromatografii. Pro dalsi zpracovani nelze lipidy
derivatizovat pro UV-Vis detektor, nejlépe se hodi eva-
poracni detektor rozptylu svétla na pevnych &asticich
(ELSD, evaporative light-scattering detector). Tento

detektor je sice destruktivni, ale je opatfen specidlnim
délicem, ktery privadi malou ¢ast vzorku (cca 10 %) do
detektoru a vétsi ¢ast do sbérace frakci (Beermann et al.
2003); potom je vzorek zpracovan obdobné jako vyse
uvedenymi metodami sloupcové chromatografie a ex-
trakce na pevné fazi.

Pfiprava methylesterii

Methylestery k analyze ptipravujeme reakci s methano-
lem za kyselé nebo alkalické katalyzy (Christie 1993, Liu
1994, Wang et al. 2000, Drechsel et al. 2003).

Za kyselé katalyzy probihd reakce podle schématu
na obr. 2.1. R! v obrazku je uhlikovy fetézec mastné
kyseliny, R? pak alkoholickd slozka lipidu (napt. cho-
lesterol). Pritomnost i malého mnozstvi vody v reakéni
smési reakei inhibuje (dochdzi k hydrolyze na volnou
kyselinu a pfislusny alkohol, efekt se zvy$uje s klesaji-
cim mnozstvim lipidu). Nejéastéji vyuzivanym ¢inidlem
je bezvody methanol syceny plynnym chlorovodikem
(5 % w/v) nebo 10% roztok acetylchloridu v bezvodém
methanolu. Reakce probihd za zvy$ené teploty v tésné
uzavienych zkumavkach, ¢as a teplota se fidi charak-
terem lipidu. Pro esterifikaci volnych kyselin postaci
vyrazné kratsi doba nez pro transesterifikaci. Obecné je
vyhodnéjsi kombinace delsi doby a nizsi teploty, ktera je
$etrnéjsi vici vysoce nenasycenym kyselindm.

Alternaci k roztoku HCI ¢&i acetylchloridu je roztok
koncentrované kyseliny sirové v bezvodém methanolu
(1-2% v/v). Je obzvlasté vyhodny pro esterifikaci vol-
nych kyselin (kyselina sirova vaze vznikajici vodu, re-
akce muze probihat za laboratorni teploty).

Dalsi alternaci je pouziti roztoku fluoridu boritého
v bezvodém methanolu (12-14 % w/v); nevyhodou je
mensi stabilita ¢inidla (moZnost tvorby artefakti) a ri-
ziko rozkladu polynenasycenych kyselin - reakce pro-
biha za vysoké teploty (Christie 1993).

Za alkalické katalyzy probiha reakce podle schématu
na obr. 2.2. Také v obrazku 2.2. je R uhlikovy fetézec
mastné kyseliny a R? alkoholické slozka lipidu. Reakce

(6] + (0]
R1 + /OH - R‘l / + 2/OH
2 H3C R
O—R O——CH,
(0] + (e}
R1 + /OH - - R1 + /OH
O—H O—CH;,

0br. 2.1 Kysela katalyza tvorby methylesterdi
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0 H,C

1
R—< + CH
) HiC™

O0—R
Obr.2.2 Alkalickd katalyza tvorby methylesterd

probiha rychleji a za nizsich teplot nez za kyselé katalyzy,
nelze v§ak methylovat volné mastné kyseliny. Ty vznikaji
za pritomnosti vody v reakéni smési; reakce je irever-
zibilni, proto je tieba pracovat v bezvodém prostiedi.

Za nejvyhodnéjsi podle nasich zku$enosti povazu-
jeme transmethylaci bezvodym methanolatem sodnym
za piitomnosti silikagelu z izolované tenké vrstvy. Me-
thanolat pfipravime snadno rozpusténim ¢istého sodiku
v bezvodém methanolu a skladujeme v lednici po dobu
nékolika mésicti. U fosfolipidu a triacylglycerold probiha
reakce za laboratorni teploty po dobu 60 minut, u esterti
cholesterolu za zvysené teploty (80 °C po dobu 20 mi-
nut). Pokud by methanolat obsahoval stopovd mnozstvi
vody, dojde k netiplné reakci a vedle methylesterii jsou
ve vzorku i volné mastné kyseliny. K tomu dochazi ve
vét$i mife u estert cholesterolu, a proto je vhodné po
reakci s methanolatem ptidat ke vzorku koncentrova-
nou kyselinu sirovou, ktera katalyzuje esterifikaci vol-
nych kyselin a navic véze vodu, jez pti reakci vznika.
Transmethylace za kyselé katalyzy probiha delsi dobu
za vysoké teploty (> 100 °C), a zvySuje se tak riziko roz-
kladu vysoce nenasycenych slozek. Lze ji rovnéz provést
po predchozi separaci TLC bez izolace z materidlu vrstvy
(Segura 1988, Sattler et al. 1996). Kysela katalyza je nutna
pro transesterifikaci plazmalogenové formy fosfolipidii,
protoZe v alkalickém prosttedi nejsou uvolnény aldehy-
dické slozky (Christie 1993).

Po extrakci methylesterii z reakéni smési do uhlovo-
diku (hexan) vzorky skladujeme do analyzy GLC v ma-
1ém mnozstvi uhlovodiku (heptan, isooktan), kde jsou
stabilnéj$i nez v suchém stavu.

Zavérem je tfeba zdtiraznit, ze v celém procesu prace
s lipidy je tteba se vyvarovat ptisobeni pfimého denniho
svétla (pracujeme v zatemnéné mistnosti za umélého
osvétleni). Nejvétsimu riziku je vystaven material pfi
naneseni na tenkou vrstvu, kdy je velmi malé mnozstvi
lipidu rozprostieno na velkém povrchu, a proto nejna-
chylngjsi k rozkladu zvlasté vysoce nenasycenych slozek.

Zavér
Chromatografie je vidy metodou kompromisu, a proto
i popsand technika stanoveni FAME metodou GLC-FID
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(6]
R% + 2/0H
R
(6]

ma své vyhody i nevyhody. Plamenoioniza¢ni detektor
reaguje na pritomnost kazdé organické latky ve vzorku,
a proto je tfeba ovéfit ¢istotu kazdého rozpoustédla
i vody porovnanim zdznamu jednotlivych latek se za-
znamem smési standardu stanovovanych FAME; nejdu-
leZitéjsi je vyloucit takovou chemikalii, kde pfitomnost
necistoty se stejnym ¢i blizkym elu¢nim ¢asem jako
u minoritni slozky profilu FAME muiZe vyznamné zkres-
lit vysledek stanoveni. Vyhodou oproti metodé GC-MS,
u které tento problém neni, je vyrazné niz$i porizovaci
cena aparatury i mensi naklady na jeji udrzbu.

Pro skladovani vzorku plati, Ze stabilita nenasyce-
nych FA klesa v tomto poradi: biologicky vzorek - izo-
lovany celkovy lipid - izolovanad lipidova tfida — me-
thylester FA.

Dale je tfeba zdtraznit, Ze v celém procesu prace
s lipidy je tteba se vyvarovat pasobeni ptimého den-
niho svétla. Nejvétsimu riziku je vystaven material pti
naneseni na tenkou vrstvu, kdy je velmi malé mnozstvi
lipidu rozprostfeno na velkém povrchu, a proto nejna-
chylnéjsi k rozkladu zvlasté vysoce nenasycenych slozek.
Neméné dulezitd je i teplota laboratore — pokud se blizi
25 °C, nelze se vzorky pracovat, naopak teplota vyrazné
pod 20 °C zhorsuje déleni jednotlivych lipidovych tiid
na tenké vrstvé. Spodni limit teploty je vhodné ovérit
experimentdlné.

Kvantitativni vyhodnoceni byva vét§inou vyjadreno
jako relativni zastoupeni definovaného souboru meta-
bolicky relevantnich mastnych kyselin. Pro absolutni
kvantifikaci je nejpresnéjsi vnitfni standard tvoreny
véemi lipidovymi tfidami s exogenni mastnou kyseli-
nou - s lichym po¢tem atomu uhliku (17, 19, 21) a jed-
nou dvojnou vazbou - napt. kyselina heptadekanova
(FA 17:0) je ve vétsiné biologickych vzorkt obsaZzena.
Kyselinu je tfeba volit tak, aby ve vysledném profilu
netvorila kriticky par s nékterou ze stanovovanych slo-
zek. Vnitfni standard se pridava k biologickému vzorku
pted extrakei celkového lipidu. Alternativné lze zvolit
vnéjsi standard ve formé lipidové tridy, ktery se pridava
ke vzorku separovanému z tenké vrstvy. Pokud se roz-
hodneme pro vnitfni standard s nasycenou kyselinou, je
treba si uvédomit, Ze monoacidicky triacylglycerol ma
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jinou pohyblivost na tenké vrstvé nez biologickd smés
s prevazujicim obsahem kyselin nenasycenych.

Zavérem lze Fict, Ze sen vétsiny analytikd - vloZit
biologicky vzorek do pristroje a obdrzet detailni sloZeni
viech slozek - je zatim hudbou vzdélené budoucnosti.
Pfejeme svym nasledovnikim, aby se na postupné rea-
lizaci tohoto snu mohli aktivné podilet.

K zapamatovani:

— V celém procesu prdce s lipidy je tieba se vyvarovat plisobeni
pfimého denniho svétla.

— Nejvétsimu riziku je materidl vystaven pfi naneseni na tenkou
vrstvu, kdy je velmi malé mnozstvi lipidu rozprostreno na velkém
povrchu, a proto nejnachylnéjsi k rozkladu zvlasté vysoce nena-
sycenych slozek.

— Kvantitativni vyhodnoceni Ize vyjadiit bud'relativnim zastoupe-
nim metabolicky relevantnich mastnych kyselin, nebo absolutni
kvantifikaci pomoci vnitfniho i vnéjsiho standardu.
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