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Abstract

Epinephrine is a well known a stress hormone of mammals. The adipokinetic
hormone (AKH) has the same function in insects. AKH is a peptidic hormone; one
species of insect possesses one or more types of AKH. Basically, AKH is responsible
for the release of diacylglycerols (DGs) from body fat. Our experimental animal is a
common model organism: a locust (Locusta migratoria). This insect synthesizes three
AKH types: AKH 1, II and III. They differ in the amino acid order in the peptide, but

they each have a very similar influence on the organism.

I recently used a routine sulfovaniline method for unsaturated fatty acids (FA),
This determination only quantitatively estimates the sum of the double bounds in fatty
acids. Our proposed method, the perspective GC/FID (Gas Chromatography with Flame
Ionization Detector), is very revolutionary in as much as it is able to determine the

particular fatty acid of the species and also the relative ratio.

The aim of this study is to find a proper sample preparation method for the
GC/FID technique and to investigate the influence of particular AKH to the locust

organism and to statistically prove the differences in AKH influences.

A locust haemolymph was subjected to a very usual sample extraction by Folch
and a routine SPE (solid phase extraction) method. An easy and rapid derivatization by
sodium methanolate was the next step in the sample preparation followed by the
GC/FID measurement. The acquired data were computed by means of the PCA
(principal component analyses). We gained a well-arranged graphical output confirming
our thesis that each AKH species has a different influence on the FA composition in

locust heamolymph; the AKH II had the greatest influence.
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UVOoD

Stejn¢ tak jako adrenalin pro savce, je pro hmyz stresovym hormonem
adipokineticky hormon (AKH). U druhu Locusta migratoria byly objeveny 3 druhy
AKH — Locmi AKH 1, -II, -III. Je znamo, Ze se lisi v sile svého ptisobeni. Doposud vsak
byla k detekci diacylglycerolti v hemolymf€ pouzivéna sulfovanilinova metoda, ktera
poskytovala pouze kvantitativni nikoli kvalitativni data o zastoupeni piitomnych
mastnych kyselin. Pomoci nami aplikované techniky plynové chromatografie (GC) lze

zmapovat zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin po aplikaci riznych AKH.

Cilem této prace je zvladnout metodiku GC/FID (flame ionization detector) a
piipravu vzorkl pro techniku GC/FID a GC/MS (mass spectrometry). Vysledkem by
mélo byt zjiSténi zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorku hemolymfy
saranCete st¢hovavého (Locusta migratoria) pted a po aplikaci riznych druht

adipokinetického hormonu. Tato data budou pouzita do mezinarodni publikace.

Da se predpokladat, ze zastoupeni mastnych kyselin v hemolymf¢ sarancete se
bude po aplikaci rtiznych druhit AKH lisit. Vysledek napomize k zakladnimu
pochopeni metabolismu lipidti u hmyzu a potazmo i u lidi. Hmyz se v posledni dob¢
stavéa vynikajicim modelem pro genetické, imunologické a také fyziologické studie, a to

kvtli jeho lehké dostupnosti a kratké generacni dobé.

Plynova chromatografie je analytickd metoda, kterd v soucasné dobé& nabizi
celou fadu analyz raznych metabolicky dulezitych latek. Soucasti metodiky je piiprava
samotného vzorku vhodného pro techniku GC. Obvykle se jedna o piipravu

methylesterti mastnych kyselin pomoci transesterifika¢ni reakce.

GC analyza mastnych kyselin dokéze poskytnout informace o velmi diilezitych
biomarkrech kardiovaskularnich nebo jinych zavaznych chronickych onemocnéni. Jeji

praktické vyuziti je tedy v mediciné zjevné.



1. SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY
1.1 Chromatografie a hmotnostni spektrometrie
1.1.1 Uvod do chromatografie

Chromatografie patii mezi nejrozsifenéjsi analytické délici metody poskytujici
kvalitativni a kvantitativni informaci o jednotlivych slozkdch smési. Slouzi
k identifikaci, separaci a stanoveni velkého mnozstvi jak organickych tak
anorganickych latek. Za objevitele sloupcové chromatografie je pokladan rusky botanik
M. S. Cvet (Tswett), ktery v roce 1903 zvetejnil praci o separaci listovych barviv na
sloupci sorbentu. V roce 1952 ziskali Nobelovu cenu za objev rozdélovaci papirové
chromatografie brit$ti chemici A. J. P. Martin a R. L. M. Synge. Plvodni
chromatografie na sloupci, na papife, na tenké vrstvé, byla pro fadu nedostatkli a malou
ucinnost odsunuta na pokraj zajmu. Teprve s rozvojem vysoce ucinnych sorbentii jako
naplni kolon, citlivych detektori a dokonalejsich davkovacich zafizeni je mozno
analyzovat latky obsazené v Sirokém koncentracnim rozmezi v nejriznéjsich ptirodnich

i technickych smé&sich. % 101332

1.1.2 Zakladni pojmy

Chromatograficka separace vyuziva déleni slozek mezi dvéma fazemi, z nichz
jedna je stacionarni a druhd je mobilni. Rozd€lovaci proces probihd kontinudlné
v rozptylené stacionarni (nepohyblivé) fazi, kterou mohou byt castecky tuhé faze, film
kapaliny na vnitini stran¢ kapilary nebo tenka vrstvicka kapaliny nanesena na pevnych
casticich. Pro jakoukoli formu staciondrni faze se uziva oznaceni sorbent. Zminény
proces probihd za neustdlého prutoku mobilni (pohyblivé) faze, kterou je plyn nebo

kapalina, pfes sorbentem naplnénou kolonu. %'



1.1.3 Rozdéleni chromatografickych metod

Rozttidéni chromatografickych metod neni zcela jednozna¢né, protoze se n¢kdy

pfi separaci uplatiiuji souasn¢ dva mechanismy. Dé€leni v tabulce €. 1 je zalozeno na

, g e (9,15
druhu skupenstvi mobilni a stacionarni faze. ©* '

Tab. 1.1
Faz.e , lTaze; , Separ:iucnl Metoda Symbol
mobilni stacionarni mechanismus
. o plynova rozdélovaci
plyn kapalina rozdelovani e GLC
1z plynova adsorp¢ni
plyn tuha latka adsorpce chromatografie GSC
kapalina kapalina rozdelovani ORI e LLC
chromatografie
) . o gelova permeacni
kapalina kapalina sitovy efekt chromatografic GPC
kapalina tuh4 latka adsorpce LRI o LSC
chromatografie
' s . iontové vyménna
kapalina tuha latka chemisorpce chromatografie IEC

1.1.4 Princip chromatografické separace

Pii chromatografickém procesu dochazi k opakovanému transportu molekul
slozek z jedné faze do druhé. Cim déle setrva separovana latka v kolong, tim delsi je
hodnota reten¢niho (elu¢niho) casu. Tato doba zavisi na Cetnosti a velikosti interakci a

urcuje poradi, ve kterém latky kolonu opousti.

Pfi nastfiku smési napt. dvojice latek do kolony se nejprve utvoii jedna zona.
Ptes kolonu naplnénou sorbentem postupuje mobilni faze, kterd unasi vzorek ke konci
kolony, pficemz slozka 1 postupuje pomaleji nez slozka 2, fikame tedy, ze je slozka 1
oproti slozce 2 vice retardovana nebo také, ze slozka 1 ma vyssi afinitu ke stacionarni

tazi a proto tato slozka vychazi z kolony pozdéji, tudiz ma delSi retencni cas. Tento




ptiklad je zobrazen na obrazku ¢. 1.1. Znamena to, ze kazda slozka smési ma svou
rychlost. Po vystupu latky zkolony do detektoru je zaznamenan tzv. elucéni pik.
V naSem piipad¢ jsou zaznamenany dva odd€lené piky tvorici chromatograficky

zdznam — chromatogram (obr. 1.2).
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Obr. 1.1: Chromatograficka separace vzorku o dvou slozkach. ©
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Obr. 1.2: Chromatogram separace dvou latek a nesorbujiciho se inertu.

V' — objem, Y — Sitka elu¢ni kiivky, / — inertni nesorbujici se slozka, Vy — mrtvy

objem, Vg — elucni objem, V" - redukovany elucni objem.



Separace smési dvou latek se da ovlivnit dvéma zplsoby, méa dva aspekty —
termodynamicky a kineticky. ZvétSeni rozdilu retencnich Cast slozek se da dosahnout
upravenim separacnich podminek tak, abychom ovlivnili velikost interakce mezi
sorbentem a slozkou (termodynamicky aspekt). V ptipadé, ze chceme ovlivnit Sitku
piki a tim oddélit slozky s blizkymi hodnotami retenénich Cast, musi byt piky
dostate¢né uzké, aby nedochazelo k jejich prekryvu. Jednd se o vliv pratoku mobilni

faze a vliv difuze slozek v obou fazich (kineticky aspekt). ¢

1.1.5 Zakladni definice

K popisu distribuce slozek mezi mobilni a staciondrni fazi slouzi distribuéni
konstanta Kp. Ta vyjadiuje stav chromatografického systému, ktery je stale velmi blizky

rovnovaze:

_ (ca)s _ (ma)s Vn
(cA)m (ma)m Vs

Kp €y

kde 7}, je objem mobilni faze, Vs je objem stacionarni faze, (na)m a (n4)s jsou latkova

mnozstvi slozky A ve f4zi mobilni a stacionarni.

Trvalé termodynamické rovnovahy neni dosazeno v dusledku stalého pohybu
mobilni faze, ktery zaroven posouvd molekuly k dalsi ¢asti stacionarni faze a tam se
stav systému opét znovu pfiblizi rovnovdznému. Interakce slozek a fazi tak udéava

rychlost migrace jednotlivych slozek a tim jejich rozdéleni.

Charakteristickou veli¢inou v chromatografii je retencni Cas fr, kterému ptislusi
urcity retencni objem Fr. Retenéni objem je objem mobilni faze protekly od nastiiku
vzorku po maximum elu¢ni kiivky, obdobou je reten¢ni Cas. Dané veli¢iny spolu

souviseji vztahem:

VR=1tr * bn ; Vm=Fy - tm= W 2)

10



kde Fy je objemova rychlost, kterou protéka mobilni faze kolonou a mé rozmér napft.
[ml - s™']. K pojmu retenéniho objemu zavedeme pojem mrtvy retenéni objem Vi, coZ je
retenéni objem slozky, kterd se pohybuje stejnou rychlosti jako mobilni faze

(nesorbujici se inertni slozka). Mrtvému objemu piislusi mrtvy retencni cas ty.

Mobilni faze protéka kolonou s objemovou rychlosti (objemovym prutokem) a

také s linearni rychlosti u, kterd méa rozmér [cm - s™']. Pro linearni rychlost plati:

u= L 3
tm

kde L je délka kolony [cm] a #y je mrtvy retencni ¢as. Pro libovolnou slozku A, ktera se

pohybuje kolonou s linedrni rychlosti plati:

L
Uy = — 4)
t,

Pravdépodobnost vyskytu slozky A v mobilni fazi vyjadiuje retardacni faktor Ry
(relativni retence), jedna se o pomér linearnich rychlosti %A a uzivad se predevSim

v tenkovrstvé chromatografii.

up (Ma)m _la
Re= o = (M)m + (na)s 1 ©)

2

Casto pouzivanou retencni velic¢inou je kapacitni pomér (kapacitni faktor). Jedna se o

bezrozmérnou veliCinu stanovitelnou na zakladé mrtvého objemu V.

(nA)s
(nA)m

=k=Kp - % (6)
|/ Vm Vm

Ze vztahu (6) je patrné, jak lze kapacitni pomér vypocitat. Redukovany reten¢ni

objem Vi je rozdil retenéniho objemu a mrtvého retenéniho objemu. €'

11



1.1.6 Plynova chromatografie (gas chromatography - GC)

GC je jednou z nejvyznamngjSich analytickych instrumentalnich metod. Mezi
jeji charakteristiky patii jednoduchost, citlivost a vysoka separacni u¢innost. Vyuziva se
k identifikaci a stanoveni nejen plynt, ale 1 latek, které¢ lze definovanym zplisobem
pievést v pary. Podle druhu stacionarni faze délime GC na GLC (Gas-Liquid
Chromatography), kde je stacionarni fazi kapalina zakotvena na nosi¢i a GSC (Gas-
Solid Chromatography), kde je touto fazi tuha latka. Neni velky rozdil v pracovnim
postupu ani konstrukci zafizeni, ale v principu dé€leni. V piipadé¢ GSC se latky déli na
zéklad¢ rozdilné adsorpcni schopnosti jednotlivych slozek smési ¢i sitovém efektu a u
GLC je principem rozd¢lovani latek mezi nosnym plynem a kapalinou zakotvenou na

inertnim nosic¢i, & '>3%

1.1.6.1 Aparatura a pracovni postup

Plynovy chromatograf se skladd z nckolika zakladnich c¢asti (viz. obr. 1.3).
Zdrojem nosného plynu byva nejcastéji tlakova nadoba spojena se zatizenim na Cisténi
plynu, regulaci a méfeni tlaku. Nasleduje zatfizeni pro davkovani vzorku, které jej
vpravi do proudu nosného plynu a pokracuje s nim do kolony. Z kolony pokracuje
rozdelend smés do detektoru, poté nasleduje vyhodnocovaci zatizeni. Dillezitou soucasti
chromatografu je termostat potfebny k udrzeni ptesné teploty davkovace, kolony a

detektoru. @ 1%:3%

12
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Obr. 1.3: Blokové schéma plynového chromatografu. %

1.1.6.2 Zdroj, cisténi a regulace nosného plynu

Obvykle je zdrojem nosného plynu ocelova tlakova lahev s redukénim ventilem
plnéné napt. dusikem, vodikem, heliem, argonem nebo oxidem uhli¢itym. Nosny plyn
musi byt vhodny pro pouzity detektor. K ¢isténi plynu se vyuziva reakce se specialnimi
katalyzatory a k suseni plynu molekulové sita. Ta zachycuji nejen vodni pary, ale také
necistoty kyselé povahy. Konstantni pratokové rychlosti nosného plynu je dosahovano
jehlovymi ventily. Tlak plynu v kolon¢ je ovliviiovan pratokovou rychlosti plynu,

primérem, naplni a délkou kolony. - '%3?

1.1.6.3 Zarizeni pro davkovani vzorku

Mezi podminky, které by méla splitovat davkovaci zatizeni, patii: rychly prevod
kapalnych a pevnych vzorki v plynné (v malém objemu). Vzorek musi zachovat béhem
pfevodu stejné kvalitativni 1 kvantitativni vlastnosti. Injektor by nemél piisobit tlakové
razy a meél by zajiStovat vysokou reprodukovatelnost metody. Toto zafizeni je
konstruovano jako nastiikovd komirka opatfena gumovym septem, které je

propichovano injekéni mikrostiikackou (pro kapalné vzorky). V této komdtrce je

13



dostate¢né vysoka teplota k okamzitému odpateni vzorku (asi o 50° C vyssi nez je bod
varu analyzované latky) a je neustale proplachovana nosnym plynem. Dnes se pied

injektory zafazuji automatické davkovade (autosamplery). - %3

1.1.6.4 Separacni kolony

Uspé$nost analyzy zavisi, mimo jiné, na spravném vybdru kolony. V GC se
pouzivaji dva zékladni typy kolon: népliiové a kapilarni. Kapilarni kolony se vyrab¢ji ze
syntetického taveného kifemene a jsou potazeny polyimidovym obalem (zvySuje
pruznost). Stacionarni faze je tvofena tenkym filmem na vnitinim povrchu kolony.
Jejich délka se pohybuje mezi 20 — 200 m a jejich vnitini pramér je 0,1 — 0,3 mm.
Néplnové kolony obsahuji adsorbent — silikagel, aktivni uhli, molekulova sita (GSC)
nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou fazi (GLC). Nejrozsifenéjsimi nosi¢i v GC jsou
kiemeliny (mechanicky pevné, inertni vii¢i vzorku a stacionarni fazi, tepeln¢ stabilni).
Tyto kolony jsou proti kapilarnim kratsi, dosahuji délky desitek centimetr az nékolika
metrt a jejich vnitini primér je 3 — 8 mm. Napliové kolony jsou vhodné&jsi ke
kvantitativnimu stanoveni (maji vets$i sorpcni kapacitu, ale mensi délici schopnost) a
kapilarni kolony se lépe hodi ke kvalitativni analyze (k separaci slozitych smési).
Dals§im rozdilem téchto kolon je zptsob vyroby, kapilarni kolony jsou na rozdil od
naplnovych témer vyhradné dodavany specializovanymi chemickymi firmami. Naopak
pouzitd stacionarni faze byva Casto shodnd. Volbé stacionarni faze je tfeba vénovat
znacnou pozornost. Z obecného pravidla ,,podobné se rozpousti v podobném* mizeme
odvodit, ze stacionarni faze by méla mit podobnou chemickou strukturu - polaritu jako

délené latky. 1532

1.1.6.5 Termostatovani

V GC hraje velmi diilezitou roli hodnota a stabilita teploty. Pro pfesnost méieni

je nezbytné udrzovani konstantniho teplotniho rezimu néstfiku, kolony, detektoru a
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regulatoru tlaku. Tyto ¢asti Casto vyzaduji riizné teploty, protoze jejich rozdilna teplota
ovlivituje analyzu. S rostouci teplotou kolony roste rychlost analyzy, ale klesa kvalita

9, 15,32
separace.(’ »32)

1.1.6.6 Detektory

vvvvvv

k vyhodnoceni analyzy. Vysledkem je chromatogram, ktery ptedstavuje zavislost
signalu detektoru na Case resp. mnozstvi plynu proslého kolonou. K nejcastéji uzivanym
patii: tepelné¢ vodivostni detektor — katarometr (TDC), plamenové ionizacni detektor
(FID), detektor elektronového zachytu (ECD) a velmi vyznamnou aplikaci je pouziti
hmotnostniho spektrometru (MS) jako detektoru k identifikaci latek rozdélenych
chromatografii. Podle starSi klasifikace se uvedené typy detektorti fadi do skupiny
diferencialnich, jejichz vysledny zdznam se skldda ze série pikti podobnych Gaussové
ktivce. Dle jiné klasifikace je mizeme d¢lit na destruktivni — ve kterych dochazi

k ireverzibilnim zm&nam slozky (pt. FID) a nedestruktivni (pf. TDC). ©-1>-3%

1.1.6.6.1 Plamenovy ionizac¢ni detektor (flame ionization detector — FID)

FID patii k nejpouzivanéj§im detektorim v GC. Na obrazku ¢. 1.4 je uvedeno
jednoduché schéma. U tohoto detektoru je nosny plyn z chromatografické kolony
piivadén do kysliko-vodikového plamene, ktery je realizovany miniaturnim hotfackem
v centru detektoru. V plameni probihaji dulezité chemionizaéni reakce, které vedou ke
vzniku iontl. Ionty a molekulové fragmenty vznikaji spalenim eluovanych slozek
vzorku a tim se méni ioniza¢ni proud prochdzejici mezi hofackem (zéporna elektroda) a
kladnou elektrodou. V tom spociva princip FID. Konstrukce detektoru se muze lisit a to
ma vliv na velikost odezvy. Neni to ovSem univerzalni detektor, odezvu déavaji témét

vSechny organické latky (pfedevS§im uhlovodiky), ale odezvu neddva vétSina
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anorganickych plynt a par. Odezva detektoru je Casto mensi u latek obsahujici kyslik,

dusik, siru nebo halogen. @ '*-3%

— ::..
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Obr. 1.4: Schéma plamenového ioniza¢niho detektoru. !>

1.1.7 Vnitini standardizace

Tato metoda eliminuje vliv zmén pracovnich podminek, protoze témito zménami
je ovlivnéna jak stanovovana latka, tak vnitini standard. Vnitiniho standardu se pfidava
ke vzorku zndmé mnozstvi. S takto vzniklou smési provedeme néstiik a vyhodnotime
dané plochy. Vnitini standard musi spliiovat nésledujici podminky: musi se eluovat
v blizkosti stanovované latky, musi mit koncentraci blizkou koncentraci stanovované

latky, nesmi byt pfitomen v ptivodnim vzorku a nesmi reagovat se slozkami vzorku. © 2)
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1.1.8 Derivatizace

Derivatizace slouzi ke zlepSeni nebo dokonce umoznéni analyzy. Jednd se o
zavedeni urcitych atomi ¢i funkénich skupin do molekuly analyzované latky a tim jeji
pievedeni na latku s odliSnymi vlastnostmi. Zménou chemické struktury mizeme docilit
zvyseni citlivosti a selektivity a tedy usnadnéni identifikace tady latek. V plynové
chromatografii se derivatizace provadi zn¢kolika diivodd. PredevSim ke zvySeni
tékavosti stanovovanych latek (mnoho organickych latek se obtizn¢ prevadi do
plynného stavu), k zamezeni sorpce, ke zlepseni selektivity, zvySeni citlivosti a sniZzeni

meze detekce.

V plynové chromatografii mastnych kyselin je nejobvyklejsi derivatiza¢ni reakei
esterifikace. Estery patfi k latkdm s dobrymi chromatografickymi vlastnostmi (jsou
tekavejsi nez jim odpovidajici kyseliny, netvoii vodikové miustky, nedimerizuji ani
nedisociuji). Nejvice tékavé a nejcCastéji pripravované jsou methylestery mastnych

kyselin (FAME). ¥

1.1.9 Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry - MS) ve spojeni s kolonovymi

separacemi

MS je fyzikdlné chemicka metoda, ktera ma velmi dobrou vypovidaci schopnost
o struktufe latek. Spojeni chromatografie a MS vyrazné zlepSuje selektivitu a
identifikaci 1 slozitych smési. Hmotnostni spektrometr v tomto spojeni zastava funkci
detektoru a umoznuje také identifikaci latek s vyuzitim jejich hmotnostniho spektra.
Kombinované systémy chromatografie shmotnostnim spektrometrem (GC/MS,
LC/MS) jsou cenové prijatelné a v oblasti chemické analyzy maji Siroké uplatnéni

(pfedevsim stopova analyza organickych latek).

Princip metody spociva v ionizaci molekul. Odstépenim valencnich elektronti

vznikaji ionty a dal$im St€penim fragmenty. Tyto ¢astice se poté déli podle své efektivni
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hmotnosti m/z (m je hmotnost ionu, z je jeho ndboj) a vstupuji do detektoru, kde jsou

registrovany. Vysledkem je hmotnostni spektrum. @2

1.1.9.1 Instrumentace

Pfes zna¢nou rozmanitost v konstrukei ur¢ujeme tii hlavni ¢asti spektrometru:
iontovy zdroj, analyzator a detektor. Kromé téchto Casti je zapotiebi davkovaci zatizeni,

i x .y . i (9,26
pocitac a vakuovy Cerpaci systém. ©.26)

1.1.9.2 lontovy zdroj

Hmotnostni spektrometr poddvéa informaci pouze o ¢asticich nesoucich naboj,
proto je jeho nezbytnou soucasti iontovy zdroj. Ten pfevadi analyzovanou latku do
ionizované¢ho stavu a tak vznikaji kladné ¢i zaporn€ nabité molekularni ionty a
fragmenty. Druh pouzitého iontového zdroje udava aplikovatelnost metody. Podle
mnozstvi dodané energie délime ionizaci na mékkou a tvrdou (energie je jiz dostatecna
ke zna¢né fragmentaci primarniho iontu). V GC se ionizuje plynna tékava latka. Provadi
se ionizace narazem pomalych elektronii pusobenim elektrostatického pole nebo

chemicka ionizace.

Nejbéznéjsi je ionizace narazem elektronii (EI), je bézn¢ uzivana v GC-MS.
V prostoru iontového zdroje je udrzovano vysoké vakuum, které zajiStuje stabilitu
mezicasticovych interakci. Dale je v tomto prostoru zhavena katoda a anoda, mezi
kterymi protéka proud elektronti o energii 10 — 70 eV. K tvorbé iontli dochézi interakci

molekul analyzované latky M s elektrony e” podle rovnice:
M+e > Mt+ 2e” (7)

kde dochazi obvykle k vyrazeni elektronu z molekuly latky a vzniku molekulového
iontu. Ionizace muze byt vicendsobna. Dokud maji vznikajici fragmenty piebytek

energie, tak rozklad pokracuje.
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Dalsi bézné uzivanou ioniza¢ni technikou v GC-MS je chemicka ionizace (CI).
Na rozdil od EI se jedna o mé&kkou ionizaci. Stejn€ jako u EI jsou zdrojem energie
urychlené elektrony, jejichz energie je predana analyzované molekule pies reakéni
medium. Toto medium je nejcastéji plyn nebo pary nizkovrouci kapaliny, které jsou
z hlediska MS v ionizacni komote pod vysokym tlakem (50 — 150 Pa). Rozsah
fragmentaci v procesu CI zavisi na mnozstvi energie, tedy na vybéru reakéniho media.
Konstrukéné se zdroj EI a CI pfili§ nelisi, proto se ¢asto setkdvame s kombinovanym

zdrojem EI-CI. 2%

1.1.9.3 Separace iontu

K separaci iontli slouzi analyzatory — hmotnostni filtry. Ionty, které opusti
iontovy zdroj, prochazeji pres elektrostaticky urychlovac, iontovou optiku a vstupuji do

analyzatoru, kde jsou dé€leny na zdkladé své efektivni hmotnosti m/z.

Mezi nejstarSi separatory iontli patfi magneticky analyzator. Ve spojeni se
separa¢ni technikou se uziva vyjimecné. Jedna se o déleni v homogennim magnetickém
poli s proménlivou magnetickou indukci. Ionty prochazeji vstupni Stérbinou a podle
velikosti jejich efektivni hmotnosti m/z se v magnetickém poli zaktivuji drahy jejich
letu. Dostfediva sila plisobici na nabitou ¢astici je umérnd intenzit¢ magnetického pole a
je-li jeji hodnota konstantni, je polomér zakfiveni drahy letici Castice umérny m/z.
Vystupni Stérbinou prochazeji ionty jen o ur¢ité hodnoté m/z a ostatni ionty jsou
odclonény. Proméfenim urcitého rozsahu intenzit magnetického pole ziskame

hmotnostni spektrum.

Analyzator, ktery se Casto uziva v kombinaci GC/MS a LC/MS se nazyva
kvadrupoélovy. Na rozdil od ptedchoziho typu je to nemagneticky analyzator, ve kterém
se ionty déli ve vysokofrekvencnim elektrickém poli. Sklada se ze Ctyft ty¢i kruhového
nebo hyperbolického prirezu, na které je ptivedeno stejnosmérné a sttidavé napéti. Tyto
tyCe jsou ulozeny symetricky kolem osy, jak je uvedeno na obr. 1.5. Dvojice ty¢i lezici

naproti sob&é maji stejny potencial. Na ionty, které vstupuji do prostoru mezi tyce,
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pusobi pole o dvou slozkach (statické a vysokofrekvencéni). Pii urcit¢ hodnoté
stejnosmérné¢ho a sttidavého napéti a jejich vhodném pomeéru se po stabilni draze
pohybuji pouze ionty o urCité hodnoté m/z. Ostatni ionty provadéji piicné oscilace,
dokud nedopadnou na elektrodu nebo na clonu separatoru. Hmotnostni spektrometr
muzeme oznalit jako hmotnosti filtr nastaveny na konkrétni hodnotu m/z. Zménou

piivedeného napéti ménime hodnotu m/z, se kterou ionty prochazeji.

elektrody  pohyb iontl

detelctor

1entesry zdrog

Obr. 1.5: Kvadrupélovy analyzator. )

Poslednim nejcastéji pouzivanym analyzatorem je iontova past. Vyuziva se
v oblasti LC/MS a GC/MS. Iontova past je analogii kvadrupdlového analyzatoru s tim
rozdilem, Ze jsou ionty uzavieny v prostoru pomoci sttidavého elektrického pole. Z obr.
1.6 je patrné, Ze obsahuje tii elektrody — vstupni kruhovou, vystupni kruhovou a
prstencovou. Na prstencovou elektrodu je pfivadéno vysokofrekvencni stiidavé napéti
zprvu s nizkou amplitudou, kdy se ionty v prostoru pasti pohybuji po stabilnich
uzavienych drahach, poté s vyssi amplitudou stfidavého napéti. S rostouci hodnotou
nap¢ti jsou pak postupné ionty s rostoucim m/z vypuzovany pies vystupni elektrodu do

detektoru. 2%
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Obr. 1.6: Iontova pas

1.1.9.4 Detekce

Iontovy proud se nejcastéji detekuje pomoci nasobi¢ovych detektorii. Jak je
patrné z nazvu, tyto detektory vyuzivaji efektu nédsobeni elektroni, vznikajicich po
dopadu iontd (jsou schopné zaznamenat dopad i jednoho iontu). Tyto detektory jsou
vhodné pro kombinované systémy LC/MS a GC/MS. Jedna se o elektronnasobicové a

fotonasobicové detektory.

Podle konstrukce mtizeme elektronndsobicové detektory délit do dvou skupin:
s diskrétnim dynodovym polem a s kontinualni dynodou. Prvni zminény sestava z
kovovych desti¢ek (dynod) Zaluziove uspofadanych a druhy je tvofen zakiivenou trubici
z olovnatého skla podle obr. 1.7. U detektoru s dynodovym polem dopadne ion na
prvni dynody, dojde k vyrazeni elektrontl, jejichz pocet se pti odpadu na dalsi dynody
nasobi. Detektor s kontinualni dynodou vyuziva opakovanych emisi elektronii pfi
dopadu na sténu trubice, pfiCemz pocet elektronti také lavinovité roste. Spolecné pro

oba typy je vysoké napéti vlozené, v prvém piipad€ mezi prvni a posledni fadu dynod, a
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ve druhém ptipadé mezi kontakty pii Usti a na konci trubice. Oba detektory vyzaduji
vhodny elektricky odpor. Dale je v konstrukci obou detektorti zafazen kolektor, ktery
zachycuje elektrony vyrazené iontem, bud z materialu dynod nebo trubice. Zpétné
emisi kladnych iontd do vstupniho prostoru brani tvar detektoru (zaluziové usporadani
nebo zakiiveni trubice). Uinnost detektorti je srovnatelna, ale citlivost (k iontiim

s vy$§i hmotnosti) a Zivotnost je u systému s kontinualni dynodou nizsi.

-VN

Soustava R
dymod 17777777777

ANSANNRRRN G

77777777774 ® A
'.5'-'-:‘.::" I

NN .

Kolektor ? R

P

Obr. 1.7: Elektronasobitové detektory. *®

Fotonasobi¢ové detektory maji na rozdil od elektronovych nasobi¢i vyssi
citlivost a delsi zivotnost (diky tomu, ze wvnitini cast fotondsobi¢e neni v kontaktu
s vnitinim prostiedim spektrometru). Nejprve ionty dopadaji na kovovou elektrodu a
jsou konvertovany na elektrony. Ty dopadem na scintila¢ni stinitko zptisobuji uvolnéni
fotont, které vstupuji do fotondsobiCe. Na obr. 1.8 je uspotadani fotonasobiCového

detektoru (tzv. Dalyho uspotadani). (26)
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Obr. 1.8: Detekéni uspotadani s fotonasobicem. ¢

1.1.9.5 Cerpaci vakuové systémy

Vakuum uvniti ptistroje je velice dilezité pro kvalitu vyslednych hmotnostnich
spekter. Obvykle se u hmotnostnich spektrometrii uziva dvoustupnového cerpaciho
systému. Bé€zné mechanické rotacni pumpy zajistuji predéerpavani a docerpavani na
pracovni tlak je tikolem diftizni nebo turbomolekularni pumpy. Dostate¢né nizky tlak je
pro provoz zafizeni nesmirn¢ dulezity a jeho dosazeni je obtizné¢ predevSim u
kombinovanych syst¢tmi LC/MS a GC/MS. K ziskani dostatecného vakua lze Cerpat

zv1ast prostor hmotnostniho analyzatoru a prostor iontového zdroje.

Vnitini prostor mechanické rotacni pumpy je rozdélen diskem, ktery excentricky
rotuje ve valcové dutiné a tim periodicky pfecerpava vzduch od vstupu k vystupu.
Diftzni pumpa ma ohiivané dno a chlazené stény. V prostoru dna je pfivadéna k varu
vhodna kapalina (s nizkou tenzi pary) a na sténdch pumpy zpétné kondenzuji jeji pary.
Pary zachycené do systému trysek je opousti vysokou rychlosti a strhavaji s sebou
okolni vzduch. Ten je odvadén do prostoru vstupniho otvoru, odkud je odcerpan
mechanickou rotaéni pumpou. S touto vysokovakuovou pumpou je mozné dosahnout
tlaku az 10 Pa. Technicky naro¢ngjsi je turbomolekularni pumpa. M4 vyssi pofizovaci
1 provozni néklady, nez jiz uvedené typy. Principem této pumpy je rotace turbinky, jejiz

lopatky se otaceji proti opacné orientovanym lopatkdm statoru. Rotaci turbinky
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zajiStuje vysokofrekvencni elektromotor. Pomoci turbomolekuldrni pumpy je mozné

dosahnout tlaku az 107 Pa. ¢

1.1.9.6 Hmotnostni spektrum

Zakladnim informac¢nim vystupem hmotnostniho spektrometru je hmotnostni
spektrum. Informace o funkcnich skupinidch v molekule analyzované latky ziskame
rozborem tohoto spektra. Hmotnostni spektrometrie umoznuje urcit strukturu
analyzované latky a vyuziva se k identifikaci chemickych individui. Vyuziva se tedy jak
ke kvalitativni analyze (pfedevSim organickych latek), tak ke kvantitativna analyze.
V kvantitativni analyze se vyuzivd linedrniho vztahu mezi iontovym proudem a
koncentraci latky. Velmi vyznamné je propojeni chromatografie s hmotnostni
spektrometrii, kde latky rozdélené¢ chromatografem vstupuji do hmotnostniho
spektrometru, ktery slouzi jako detektor ke stanoveni jednotlivych soucasti. Ze smési
chromatografem oddé€lena slozka vstupuje do hmotnostniho spektrometru a ziskéani
jejiho spektra umoznuje jeji identifikaci. EI spektra mnohych sloucenin jsou obsazena
v katalozich a tak ptedbézné pftitfazeni struktury i u slozitych molekul neni pfilis
obtizné. Hmotnostni spektrum vyhodnocené programové ma na vodorovné ose hodnotu
m/z a na svislé ose je vynasena relativni intenzita iontového proudu v procentech. Tato
spektra vétSina programil zobrazi v podob¢ ¢arovych pikii. Pro tento proces je nezbytné
pocitacové vyhodnoceni a porovnani ziskanych spekter se standardnimi knihovnimi

spektry v katalogu. ©-29

1.2 Extrakce na tuhou fazi (solid phase extraction — SPE)

SPE je metoda, kterd slouzi k piipravé vzorkli, coz je velmi dilezitd faze
chromatografick¢ analyzy. Princip SPE sorpce je podobny jako u kapalinové
chromatografie. Analyty, které nas zajimaji, jsou v kapalné fazi a jsou zadrzovany na

tuhém sorbentu. Tuhy sorbent je ulozen v SPE kolonkéch a mé vétsi zrnéni nez sorbent
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v kapalinové chromatografii, proto je mozné pracovat pii nizkém podtlaku. Mezi
vyhody této metody patii selektivnost, reprodukovatelnost, jednoduché provedeni,
moznost zpracovani vice vzorkli najednou a oproti extrakci kapalina — kapalina
predevs§im mala spotifeba organickych rozpoustédel a casovd nenarocnost. SPE je
nejcastéji uzivana pii zpracovani kapalnych vzorkl. Pouziti pevné faze k ptredseparaci
extraktu ma néckolik prednosti - odstranéni nezddoucich latek a odstranéni latek
s velkym reten¢nim objemem, zakoncentrovani. Naopak nevyhodou zavedeni SPE do

analytického postupu mtize byt to, ze je moznym zdrojem chyb.

Pro SPE je dulezita volba kolonky - sorbentu, ktery je uloZzen v obalu
z polypropylenu nebo skla. Separacni mechanismus této techniky spocivéd ve vzajemné
interakci mezi molekulami analytu a funkénimi skupinami pevné faze. Sorbenty
vyuzivané v SPE jsou podobné sorbentiim v kapalinové chromatografii. Z toho je
patrné, Ze stejn¢ jako se pouziva chromatografie na normalni, reverzni nebo iontove-

vyménné fazi plati totéz i u SPE. ®**%

1.3 Metabolismus DG a TG u hmyzu (Locusta migratoria)
1.3.1 Adipokinetické hormony (AKH)

Jsou to peptidické hormony fidici metabolismus a homeostdzu. Tyto hormony
jsou oznacCovany jako stresové. Jejich ucinkem je stimulace reakci za soucasného
uvolnéni energie a inhibice syntetickych reakci. Slouzi k zajisténi energie k pohybu. U
sarancete st¢hovavého (Locusta migratoria) jsou znamy tfi AKH (AKH-I, AKH-II,
AKH-III) a jsou syntetizovany ve stejnych neurosekretorickych buiikkach v corpora
cardiaca. Vzajemné se liSi pouze sekvenci v urcité casti peptidu. AKH jsou chemicky
okta az deka peptidy, na N-konci maji kyselinu pyroglutamovou a C-konec je

amidovany.

Hlavni funkci AKH je mobilizace lipidi a jejich vyuziti tkanémi (pfedevSim

svalovinou pii letu). Pfi pohybu se tyto hormony uvoliuji do hemolymfy (jejich sekrece
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je zpétnovazebné¢ kontrolovana). Lipidy se uvoliuji z tukového télesa po pteneseni
signdlu z corpora cardiaca (uvolnénim AKH), jak je naznaceno na obr. 1.10.
V tukovém télese probéhne tada reakci, které¢ vedou ke Stépeni triacylglycerolu na
diacylglycerol (je transportni formou tuku). Diacylglycerol je umistén na povrchu

tukového télesa, odkud je prenesen k cilovym organtim.

mozek
cotpora cardiaca / podnét = mozkn

uvolnéni AKH

AKH
AKH receptor

hemolymfa

tukowé téleso

i & o D hemolyda gval

- l
inaktivad lipiza [= altived lipaza LLLp
i T8 — :
triacylzlyceral — Dz = - mast.ne
1 o | krseling
| O«
DG = diacylglyeerol = & HDLp

Obr. 1.10: Pisobeni adipokinetického hormonu. ®

K transportu lipidi slouzi lipophoriny, které maji komplikovanou strukturu, viz
obr. 1.11. Pfeneseni hemolymfou je zajiSténo pfipojenim diacylglycerolu na HDLp
(high density lipophorin), jejichz spojenim vznikd LDLp (low density lipophorin) a to
zajisti ptfepravu diacylglycerolu. Diacylglycerol je na membrané svalové bunky
hydrolyzovan za katalyzy lipazy na glycerol a mastné kyseliny. LDLp se opét méni na
HDLp a tento prazdny nosi¢ se mize opét ucastnit transportu dal$i molekuly. Mastné
kyseliny poté slouzi jako zdroj energie. Mezi dalsi funkce AKH patii napf. inhibice

syntézy bilkovin, stimulace srde¢ni ¢innosti, zvySeni svalového napéti atd. (3.8, 12, 18)
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Obr. 1.10: Struktura lipophorinu.

Existence tfi druhtt AKH doposud nebyla uspokojivé vysvétlena. Praveé studium
vlivu jednotlivych AKH na pozd¢jsi sloZzeni hemolymfy je cilem této prace. Revoluéni
¢asti je pouziti doposud na tento problém neaplikovanych chemicko-analytickych metod
a to konkrétn¢ GC/FID a HPLC/MS. GC/FID a analyza mastnych kyselin je ve
zdravotnictvi bézné pouzivanym chemicko-analytickym nastrojem, ktery slouzi
napfiklad k detekci diabetes mellitus typu dva ¥

BSE @,

, ¢i jako biomarkeru mozného vyskytu

1.4 Mastné kyseliny (fatty acids — FA)
1.4.1 Struktura, vyskyt a vliastnosti FA

Mastné kyseliny jsou organické monokarboxylové alifatické kyseliny s dlouhym
hydrofobnim uhlikovym fetézcem. Struktura mastnych kyselin je typu R-COOH, kde R

je uhlikovy fetézec skladajici se z lichého poctu uhlikli, coz je dano zptisobem syntézy.
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Biosyntéza téchto kyselin se uskutec¢iiuje jako kondenzace jednotek C, - prekurzorem
k syntéze FA je acetylkoenzym A (aktivovand forma kyseliny octové). Pievazné
nerozvétveny fetézec téchto kyselin miize byt nasyceny nebo miize obsahovat jednu ¢i
vice dvojnych vazeb. Majoritni skupiny polynenasycenych mastnych kyselin maji

dvojné vazby oddé€leny cis-methylenovou skupinou.

V ptirodé se obvykle mastné kyseliny vyskytuji ve formé esterti (vétSinou jako
estery glycerolu), vazany v lipidech. Jejich malad ¢ast se vyskytuje v neesterifikované
formé a jsou oznacovany jako volné mastné kyseliny (free fatty acids). Slozené lipidy,
jako napt. fosfolipidy nebo glykolipidy, obsahuji kromé alkoholii a mastnych kyselin 1
dalsi latky (napft. kyselinu fosforecnou, dusikaté latky, dalsi alkoholy, aminokyselinu
nebo sacharidy). Charakter kyselin ovliviiuje vlastnosti lipidd znich vzniklych.
Nasycené kyseliny zpusobuji vyssi body tani a odpovidaji za vétsi stabilitu lipidi.

Nenasycené kyseliny zpiisobuji naopak nizsi body tani a v&t3i reaktivitu lipida. '+

Acylglyceroly neboli tuky jsou estery vysSich mastnych kyselin a glycerolu.
Glycerol je trojsytny alkohol a podle poctu —OH skupin, které jsou esterifikované,
rozliSujeme monoacylglyceroly, diacylglyceroly a triacylglyceroly. Mastné kyseliny

obsazené v tuku mohou byt riizné a jejich sloZeni udava skupenstvi tuku. @’

Prikladem nejbéznéjSich nasycenych kyselin rostlinnych a Zivoc¢isnych tukl jsou
kyselina laurova (C12:0), myristova (C14:0), palmitova (C16:0), stearova (C18:0) a
arachova (C20:0). Mononenasycené¢ mastné kyseliny obsahuji ve svém fetézci jednu
dvojnou vazbu, kterd se témét vzdy vyskytuje v konfiguraci cis. Prikladem je kyselina
olejova (C18:1, cis-9). Mezi polynenasycené patii kyselina linolova (C18:2, cis-9,12),
linolenova (C18:3, cis-9,12,15) a napt. arachidonova (C20:4, cis-5,8,11,14). (14,23)

28



Tab. 1.2

Struktura FA
HaC _
‘\_\_\_\_\_{O
HsC
OH
C12:0 C18:1n9
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/0 OH
OH
CH,
C14:0 C18:2n6
H,C —
/
0
//0 \ OH
o CHg
C16:0 C18:3n3
HaC
H,C
_\_\_\_\_\_\_\_\_\ o)
(o]
V4
OH
C18:0 C20:4n6

29



Fyzikalni vlastnosti mastnych kyselin zavisi tedy na délce uhlikového fetézce a
na stupni nenasycenosti. S rostoucim poctem uhlikd se zvySuje bod tani a naopak

s piibyvajicim poétem dvojnych vazeb bod tani klesa. 2

1.4.2 Analyza mastnych kyselin ve spojeni s medicinskymi aplikacemi
1.4.2.1 Plazmaticke FA jako ukazatelé vyvoje novorozencii

Mezi vyznamné aplikace GC v medicinské oblasti patii ureni mastnych kyselin
v krevni plazmé novorozencii. Soucasti strukturalnich lipidd ve vSech bunécnych
membranach jsou polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (long-chain
polyunsaturated fatty acids, LC-PUFA). Tyto kyseliny jsou tedy nezbytné pro spravny
vyvoj a funkci centralni nervové soustavy (CNS), sitnice a riznych zldz. Esencidlni
mastné kyseliny - kyselina linolova (C18:2n6) a linolenova (C18:3n3) jsou postupné
metabolizovany na LC-PUFA, jako je kyselina arachidonova (C20:4n6, AA),
eicosapentaenova (C20:5n3, EPA) a docosahexaenova (C22:6n3, DHA). Nedostatek
uvedenych kyselin se mlize u novorozence projevit nedostatecnym vyvinem mozku a
nervového systému. Nasledkem tohoto deficitu jsou riizné neurologické poruchy, proto
je monitorovani vyvoje LC-PUFA v plazmé novorozenctu tak vyznamné. V ptipad¢, ze

je zjistén tento nedostatek, je mozné zatazeni AA a DHA do détské stravy.

Plynova chromatografie mé pro stanoveni mastnych kyselin v krvi novorozencti
fadu vyhod. Umoziuje vysokou citlivost, pfesnost a pomoci této analyzy nezjistime
pouze relativni, ale také absolutni mnozstvi FA. Kvalitativni a kvantitativni (vyuziva
metodu vnitiniho standardu) meéteni je relativné jednoduché a vyzaduje jen malé

mnozstvi vzorku (100 pl). ©
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1.4.2.2 FA mozkové tkané jako biomarkery BSE

DalSim vyuzitim GC v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem je strukturalni
analyza nékterych FA z tkdn¢ CNS (tj. mozku a michy) skotu. Tyto kyseliny slouzi jako
biomarkery onemocnéni BSE. Tato nemoc patii mezi prionové choroby postihujici skot.
Siteni nékazy u zvifat a nasledna konzumace masnych produktii z nakaZenych jedincti
by mohla, podle mnohych, zplsobit pfenos ptivodné Cisté zvifeciho onemocnéni na
Clovéka. Vznikla tak zfejmé nova varianta Creutzfeldz-Jakobovy choroby (CJD).
Ptredpoklada se, ze se BSE pfenasi na Clovéka konzumaci mozku ¢i michy dobytka.
Vsechny prionové choroby, zvifeci 1 lidské, vedou k degenerativnimu postizeni CNS,
které je doprovazeno poruchami paméti, pohyblivosti a chovéani. VSechny jsou smrtelné
a v soucasné dobé proti nim neni znam uc¢inny lék. Jedinym nastrojem v boji s timto
onemocnénim je tedy uUCinnd prevence. Je potieba test, pomoci kterého by se

kontrolovalo pfidédvani tohoto vysoce rizikového materidlu do masnych vyrobkd.

Metody slouzici ke kontrole rizika BSE v masnych vyrobcich jsou ptrevazné
zalozené¢ na imunochemické detekci specifickych bilkovin CNS, piedevsim neurone
specific enolase (NSE) a glial fibrillary acidic protein (GFAP). Jako velmi vhodna
metoda ke kontrole potravin se ukazala NSE western blotting a GFAP ELISA. Nicméné
tyto imunochemické procedury maji nevyhody. Prvni nedostatek spociva v tom, Ze
vysledky jsou tkanové specifické, zatimco pravni uprava o SRM (specific risk material)
nepoukazuje pouze na tkanég, ale také na druh a vék zvifete. Druhym nedostatkem je, ze
bilkovinné biomarkery jsou citlivé na teplotu a béhem technologického procesu tpravy
masa muze dojit kjejich ztraté. Tieti nevyhodou je nesnadné stanoveni mnoZzstvi

bilkovinného markeru, protoze jeho ztrata pti zpracovani neni zndma.

Tyto nevyhody se netykaji analyzy GC-MS. Lze ptedpokladat, ze FA jako
biomarkery jsou odolngjsi vici teploté. Tyto FA jsou ptfitomné v CNS jako komplex
sfingolipidl a cerebrosidl. Ty jsou detekovany a kvantifikovany prostiednictvim GC-
MS po extrakci na tuhé fazi a derivatizaci na methylestery mastnych kyselin (FAME).
Déle detekce poméru izomerd nervonové kyseliny umoziuje rozliseni druhu a véku

CNS (napt. odliseni skopového a hovéziho mozku). Naopak nevyhodou metody je
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vyssi cena a délka zpracovani vzorkd. V budoucnu by se mohlo uspésné pouzivat GC-
MS k potvrzeni pozitivnich vysledkli vzorkl z imunochemického screeningu a tim z(zit

v vr . v s .7 v ’ ’ ’ 4,4
mozZnost piitomnosti nebezpe&ného materialu v potravinatskych vyrobeich. 40

1.4.2.3 Plazmatické FA jako biomarkery diabetes mellitus 2. typu

Dale je mozné vyuziti GC-MS k analyze plazmatickych FA jako biomarkert
diabetes mellitus druhého typu (DM-2). Toto onemocnéni je nejcastéjsi metabolickou
chorobou vyznacujici se relativnim nedostatkem inzulinu, ktery v organismu vede
k nedostatecnému zpravovani glukozy. Sekrece inzulinu je casteCné zachovana (na
rozdil od DM-1), ale tkan¢ jsou rezistentni vii¢i jeho plisobeni. Podle statistickych udajii
je 90 % diabetiki 2. typu a za poslednich 20 let narostl pocet registrovanych diabetikt
dvakrat. V dobé zachytu ma 20 % diabetikd jiz pokrocilé vaskularni komplikace.
Hlavnim cilem diabetologie je ptedejit pozdnim komplikacim Casnou diagnostikou

diabetu.

Rada studii o této nemoci prokazala, ze DM-2 m4 piimou souvislost s poruchou
metabolismu lipida, predevSim FA, protoze jsou zdrojem energie a hraji dilezitou roli v
bunéénych procesech vcetné sekrece inzulinu. Jakmile se rozvine DM, plazmatické
neesterifikované mastné kyseliny (NEFA) linedrné koreluji s krevni glukézou a
s produkci jaterni glukézy, bez ohledu na to, zda je clovék hubeny nebo obézni.
Stanoveni pomoci GC-MS nasledované multivariantni statistickou analyzou (tj. metoda
parcidlnich nejmensich ¢tvercl - linearni diskriminantni analyza, PLS-LDA) umoziiuje
komplexni kvantitativni analyzu metabolickych NEFAs a EFAs a charakteristiku FA u
diabetickych pacienti obsahujici rizné biomarkery. Kromé toho PLS-LDA model
vizualn¢ charakterizuje zménu v NEFA metabolické analyze diabetickych pacientl
s obezitou v oblasti bficha pfi 1écbé rosiglitazonem. Rosignitazon je antidiabeticky 1€k
snizujici rezistenci vU¢i inzulinu v tukovych, jaternich a svalovych buikéch.
Multivariantni analyza komplexniho biologického profilu ma tfadu vyuziti v mnoha
oborech. Slouzi napft. k rozliSeni genotypu, toxikologickému screeningu nebo k urceni

diagn6zy onemocnéni.
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Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je nejbéznéjsi pouzivanou technikou.
Jeji hlavni vyhodou je nedestruktivnost, umoziuje presnou kvantitativni a kvalitativni
analyzu metaboliti a je vhodna pro neposkozené biomaterialy. GC-MS je relativné
levna alternativa k analyze metabolit, ktera poskytuje vysoké rozliSeni komplexni

. Ao xo: (24,28
biologické smési. @*2®

1.5 Analyza hlavnich komponent (principal components analysis — PCA)

Tato analyza slouzi ke statistickému zpracovani dat. PCA patfi mezi nejvice
pouzivané metody vicerozmérné analyzy a zahrnuje matematicky postup linearni
transformace dat z ptivodnich proménnych do mensiho poctu latentnich proménnych (=
hlavnich komponent). Nové proménné (hypotetické) — hlavni komponenty maji ty
vyhodné vlastnosti, Ze jsou vzajemné nekorelované, je jich vyrazn€ méné a vystihuji
témet celou variabilitu pivodnich dat. Hlavni komponenty jsou fazeny od té, jez
vysveétli nejvyssi podil ptivodni variability, po tu, kterd vysvétli podil nejmensi. PCA
slouzi ke zjednoduseni vyjadieni linearné zavislych znak pomoci rozkladu matice dat
do strukturni a Sumové matice. Ve strukturni matici jsou vyuzité hlavni komponenty a
v Sumové ty nevyuzité komponenty (obsahuji malé mnozstvi informace — maji maly

rozptyl objektit).

Hlavni komponenty jsou tedy linedrni kombinace ptivodnich proménnych. Prvni
hlavni komponenta (osa) je vedena ve sméru nejveétsi promeénlivosti mezi objekty a
obsahuje nejvetsi mnozstvi informace. Druhd komponenta zachycuje dalsi smér nejvetsi
variability nekorelovany s prvni osou. Stejnym zptisobem jsou konstruovany dalsi
hlavni komponenty. Osy v PCA pojimaji nejvétsi mozné mnozstvi informace. Novy
systém os je otoCen do smeéril, které vyjadiuji maximalni variabilitu a minimalizuji

vzdalenosti mezi objekty a hlavnimi komponentami.

Celkovy pocet komponent je roven poctu proménnych. Zdrojova matice
obsahuje objekty (ptf. vzorky) a znaky (pf. méfend veliina, signdl méfeni). Pocet

objektl musi byt vyssi, nez je pocet znakl. Cilem PCA je redukce poctu znakli bez
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velké ztraty informace. Rozptyleni dat se vySetfuje pomoci analyzy symetrickych matic

oy o 41,42,43
(kovariagnich nebo korela¢nich). ¢! 449
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2. CILE PRACE A PREDPOKLADANE HYPOTEZY

Cile této bakalarské prace:

- zvladnuti metodiky GC/FID,
- ptiprava vzorkl pro GC/FID a GC/MS,
zjisténi zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorku hemolymfy

sarancete stechovavého (Locusta migratoria) pted a po aplikaci riznych druht

adipokinetického hormonu.

Predpokladané hypotézy:

zastoupeni mastnych kyselin v hemolymf¢ sarancete st€éhovavého se bude po

aplikaci raznych druhtt AKH lisit.
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3. METODICKA CAST
3.1 Pivod vzorku

Jedinci Locusta migratoria byli po poslednim svlékani (imaga) odebrani asi po
osmndcti dnech. Byli krmeni stejnou potravou a drzeni ve standardnich podminkéch

(pfeplnéné prostory pii teploté 30° C s dvanactihodinovou fotoperiodou).

Hormonalni 1é¢ba: 10 pmol Locmi-AKH rozpusténych v 5 pl 20% methanolu ve
fyziologickém roztoku bylo injekéné podano do biiSni oblasti sarancat. Kontrolnim
jedincim bylo podédno pouze 5 pl rozpoustédla (20% methanol ve fyziologickém
roztoku - Ringertiv). Vzorky hemolymfy byly odebrany deseti jedinctim (53, 59) t&sné
pred a po devadesati minutdch po vpichu roztoku. Odebrana hemolymfa (10 pl) byla

extrahovana s pouzitim roztoku chloroform : methanol (2 : 1) viz kap. 3.2.2.

(44)

Obr. 3.1: Pokusny hmyz - Locusta migratoria.
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3.2 Piiprava vzorku

3.2.1 PouZité chemikdlie

Pro opakovatelnost celé metodické ¢asti je nanejvyse dulezité, aby byly pouzity

presné chemikalie, které jsou nize uvedeny. Jakékoliv nahrazeni jinou latkou byt tieba

pouze zména vyrobce, by mohlo vést ke zhorSeni ba pfimo dokonce k nefunkc¢nosti

téchto metod.

Tab. 3.1

Latka Znacka Firma
Kyselina octova suprapur MERCK
Kyselina chlorovodikova 37% Trace select FLUKA
n-Hexan suprasolv MERCK
Metanol chromasolv Reidel-deHaen
2-Propanol LC-MS chromasolv Reidel-deHaen
Diethylether EC 200-467 ALDRICH
Octan amonny (NH4AC) 99,9% MERCK

Chloroform 99,8% stab. 1% etanolem  chromasolv
Cisty sodik

Isooktan

H,O destilovana a deionizovana

Standardy methylesterti mastnych kyselin

SIGMA-ALDRICH
LACHEMA
MERCK

SIGMA-ALDRICH

3.2.2 Extrakce lipidu ze vzorku

Pro extrakci lipidii z biologického materidlu, v naSem piipad¢ se jednalo o

hemolymfu sarancete st¢hovavého (Locusta migratoria), jsme pouzili metodu podle

Folcha"" upravenou Kostalem a Simkem” (Ptilohy 10.1).
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3.2.3 SPE extraktu lipidii

Vysledny extrakt byl pak pomoci metody SPE rozdélen na tfi frakce (Ptilohy
10.2). Ptinos SPE metody spociva v odd€leni samotnych metabolicky diilezitych latek
diacylglyceroli od jejich pienaSecti v hemolymf¢ reprezentovanych lipophorinem
zminénym v kapitole 1.3.1, ktery obsahuje fosfolipidy. Pfi samotné transmethylaci
dochazi ke $tépeni esterovych vazeb mezi glycerolem a mastnou kyselinou a nahrazeni
glycerolu methylem, ¢imz vznikéd méfitelny metylester mastné kyseliny. Tento proces
funguje u vSech glycerolipida, tedy jak u diacylglycerolt, tak u fosfolipidi. Bez SPE by
byl vysledek zkreslen piitomnosti mastnych kyselin vystépenych z fosfolipidt a nikoliv,

jak je nasim cilem, pouze z diacylglyceroli.

Prvni z frakci znacend jako A obsahovala hlavné nepolarni lipidy a to
diacylglyceroly (DQG) a triacylglyceroly (TG). Ve frakci B lze detekovat pouze volné
mastné kyseliny. Ve tfeti frakci C se eluuji polarni lipidy a to fosfatidylethanolamin a
fosfatidylcholin. Obsah jednotlivych frakci byl vpiipadé A a C potvrzen na
vysokoucinném kapalinovém chromatografu s hmotnostni detekci (LC/MS) a v piipadé
B pomoci radioaktivniho standardu volné kyseliny palmitové a scintila¢niho
pistroje®®”.

Pro naSe ucely se ukazaly velmi vhodné kolonky BondElut firmy Varian inc.
s 500 mg sorbetu na bazi NH,. Tyto kolonky maji velmi polarni sorbent a uzivaji se ve
dvou modech, extrakce na normalni fazi nebo iontové vyménné. Sorbent se chova jako
slaby anex s pK, 9,8. Pii pH niz§im nez 9,8 je funk¢ni skupina pozitivné nabitd. Protoze
ethylova skupina podporuje funkci NH, skupiny, mize byt pouzita i jako nepoléarni
izolace od polarnich skupin. NH; skupina je vyborna na odd¢€leni strukturnich izomert.

Iontové vymeénna kapacita je 1,10 meq/g a velikost port nosice 60 A, G839

38



Obr. 3.2: Zatizeni pro provadéni SPE a detail kolonek. “>*%

3.2.4 Priprava vzorku pro analyzu pomoci GC/FID — transmethylace

Jelikoz je naSe prace zameéfena na sledovani dynamiky mastnych kyselin
v diacylglycerolech aktivovanych u hmyzu po podiani AKH, pro transmethylaci byla
pouzita pouze SPE frakce A, se kterou byla provedena derivatizace podle ptilohy 10.3.

Reakce probihé podle schématu uvedeného na obr. 3.3.

39



H,C— OH -,
H2c|—r::u Na

HC—oO | Na'

| .

Obr. 3.3: Schéma transmethylacni reakce s vyuzitim methanolatu sodného.

= = —Vicko se septem
-.— Vialka

Hamiltonovy stiikacky

Obr. 3.4: Laboratorni material pouzivany k derivatizacim.
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3.3 Analyza GC/FID

Pro analyzu mastnych kyselin pomoci GC/FID je nutné, aby byly mastné
kyseliny pfevedeny na jejich methylestery. To zajistuje predchozi krok derivatizace
methanolatem sodnym. Vzorek byl pomoci autosampleru (AOC — 20S, Shimadzu) a
injektoru (AOC — 201, Shimadzu) vstiiknut na kolonu BPX-70 (SGE) do pfistroje GC-
2014 (Shimadzu), ktery je na obr. 3.5. Kolona byla kondiciovana na 140°C a v pribéhu
patnactiminutové analyzy je kontinudln¢ zahtivana na 230°C, coz je dostate¢ny retencni

¢as a teplota 1 k eluci mastnych kyselin s 22 uhliky.

Obr. 3.5: Piistrojové zafizeni - chromatograf Shimadzu GC-2014. “n
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4. VYSLEDKY
4.1 Analyza mastnych kyselin v diglyceridech

Nejprve byly derivatizovany standardni roztoky FA podle postupu uvedeného
v ptiloze 10.3 a analyzovany za podminek zminénych v kapitole 3.3. Ziskané reten¢ni
Casy byly potiebné k identifikaci mastnych kyselin v biologickych vzorcich a jsou

uvedené v tab. 4.1.

Vlastni biologické vzorky byly ziskany z jedinct Locusta migratoria (obr. 3.1),
chovanych za podminek uvedenych v kapitole 3.1. Poté byl vzorek zpracovan metodou

dle Folcha"" upravenou Koitalem a Simkem”

popsanou v piiloze 10.1. Pro nase
ucely dulezité nepolarni lipidy, diacyglyceroly a triacylglyceroly, jsme izolovali pomoci
metody SPE podle postupu uvedené¢ho v piiloze 10.2. Nasledovala transmethylacni
reakce vzorku, ktera je uvedena v kapitole 3.2.4, jejiz postup je zaznamenan v piiloze
10.3. Samotna analyza mastnych kyselin probéhla za podminek stanovenych v kapitole
3.3. Identifikace mastnych kyselin ve vzorku hemolymfy byla provedena pomoci
retencnich Casii ziskanych analyzou standardti a uvedenych v tab. 4.1. Vysledna data

byla zpracovana pomoci statistického programu CANOCO for Windows v. 4.2.
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4.1.1 Prace s komercné dostupnymi standardy
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Obr. 4.1: Chromatograficky zdznam analyzy smési standardi methylesterd FA.

Chromatogram byl ziskan s vyuzitim metody Ing. Jany Cimlové (ustni sdéleni).
Elucni pofadi mastnych kyselin zavisi pfedevsim na délce fet€zce a v mensi mife na
stupni nenasycenosti. Nejprve opoustéji kolonu mastné kyseliny s kratSim fetézcem a
s mens$im poctem dvojnych vazeb a nakonec mastné kyseliny s vyssim poctem uhlikii.
Z chromatogramu na obr. 4.1 je patrné, Ze je mozné, aby se kyselina s men$im poctem
uhlikt a péti dvojnymi vazbami (C20:5n3) zpozdila v kolon€ az za kyselinu s vétSim
poctem uhlikli a jednou dvojnou vazbou (C22:1n9). Identifikace jednotlivych mastnych
kyselin spoc¢iva v porovnavani retencnich casti. Nejprve se provede meéteni standardii po
jednom, ziskaji se reten¢ni Casy jednotlivych mastnych kyselin, a poté se provede
analyza celé¢ smeési standardt (obr. 4.1). Potfadi mastnych kyselin eluovanych na

chromatografické kolon¢ a retencni ¢asy jsou uvedeny v tab. 4.1.
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Tab. 4.1

Oznaceni
C12:0
C14:0
C16:0
Cl16:1n7
C17:0
C18:0
C18:1n9
C18:1n7
C18:1n3
C18:2n6
C18:3n6
C18:3n3
C20:0
C18:4n3
C20:1n9
C20:1n7
C20:2n6
C20:3n6
C20:4n6
C22:0
C22:1n9
C20:5n3
C22:2n6
C22:4n6
C22:6n3

Mastna kyselina
Nazev
laurova
myristova
palmitova
palmitoolejova
margarova
stearova
olejova
vaccenova
cis-15-octadecenova
linolova
y-linolenova
linoleova
arachidova
cis-6,3,12,15-octadecatetracnova
gondoova
cis-13-eicosenova
cis-11,14-eicosadienova
cis-8,11,14-eicosatrienova
arachidonova
behenova

erukova

cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenova

cis-13,16-docosadienova

cis-7,10,13,16-docosatetraenova

cis-7,10,13,16,19-docosahexaenova

RT [min]
2,743
3,876
5,420
5,806
6,305
7,235
7,581
7,668
7,928
8,206
8,616
8,968
9,149
9,393
9,509
9,602
10,142
10,557
10,832
11,047
11,413
11,615
12,043
12,801
13,787
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4.1.2 Linearita odezvy plamenového ionizacniho detektoru

C16:0
¢ Loc + FAME B FAME 16. 7. 2008

y = 6,869x - 15,58
y=7,545x+154,8 | p2-09g)
R? = 0,996
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Obr. 4.2: Graf popisujici linearitu odezvy FIDu.

Zelena kiivka na obr. 4.2 reprezentuje vzorek ziskany z hemolymfy sarancete

stthovavého s piidavkem vnitiniho standardu kyseliny palmitové (C16:0) a to

v koncentracich 5, 10, 50 a 100 pg/ml. Fialova kiivka ptredstavuje Cisty standard ve

stejnych koncentracich. Indexy korelace kiivek jsou blizké krajni hodnoté a nabyvaji

hodnot 0,998 a 0,991. R se blizi k jedné, coz znamena, ze jsou téméf vSechny body na

regresni pfimce a chyba méfeni neni vyrazna. Na grafu lze také v ramci fyziologickych

koncentraci mastnych kyselin pozorovat rovnobéznost obou pfimek, coz poukazuje na

linearitu odezvy detektoru v oblasti koncentrace vzorku. K vytvoreni grafu byly pouzity

hodnoty ploch pika pfepocitané na vnitini standard.
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4.1.3 Opakovatelnost metody GC/FID

Mastné kyseliny v hemolymfé sarancete stéhovavého
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C16:0 C16:1n7 C17:0 C18:0 C18:1n9 C18:2n6 C18:3n3

Obr. 4.3: Graf vyjadiujici opakovatelnost metody.

Béhem tifi tydnid byl méfen tentyz vzorek hemolymfy desetkrat, ¢imz jsme
provedli kontrolu opakovatelnosti celého postupu stanoveni FA (SPE, derivatizace i
techniky GC/FID). Chybové usecky v grafu na obr. 4.3 ukazuji nevelké kolisdni metody
ve zminéném c¢asovém useku na nejvice zastoupenych mastnych kyselindch. Hodnoty
vyuzité v grafu na obr. 4.3 jsou plochy pikli pfepocitané na vnitini standard, poté na

procenta, a tato procentuelni zastoupeni FA z vzorkl jsou zprimérovana.
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4.1.4 Porovnani vysledkii analyzy hemolymfy pied a po SPE

4.1.4.1 Porovnani hmotnostnich spekter
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Obr. 4.4: Spektra analyzy vzorku hemolymfy pted (horni) a po (dolni) provedeni SPE.

V hornim spektru ziskaném pomoci techniky kapalinové chromatografie
kombinované s hmotnostnim spektrometrem, jsou oznacené hmoty 736 — 810, které
koresponduji s hodnotami fosfolipidii transportniho lipoproteinu zvaného lipophorin
(viz kapitola 1.3.1). Ve spektru jsou dale patrné piky DG, které nabyvaji hodnot 582-
642. Metodou SPE jsou oddéleny nezadouci fosfolipidy od cilovych metabolicky
vyznamnych latek (DG), coz je patrné z dolni casti spektra, kterd ukazuje zaznam

stejného vzorku po provedeni SPE.
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4.1.4.2 Porovnani chromatografickych zaznamii

Podobnych vysledki jako na obr. 4.4 nelze dosahnout pomoci techniky GC/FID,
jelikoz plynova chromatografie neni schopna ze svého principu analyzovat tak velké
molekuly jako jsou DG. Pro GC/FID je nejprve nutnd derivatizacni reakce, pii které
dojde k vystipnuti mastnych kyselin z molekuly DG a jejich nasledné methylaci.
Jednotlivé methylestery mastnych kyselin pak tvoii piky v stabilnim reten¢nim case. Na
obr. 4.5 jsou oznacené piky methylesterii vysSich mastnych kyselin, které se po
provedeni SPE na obr. 4.6 nevyskytuji. Metoda SPE zajistuje presnéjsi vysledky
odstranénim mastnych kyselin, které by byly vystépeny z fosfolipidii a analyzu by
zkreslily. Obr. 4.5 reprezentuje surova data analyzy mastnych kyselin v diglyceridech,
na zaklad€ plochy pikl jednotlivych methylesterG mastnych kyselin byly vyhotoveny
grafy a provedena PCA analyza.
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Obr. 4.5: Chromatograficky zdznam analyzy vzorku hemolymfy pted provedenim SPE.
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Obr. 4.6: Chromatograficky zdznam analyzy vzorku hemolymfy po provedeni SPE.
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4.1.5 Porovndni vysledkit analyzy hemolymfy pied a po aplikaci riiznych AKH

4.1.5.1 Porovnani chromatografickych zaznamii
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Obr. 4.7: Porovnani chrom. zdznamu pfed (modrd) a po (¢ervend) aplikaci Ringeru.
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Obr. 4.8: Porovnani chrom. zdznamt pfed (modrd) a po (¢ervend) aplikaci AKH L.
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Obr. 4.10: Porovnani chrom. zdznami pted (modrd) a po (Cervena) aplikaci AKH III.
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Na predchozich ctyfech obrazeich (obr. 4.7, 4.8, 4.9 a 4.10) lze pozorovat nartist
odezvy mastnych kyselin po aplikaci nejprve Ringerova roztoku a poté riznych druhti
adipokinetického hormonu. Modra elu¢ni kiivka reprezentuje analyzu vzorku
hemolymfy neoSetfeného jedince a Cervend ktivka ukazuje pribéh analyzy vzorku
odebraného jedinci, kterému byl do bfisni oblasti injekéné podan hormon nebo Ringer.
Z chromatogramu je patrny nartst odezvy jednotlivych mastnych kyselin po podani

adipokinetického hormonu, kdezto po podani Ringerova roztoku se témét nemeni.

4.1.5.2 Vysledky PCA

Pro vizualizaci vysledki jsme pouzili analyzu hlavnich komponent (PCA)
v programu Canoco for Windows v. 4.2. U linearni ordina¢ni metody (PCA a RDA) se
nejprve manipuluje s tabulkami druhovych dat (pied vlastnim pocitanim ordinace). Do
analyzy vstoupilo slozeni vzorkd jako druhova data. Analyza Skélovala piky podle
hodnot korelaci mezi nimi, jejich skore byla délena smeérodatnymi odchylkami.
Hodnoty druhovych dat byly logaritmicky transformovéany, druhova data centrovéana a

standardizovana.
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Obr. 4.11: Vysledek PCA — porovnani pted a po aplikaci Ringeru a AKH L.

Obrazek 4.11 prezentuje vysledky PCA analyzy provedené na datech ziskanych
z pokusiti na saranceti st¢hovavém. Kont. - znamend pocatecni stav jedince pred
jakymkoliv oSetfenim. Dal$im bodem v obrazku je Ringer, ktery oznacuje pokusna
zvifata oSetfend vpichem Ringerova roztoku. Témto jedincim byla odebrana
hemolymfa po 90ti minutach. Posledni bod reprezentuje zvifata oSetiena pomoci
hormonu AKH I a data jsou opét sbirdna po uplynuti 90ti minut od vpichu. Obrazek
jasné ukazuje, ze vpich Ringerova roztoku ma na sloZeni hemolymfy jisty vliv, ov§em

mnohem mensi nezli, vpich adipokinetického hormonu.

53



Pro porovnani vSech vzorkli mezi sebou byla pouzita vySe zminéna metoda PCA
s podobnym nastavenim. PCA vysvétlila na prvych &tyfech osach celkem 46,3 %
variability v datech s tim, Ze z této vysvétlené variability vysvétlila 1. ordinacni osa 98,3
% (viz obr. 4.14). Znamena to, ze hlavni variabilita ve vzorcich §la od pocatecniho
stavu k osetfeni AKH. Vysledky analyzy byly podrobeny RDA (redundancy analysis),
ktera potvrdila jejich prikaznost hladinou statistické vyznamnosti p = 0,016 (obr. 4.14).
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Obr. 4.12: Vysledek PCA — porovnani pted a po aplikaci AKH I, -1, -IIT u jednotlivych

vzorku.

Obr. 4.12 prezentuje jednotlivé vzorky vynesené soucasné stypem oSetfeni
(kont. - bez oSetfeni, AKH 1, 2, 3 — po oSetieni pfisluSnymi AKH). Grafické znazornéni
v prostoru ukazuje zménu ve slozeni mastnych kyselin a to z98,3 % vysvétlené

variability ve sméru osy x. Lapidarné feceno, AKH I plisobi na saranceti nejmensi
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zménu, kdezto AKH II ma na zménu slozeni mastnych kyselin v hemolymf€ nejvétsi

viiv.
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Obr. 4.13: Vysledek PCA — porovnani pied a po aplikaci AKH se zaméfenim na zménu

v obsahu mastnych kyselin.

Obr. 4.13 je grafickou reprezentaci téze PCA analyzy, kde jsou vyneseny
jednotlivé mastné kyseliny oproti oSetfenim, coz nam elegantné popisuje, které mastné
kyseliny jsou nejvice ovlivnény jednotlivymi AKH. AKH I nejvice plisobi na kyselinu
C18:0 (stearova kyselina). AKH II plsobi obecné na vSechny mastné kyseliny
vyskytujici se pobliz osy x, a AKH III plisobi nejvice na nenasycené kyseliny s 18ti

uhliky a také na mastnou kyselinu C 14:0.
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Obr. 4.14: Vysledna data PCA, RDA a Monte Carlo testu.
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4.2 Analyza mastnych kyselin v triglyceridech

Mastné kyseliny, které se vyskytuji v triglyceridech tukového télesa, se stanovuji
stejnou metodou jako diglyceridy v hemolymfé. Nejdiive se vypitva tukové téleso
z pokusného hmyzu, které se podrobi stejnym procedurdam jako hemolymfa a to

extrakce dle Folcha'"

, separace pomoci SPE techniky (pfiloha 10.2), derivatizace
prislusné frakce (ptiloha 10.3) a nasledovna plynova chromatografie s plamenovou
detekci - FID (kapitola 3.3). SPE provadime kvili pfitomnosti fosfolipidl, které jsou
obsazeny ve vSech bunécnych sténdch ptislusné tkané, tedy tukového télesa. Vyskyt
samotnych DG v tukovém télese je pouze na metabolické urovni a jejich mnozstvi je tak

nizké, ze v podstaté neovlivituje zastoupeni jednotlivych matnych kyselin.
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Obr. 4.15: Chrom. zaznam analyzy tukového télesa (ISHC22 — interni standard)

Na obr. 4.15 je vidét vyskyt mastnych kyselin o vysokém poctu uhliki,
respektive vyssim jak 18, které se netiastni samotné energetické aktivace, jelikoz jejich
pritomnost v transportni formé DG neni pozorovana (jak doklada graf na obr. 4.16). D4

se tedy tvrdit, Ze tukové téleso obsahuje dva typy TG. Jeden typ slouZzi jako energeticky
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zasobnik a druhy typ, ktery se podili na vytvareni metabolicky dulezitych latek, jako
jsou prostaglandiny vejcovodl ¢i rizné druhy feromont. Toto tvrzeni je pouze na bazi
spekulace a je potieba jesté¢ dalSiho vyzkumu v této oblasti fyziologie a biochemie

hmyzu.

Zastoupeni mastnych kyselin v DGs a TGs
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Obr. 4.16: Sloupcovy graf srovnavajici zastoupeni jednotlivych FA v hemolymf¢ a

v tukovém télese.

V grafu na obr. 4.16 je porovnani zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin

v triglyceridech tukového télesa (fialové) a diglyceridech hemolymfy (zelené).
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5. DISKUSE

Lipidy extrahované z biologického vzorku jsme separovali pomoci SPE. Vyuzili
jsme metodu uvedenou v priloze 10.2, ktera byla vyzkousena (kolonky, sorbent a
postup) a modifikovana Mgr. Janem Okrouhlikem (Gstni sdéleni). Pomoci této metody
dosahujeme velmi dobrych vysledkl separace lipida do tii tfid podle polarity. K metodée
neni nutné slozité vybaveni a je obvyklou rutinni separa&ni metodou @+ '”.

V laboratofi existuje jiz zavedeny postup derivatizace (ptiloha 10.3), jehoz
spolehlivost byla ovéfena laboratorni praxi. Navod byl sestaven na zakladé prace
Heleny Zahradnickové et al. ©”. K této metodé derivatizace neni nutné specialni
vybaveni, neni narocnd na chemikalie a probihd za laboratorni teploty na rozdil od
jinych slozitych metod * ' 2% které prinaseji vysledky stejné kvality. Tato metoda
derivatizace je tedy velmi rychlé, opakovatelnd a svou jednoduchosti pfevySuje ostatni

derivatizacni techniky.

Metoda ke stanoveni obsahu mastnych kyselin pomoci GC/FID trva jen 15 min.
a je vyhodnocovana s pouzitim metody vnitiniho standardu na zakladé ploch pika
methylestert piislusSnych mastnych kyselin. Technika plynové chromatografie
s vyuzitim plamenového ioniza¢niho detektoru se ukazuje jako velmi vhodnd k analyze
mastnych kyselin, jak dokladaji &lanky Eduarda Kraffeho et al.*”), Wendy Applequist et
al® a Guohua Zhao et al.®". Nami ziskané eluéni pofadi FA jsou obdobné jako u

€2y

chromatogramt prezentovanych v pracich M. A. Masooda, N. S. Jr a [. Bondia-

Pons et al. 7.

Vzhledem ke komplexnosti dat byla pouZzita ordinac¢ni statisticka analyza (PCA)
viz obr. 4.11, kterd je vhodna prave pro tento typ dat. Byl pouzit program CANOCO for
Windows v.4.2, tento program je designovan a pouzivan na Ptirodovédecké fakulte
Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich jiz od roku 1998 a v praxi se mnohokrat
osveédcil. PCA analyza jasné prokazuje nasSi hypotézu, a to, ze zastoupeni mastnych
kyselin v heamolym{€ sarancete se bude po aplikaci riznych druht AKH lisit. Graficky

vystup z PCA analyzy byl potvrzen redundan¢ni analyzou (RDA, redundancy analysis),
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kdy v Monte Carlo statistickém testu bylo dosazeno hladiny statistické vyznamnosti p =
0,016. Podobnych vysledki plisobeni jednotlivych AKH bylo dosaZeno i v praci AleSe
Toméaly et al. @ za pomoci HPLC/MS.
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorku
hemolymfy sarancete stéhovavého pomoci techniky GC/FID. M¢éteni provedena v této
praci prokazala, ze pouzitd metodika poskytuje dostatecné informace k presné
identifikaci jednotlivych mastnych kyselin a tim podava detailngjSi popis zmeén
v obsahu mastnych kyselin po podani adipokinetického hormonu. Zjisténé skutecnosti
prispivaji k rozsiteni znalosti o0 metabolismu lipidd u hmyzu. Technika odbéru, piipravy
a samotného méfeni vzorkii mohou poslouzit k ziskdni cennych informaci v oblasti

mediciny.

Analyza provedend pomoci GC/FID je t¢inna a ¢asové nenaro¢nd i pro detekci
vysSich mastnych kyselin. Tato metodika podavd nejen informace o zastoupeni
mastnych kyselin, ale také umoznuje ziskani redlnych koncentraci jednotlivych kyselin
s vyuzitim metody standardniho pfidavku. Technika GC/FID poskytuje komplementarni
data k hmotnostnim spektrim ziskanym pomoci LC/MS. Zjisténi reten¢nich Casu i
hmotnostnich spekter vyrazné zjednodusSuje identifikaci slozek vzorku. Pomoci této
metodiky lze analyzovat celou fadu mastnych kyselin ve velmi malém objemu télni

tekutiny nebo tkang.

Velmi dobfe se osvédCila metoda SPE a také derivatizace methanolatem
sodnym. Metoda SPE umoznuje zpracovani vice vzorkli najednou a velmi dobie odd¢li
molekuly cilovych diglyceridi od, pro nas ucel odpadnich, fosfolipidii majicich pouze
funkci v transportnim lipoproteinu. Derivatizace vzorku trvé piiblizné 30 min., probiha

za laboratorni teploty a vyuZzivaji se pii ni pouze bézné dostupné chemikalie.

Ptredpokladané hypotéza - da se predpokladat, ze zastoupeni mastnych kyselin v
hemolymf¢ sarancete se bude po aplikaci rtiznych druhtt AKH lisit - se potvrdila.
Zastoupeni mastnych kyselin v hemolymf€ sarancete st€éhovavého se po aplikaci
riznych druhit AKH zménilo, a to konkrétné navySenim obsahu vSech sledovanych

mastnych kyselin. Pomoci ordinac¢nich statistickych metod (PCA) se nam také podatilo
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prokéazat, ze kazdy ze tii druhi AKH ma na slozeni mastnych kyselin v DG

v hemolymf¢€ jiny vliv. Kvantitativné nejvetsi zménu pak ptisobi hormon AKH II.

Ziskand data budou pouzita v mezinarodni publikaci: Locust adipokinetic
hormone mobilizes lipids selectively. Autofi: Ale§ Tomcala, Iva Bartl, Petr Simek a

Dalibor Kodrik.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA kyselina arachidonova

AKH adipokinetické hormony
CHCl; chloroform

CI chemickd ionizace

CNS centralni nervovy systém

DG diacylglycerol, diglycerid
DHA kyselina docosahexaenova
DM-2 diabetes mellitus druhého typu
ECD detektor elektronového zachytu
EFA esterifikované mastné kyseliny
EI ionizace ndrazem elektronil
EPA kyselina eicosapentaenova
EtOH ethanol

FA mastné kyseliny

FAME methylestery mastnych kyselin
FID plamenovy ioniza¢ni detektor
GC plynova chromatografie

GC/FID plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem

GLC plynova rozdélovaci chromatografie
GSC plynové adsorp¢ni chromatografie

HDLp lipophorin o vysoké hustoté

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
IC8 isooktan

LC kapalinova chromatografie

HPLC/MS vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci MS
LC-PUFA polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem
LDLp lipophorin o nizké hustoté

meq/g miliekvivalent na gram sorbentu
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MS hmotnostni spektrometrie
NEFA neesterifikované mastné kyseliny
PCA analyza hlavnich komponent

PLS-LDA metoda parcialnich nejmensich ¢tverct - linearni diskriminantni analyza

RDA redundanéni analyza

RT retencni ¢as

SPE extrakce na tuhou fazi

TCD tepeln¢ vodivostni detektor — katarometr
TG triacylglycerol, triglycerid
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9. KLICOVA SLOVA
Derivatizace / derivatization
Extrakce na tuhou fazi (SPE) / solid phase extraction
Lipidy / lipids
Mastné kyseliny / fatty acids
Plynovéa chromatografie s plamenovym ionizacnim detektorem (GC/FID) /

gas chromatography with flame ionization detector
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10. PRILOHY

10.1 Extrakce lipida z biologického vzorku

Extrakéni medium: chloroform : methanol (2 : 1).

Vzhledem k pouziti chloroformu je velmi dualezit¢é vyvarovat se kontaktu

extrakéniho média s jakymikoliv plasty, proto pro samotnou homogenizaci a extrakci

pouzijeme sklenéné nadobi.

Pfed samotnou extrakci probublame extrakéni medium dusikem, ¢imz

odstranime kyslik z média a zabranime tak ptipadné oxidaci lipidi.

Postup:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

8)

9)

Vypreparovanou tkan (cca 50 mg) pievedeme do sklenéného homogenizatoru s
0,5 ml extrak¢niho média. Homogenizator je neustale podchlazen v ledu.
Provedeme homogenizaci tkdn¢ (n€kolika pohyby tloucku v homogenizatoru,
zélezi na povaze vypreparované tkang).

Centrifugujeme na 5000 g po 10 minut pii 4 °C, posbirame supernatant S1
(pouzijeme hamiltonovy stiikacky).

Rehomogenizujeme zbyly pelet s noveé piidanym 0,5 ml extrakéniho média.
Centrifugujeme na 5000 g po 10 minut pii 4 °C, posbirdme supernatant S2.
Spojime supernatanty (S1+S2).

K supernatantiim ptiddme 0,5 ml 0,1M octanu amonného a promichame.
Centrifugujeme na 5000 g po 10 minut pii 4 °C, posbirdme spodni organickou
fazi obsahujici lipidy.

Organickou ¢ast vysusime v proudu dusiku a uskladnime za -80 °C do doby

analyzy.

Ptiprava vzorku na analyzu: vzorek rozpustime v 0,5 ml CHClI; stabilizovaného EtOH.
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10.2 SPE (solid phase extraction) lipidia

Pro naSi potiebu se nejlépe odsvédcily kolonky BondElut firmy Varian inc.

s 500 mg sorbetu na bazi NH,.
K extrakci je nutné zatizeni na vytvoreni podtlaku (obr. 3.2).

Vymyvaci roztoky: roztok A: chloroform : propanol (2: 1),

roztok B: 2% kyselina octova < diethylether,

roztok C: methanol.

Postup:

1) Kondiciovani kolonky: naneseme 4 ml n-hexanu, nechdme prokapat, dokud
kolonka nezbéla (je suchd) a hned nanasime vzorek.

2) Naneseme vzorek 100 pl — vzorek musi byt rozpustén v CHCl; ~ EtOH
(nanaSime hamiltonovou stfikackou).

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

4) Vypneme vakuum a nalijeme roztok B, pot¢ vyménime vialky na odbér
jednotlivych frakci. Pak opét zapojime vakuum a nechame prokapat roztok B.

5) Opakujeme krok 3 s roztokem C.

Predpokladany vysledek: frakce A: 4 ml — TG a DG,

frakce B: 4 ml — volné mastné kyseliny,

frakce C: 4 ml — fosfatidylethanolamin, fosfatidylcholin

a sfingomyelin.
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Ptiprava vzorku pro derivatizaci: vSechny frakce pomoci vakuové odparovacky

speedvac odpaiime do sucha a rozpustime ve 100 ul CHCl; stabilizovaného EtOH.
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10.3 Priprava methylestertii mastnych kyselin

Reakce je provadéna ve sklenénych lahvickach k derivatizaci o objemu 1 ml

(obr. 3.4). Po né¢kolika métenich byl jako optimélni vnitfni standard vyhodnocen

uhlovodik C:22 o koncentraci 20 ng/ul rozpustény v isooktanu. V postupu jsou

k davkovani vyuzivany hamiltonovy stfikacky (obr. 3.4) a k odbéru hexanové vrstvy je

pouzivana automaticka mikropipeta. Ptiprava slepé zkousky probiha podle uvedeného

postupu s vyjimkou v 1. bodé¢ (je davkovan pouze vnitini standard).

Postup:

1)

2)
3)

4)

5)
6)
7
8)
9)

Ke vzorku ptiddme 50 pl interniho standardu (20 ng/ul < IC8) a obsah odpaiime
dusikem.

Ptfidame 50 ul n-hexanu.

Ptidame 100 pl 2M methanolatu sodného (sodium methoxide — piipravime tak,
ze rozpustime 0,46 g ¢istého Na v 10 ml suseného methanolu).

Utésnime derivatizacni lahvicku, siln¢ protiepeme (10 vtefin) a poté nastavime
vortex na slabsi tfepani (15 minut).

Ptidame 100 pl n-hexanu.

Ptidame 240 pl HCI (1M ve vodg).

Prottepeme a upravime pH na hodnotu 5.

Odebereme horni hexanovou vrstvu (do lahvicky).

Opét ptidame 200 pl n-hexanu.

10) Protiepeme, odebereme horni hexanovou vrstvu a pfidime ji k predchozi

hexanové vrstvé.

11) Spojené hexanové faze odpafime do sucha.

12) Piidame 100 pl IC8 a ddme méfit (nutné vialky s inzertem).
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