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Abstract

Eicosanoids play an important role in the ongoing inflammation in the human body.
Eicosanoids are formed by the enzymatic or non-enzymatic oxidation mainly from arachidonic acid
or other polyunsaturated fatty acids. Ultrahigh-performance liquid chromatography (UHPLC) coupled
to negative-ion electrospray ionization mass spectrometry with triple quadrupole analyzer was used for
the analysis of eicosanoids. Eicosanoids were separated in reversed-phase mode using Acquity UPLC
BEH C18 (2.1x150 mm, 1.7 pm) column. All important parameters, such as turbo ion spray source
temperature, nebulizer, and turbo gas flow have been optimized to achieve the highest sensitivity for
subsequent selected reaction monitoring (SRM) transitions. The collision energy was optimized for
each precursor / product ion pair used for SRM detection. This method will be applied to samples of
human plasma.

Souhrn

Eikosanoidy hraji dilezitou roli pfi probihajicim zanétu v lidském téle. Vznikaji enzymatickou
i neenzymatickou oxidaci arachidonové kyseliny a jinych polynenasycenych mastnych kyselin.
Pro analyzu eikosanoidi byla pouzita ultravysokouc¢innd kapalinovd chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (UHPLC/MS) pracujici v negativnim modu elektrosprejové ionizace
a s pouzitim trojitého kvadrupélového analyzatoru. Analyty byly separovany na koloné¢ Acquity UPLC
BEH C18 (2.1x150 mm, 1.7 pum). VSechny dilezit¢ parametry iontového zdroje, jako teplota
iontového zdroje a prutoky plynti, byly optimalizovany tak, aby byla ziskdna nejvetsi citlivost pro
naslednou SRM (Selected reaction monitoring) metodu. Kolizni energie byla optimalizovana pro
kazdy prekurzor/produkt iontovy par vyuzitim SRM detekce. Tato metoda bude nasledné aplikovana
na vzorky lidské plazmy.

1. Uvod

Eikosanoidy jsou bioaktivni derivaty skupiny polynenasycenych esencialnich
mastnych kyselin (napf. kyseliny arachidonové¢), které se ucastni ftady dualezitych
fyziologickych funkci a procest vCetné zanétu [1]. Zanét je komplexni kaskadovy proces
generujici odpoveéd’ na vnéj$i/vnitini podnéty a podilejici se na patogenezi fady onemocnéni

[2]. Mnoho eikosanoidi je spojeno s onemocnénim srdce, rakoviny nebo artritidy [1].
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Eikosanoidy se vytvareji enzymatickou cestou, a to prostfednictvim cyklooxygenazy
(COX), lipoxygenazy (LOX) a cytochromu P450 (obrazek 1). Pomoci enzymu COX vznikaji
produkty jako prostaglandiny a tromboxany. Hydroxyeikosatetranové kyseliny (HETE) a
leukotrieny jsou produkty vznikajici zejména pomoci enzymu LOX, zatimco
epoxyeikosatrienové kyseliny (EET) a nékteré HETE jsou produkty vznikajici pomoci
enzymu P450. Vedle eikosanoidt existuji i metabolity — resolviny - vznikajici enzymaticky
Z kyseliny dokosahexanové (DHA) a metabolity - hydroxyoktadekadienové kyseliny (HODE)
- vznikajici z kyseliny linolové. Resolviny 1 HODE se generuji prostfednictvim enzymu LOX.
Krom¢ enzymatické cesty mohou eikosanoidy vznikat i neezymatickou cestou. V tomto

ptipad¢ se jedna o isoprostanoidy, které vznikaji peroxidaci z arachidonové kyseliny [3].
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Obrazek 1: Schéma tvorby eikosanoidt [4]

Tento plny enzymaticky proces generuje tadu eikosanoidii S velmi podobnymi
strukturami, které jsou odvozené od kyseliny arachidonové nebo jiné polynenasycené mastné
kyseliny. A prévé kvili této skuteCnosti je jejich anal}'lza slozZita, coz se tyka Zejména
lipidovych metabolit (napt. glycerolipidy, steroly, ceramidy a jin¢). Nicméné pravé pii
probihajicim zanétu v téle se jejich hladina v plazmé méni, coz mize byt velice napomocné

pfi stanoveni patogeneze onemocnéni [1,5].
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Drtive byly eikosanoidy analyzovany pomoci enzymatickych imunosorbentnich testa
(EIA) nebo pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC/MS).
Nevyhodou téchto metod je v ptipadé EIA nemoznost analyzovat vice analytd najednou a
v ptipadé¢ GC/MS nutnost derivatizace. Progresivni metodou pro analyzu téchto lipidovych
metabolitl je kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC/MS) [1].
Vzhledem k pfitomnosti karboxylové skupiny se pro analyzu eikosanoidli nejcastéji vyuziva
elektrosprejova ionizace ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii a kapalinovou
chromatografii (LC/ESI-MS/MS) v negativnim ionizaénim modu. V piipadé kvantifikace
eikosanoidi se vyuziva selektivniho zaznamu iontovych reakci (Selected Reaction
Monitoring, SRM), protoze poskytuje piesné informace diky vysoké citlivosti a selektivité
bez derivatiza¢niho kroku [2,6].

Kapalinova chromatografie pfedstavuje nejrozsifejnéjsi metodu pro separaci Sirokého
spektra eikosanoidii. Vyuziva systému reverznich fazi (RP) provadénych hlavné na kolonach
C18 nebo C8, které pro separaci isobarickych eikosanoidl poskytuji nejvyssi selektivitu [7,8].

Cilem této prace byla optimalizace MS podminek pro analyzu eikosanoidi tak, aby
bylo docileno nejlepsi citlivosti a selektivity. Jednalo se predevSim o zjiSténi optimalni kolizni
energie jednotlivych metaboliti pro nasledné SRM skeny, a poté aplikaci SRM metody na

realny vzorek lidské plazmy.

2. Experimentalni ¢ast
2.1 Chemikalie a standardy

Pouzitd rozpoustédla (acetonitril, 2-propanol) odpovidala cistoté¢ pro gradientovou
HPLC eluci (Sigma-Aldrich, St. Loius, USA). Redestilovana voda byla pfipravovana na
pristroji Milli-Q Reference Water Purification System (Molsheim, France).

8R-hydroxy-4Z,6E,10Z-hexadekatrienova  kyselina  (tetranor-12-HETE), 12S-
hydroxy-5Z,8E,10E-heptadekatrienova kyselina (12-HHTYE), 13-0x0-9Z,11E-
octadekadienova kyselina (13-OxoODE), 9-0x0-10E,12Z-octadekadienova kyselina (9-
Ox0ODE), 13S-hydroxy-9Z,11E,15Z-octadekatrienova kyselina (13-HOTrE), (+)13-
hydroxy-9Z,11E-octadekadienova kyselina (13-HODE), (£)9-hydroxy-10E,12Z-
oktadekadienova kyselina (9-HODE), (+)12,13-dihydroxy-9Z-octadekanova kyselina (12,13-
DIHOME), (+)15-hydroxy-52,87,117,13E,17Z-eikosapentanova kyselina (15-HEPE), (£)5-
hydroxy-6E,82,117,14Z,17Z-cikosapentanova  kyselina  (5-HEPE), (£)11,(12)-epoxy-
57,8Z7,147Z-cikosatrienova kyselina (11,12-EET), (£)5,6-epoxy-82,11Z,147Z-¢eikosatrienova
kyselina (5,6-EET), (£)12-hydroxy-52,8Z,10E,14Z-eikosatetranova kyselina (12-HETE),
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(£)15-hydroxy-57,82,117,13E-eikosatetranova  kyselina  (15-HETE), (%)11-hydroxy-
57,87,12E,14Z-cikosatetranova  kyselina  (11-HETE), (+)5-hydroxy-6E,82,117,14Z-
eikosatetranova kyselina (5-HETE), 15S-hydroxy-8Z,11Z7,13E-eikosatrienova kyselina (15-
HETrE), 9S-hydroxy-11,15-dioxo-2,3,4,5-tetranor-prostan-1,20-diova kyselina (tetranor-
PGDM), 9-oxo-15S-hydroxy-5Z,10Z,13E-prostatrienova kyselina (PGA2), 11-0x0-15S-
hydroxy-5Z,9,13E-prostatrienova  kyselina  (PGJ2), 9S-hydroxy-11-oxo0-5Z,12E,14E-
prostatrienova  kyselina  (15-deoxy-6-12,14-PGD2), 15S-hydroxy-9-0x0-5Z,8(12),13E-
prostatrienova  kyselina  (PGB2), (%)5,6-dihydroxy-8Z,117,14Z,17Z-eikosatetraenova
kyselina (5,6-DIHETE), 5S,15S-dihydroxy-6E,82,10Z,13E-eikosatetranova kyselina (5,15-
DIHETE), 8S,15S-dihydroxy-5Z,9E,117,13E-eikosatetranova kyselina (8,15-DIHETE),
5S,12R-dihydroxy-6Z,8E,10E,14Z-¢cikosatetranova kyselina (LTB4), 5S,12R-dihydroxy-
6E,8E,10E,14Z-cikosatetranova kyselina (6-trans LTB4), (+)14,15-dihydroxy-52,82,11Z-
eikosatrienova kyselina (14,15-DIHETrE), (£)5,6-dihydroxy-82,117,14Z-¢eikosatrienova
kyselina (5,6-DIHETYE), 14S-hydroxy-4Z,7Z,10Z,12E,16Z,19Z-dokosahexanova kyselina
(14-HDoHE), (x)4-hydroxy-5E,72,10Z,13Z,16Z,19Z-dokosahexanova kyselina (4-HDoHE),
9,15-dioxo-11R-hydroxy-5Z-prostanova kyselina (13,14-dihydro-15-keto-PGE2), 9S,11R-
epidioxy-15S-hydroxy-5Z,13E-prostadienova kyselina (PGHZ2), 9-oxo-11R,15S-dihydroxy-
5Z,13E-prostadienova kyselina (PGE2), 9S,15S-dihydroxy-11-0x0-5Z,13E-prostadienova
kyselina (PGD2), 9S,11R-dihydroxy-15-0x0-5Z,13E-prostadienova kyselina (15-keto-
PGF2a), 9S,11S-dihydroxy-15-0x0-5Z-prostanova  kyselina  (13,14-dihydro-15-keto-
PGF2a), 9S,11R,15S-trihydroxy-5Z,13E-prostadienova kyselina (PGF2a), 9S,11R,15S-
trihydroxy-5Z,13E-prostadienova kyselina - cyklo[8S,12R] (8-iso-PGF2a), (+)19,20-
dihydroxy-47,77,10Z,13Z,16Z-dokosapentanova kyselina (19,20-DiHDPE), 9a,11,15S-
trihydroxythromba-5Z,13E-dien-1-ova kyselina (TXB2), 6-0x0-9S,11R,15S-trihydroxy-13E-
prostanova kyselina (6-keto-PGFla) a 7S,8R,17S-trihydroxy-4Z,9E,11E,13Z,15E,19Z-
dokosahexanova kyselina (resolvin D1) standardy byly zakoupeny od firmy Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Standardy mastnych kyselin - 6Z,9Z,12Z-oktadekatrienova
kyselina (y-linolenova kyselina), 9Z,127,15Z-oktadekatrienova kyselina (a-linolenova
kyselina), 47,72,102,137,16Z,19Z-dokosahexanova kyselina (DHA) a 57,82,112,142,17Z-
eikosapentanova kyselina (EPA) byly zakoupeny od firmy Nu-Chek-Prep (Elysian, MN,
USA).
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2.2 Priprava vzorki

Zasobni roztok obsahujici 43 standardi eikosanoidii a 9 standardd mastnych kyselin o
koncentraci 5000 pg/ul byl pfipraven v ethanolu. Déle byl zasobni roztok odpaten pod
dusikem a opét rozpustén v mobilni fazi A (acetonitril/voda/kys. octova (45/55/0,02, v/v/v)).

Vzorek krevni plazmy byl zpracovan extrakci pevnou fazi. 500 pl plazmy bylo
smichano s 1,5 ml smési methanolu a vody (10/90, v/v) a fadn¢ promichéno. Dale byl roztok
plazmy centrifugovan (Hettich® EBA 20 centrifuge EBA 20) po dobu 10 minut pfi 6000
otackach. Samotnad extrakce eikosanoidi byla provedena na extrakéni polymerni kolonce
Strata™ - X 33 um (200 mg/3 mL) — reverzni faze. SPE kolonka byla nejprve kondiciovana
3 ml methanolu a poté vodou (3 ml). Po kondicionaci byly na kolonku naneseny 2 ml vzorku
plazmy a nasledné byly eikosanoidy eluovany 3 ml methanolu. Extrakt byl odpafen pod
dusikem a rozpustén v 50 pl mobilni faze A (acetonitril/voda/kys. octova (45/55/0,02, v/v/v)).
Nakonec byl extrakt centrifugovéan po dobu 1 minuty pti 6000 otackach.

2.3 UHPLC/MS podminky

Analyzy byly provadény na kapalinovém chromatografu Agilent 1290 Infinity Series
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) spojeném s hmotnostnim spektrometrem
ABSciex 6500 QTRAP s trojitym kvadrupdlem a Turbo V iontovym zdrojem.

Parametry kapalinového chromatografu byly nasledujici: Acquity UPLC BEH C18
kolona (2.1x150 mm, 1.7 um, Waters), ddvkovany objem 1 pl, teplota kolony 40°C. Mobilni
faze A obsahovala acetonitril — H,O — kyselinu octovou (45/55/0,02, v/v/v) a mobilni faze B
acetonitril — 2-propanol (50/50, v/v). Gradientovy program je zobrazen v tabulce I. Prutok
mobilni faze byl 0,4 ml/min, pficemz doba analyzy byla 14 min a poté nasledoval promyvaci
krok (14 — 20 min).

Hmotnostni spektrometr pracoval v negativnim modu a v hmotnostnim rozsahu m/z 50
— 500. Parametry iontového zdroje byly nasledujici: napéti kapilary -4,5 kV, teplota 525°C,
hodnota zmlzujiciho plynu (GS1) 50 psi, turbo plynu (GS2) 50 psi a ,,curtain® plynu (CUR)
10 psi. Pro MS/MS a MRM analyzu eikosanoidi byly dal$imi parametry: kolizni plyn (CAD)
= medium, deklasterujici potencial (DP) = -80 V, vstupni potencial (EP) = -10 V a potenciél
kolizni cely (CXP) =-25 V. Kolizni energie (CE) byly optimalizovany pro kazdy metabolit.
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Tabulka I. Gradientovy program pro HPLC

Cas [min] Mobilni faze A [%0] Mobilni faze B [%]

0 98 2
12,0 38 62
12,1 1 99
135 1 99
13,6 1 99
14,5 1 99
15,0 98 2
20,0 98 2

3. Vysledky a diskuze

Prvnim krokem byla optimalizace iontového zdroje, pfi¢emz na zacatku se vychazelo
Z doporuceni od vyrobce. Pfi prutoku 0,4 ml/min je doporucena teplota iontového zdroje 400
— 500°C, pticemz je lepsi vyssi teplota, kterd udrzuje iontovy zdroj Cisty. U GS1 jsou
doporucené hodnoty od 20 — 60 psi, u GS2 od 20 — 50 psi. Tato optimalizace byla provadéna
na standardni smési eikosanoidi. Optimalizovana byla teplota 500, 525, 550 a 575°C, pti
teploté¢ 525°C byla dosazena nejlepsi citlivost. Pritoky plynd byly optimalizovany pro
hodnoty 50 a 60 psi, pficemz lepsi citlivost byla pozorovana pii hodnoté 50 psi. Pfi nizsich
hodnotach (teplota 400°C a pritoky plynt 30, 40 psi) dochazelo k nezadoucimu jevu, a to
k tvorbé kapicek v iontovém zdroji zpiisobenych vyssim obsahem vody v mobilni fazi.

Dalsi fazi byla fragmentace jednotlivych eikosanoidil pfi riznych koliznich energiich.
Z fragmentace byl vybran prekurzor/produkt iontovy par, pficemzZ cilem bylo vybrat
nejintenzivnéj$i produktovy ion a nasledné i kolizni energii, pii které bylo docileno nejlepsi
citlivosti. U vSech eikosanoidl je pozorovana ztrata vody (18) a ztrata CO; (44). Ztrata vody
je typicka u vSech latek obsahujici kyslik a neni tedy vhodné tento pfechod zahrnovat do SRM
metody. U vétSiny standardd  eikosanoidi dochazi k nejintenzivnéjsi fragmentaci u
hydroxylové skupiny, resp. u karbonylové skupiny. V pfipadé mastnych kyselin je
nejintenzivngjsi fragmentaci ztrata CO; (44). Optimalizované kolizni energie a SRM piechody

pro jednotlivé standardy jsou uvedeny v tabulce I1.
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Tabulka Il. Optimalizace SRM piechodt

Standard [M-H]" | Kolizni energie | Hlavni produkt| Produktové ionty | tz [min]
tetranor-12-HETE 265 -16 109 221, 205, 165, 139, 109 5,29
12-HHTrE 279 -17 179 261, 217, 179, 135 5,47
13-HOTrE 293 -21 195 275, 223, 224, 195 6,36
13-OxoODE 293 -26 113 249, 195, 167, 113 7,94
9-OxoODE 293 -27 185 275, 249, 197, 185, 125 8,34
13-HODE 295 -25 195 277, 195 7,65
9-HODE 295 -23 171 277,195,171 7,82
12,13-DiHOME 313 -30 183 295, 277, 195, 183, 129 4,67
15-HEPE 317 -17 219 299, 255, 219, 175 6,74
5-HEPE 317 -17 255 299, 255, 201, 175, 115 7,61
15-HETE 319 -17 219 301, 257, 219, 175 7,95
11-HETE 319 -17 167 301, 167 8,38
12-HETE 319 -20 179 301, 257, 179, 135 8,62
5-HETE 319 -18 257 301, 257, 203, 115 9,28
11,12-EET 319 -17 167 301, 257, 179, 167 9,9
5,6-EET 319 -17 191 301, 209, 191 10,37
15-HETrE 321 -22 221 303, 259, 221 8,84
tetranor-PGDM 327 -22 247 309, 267, 247 0,88
PGA2 333 -20 271 315, 271, 235, 189 3,06
PGJ2 333 -20 189 315, 271, 233, 189 3,21
PGB2 333 -25 235 315, 271, 235, 175 3,21
15-deoxy-12,14 PGD2 333 -20 271 315, 271, 203 4,44
8,15 DIiHETE 335 -21 235 317, 273, 235, 155 3,76
5,15-DiHETE 335 -18 173 317, 255, 201, 173, 115 4,05
6-trans LTB4 335 -22 195 317, 273, 195 4,13
LTB4 335 -20 195 317, 273, 195 4,39
5,6- DIHETE 335 -26 145 317, 145 5,47
14,15-DiHETrE 337 -22 207 319, 257, 207, 263, 129 5,35
5,6 -DiHETrE 337 -23 145 319, 191, 145 7,19
14-HDoHE 343 -20 205 325, 281, 205, 161 8,3
4-HDoHE 343 -15 281 325, 281, 101 9,51
PGH2 351 -20 271 333, 315, 271, 233, 189 1,77
PGE2 351 -23 271 333, 315, 271, 189 1,77
15-keto-PGF2a 351 -23 219 333, 315, 289, 219 1,92
PGD2 351 -23 271/233 333, 271, 233, 189 1,93
13,14-dihydro-15-keto-PGE2| 351 -21 315 333, 315 2,41
8-iso-PGF2a 353 -28 193 309, 291, 255, 193 1,42
PGF2a 353 -30 309 335, 309, 291, 193 1,62
13,14-dihydro-15-keto-PGF2 353 -33 291 291, 195, 183 2,35
19,20-DiHDPE 361 -23 273 343, 273, 229 5,29
6-keto-PGFla 369 -30 245 315, 245, 207, 163 1,13
TXB2 369 -21 195 195, 169 1,44
Resolvin D1 375 -21 141 357, 233, 141 2,27
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EPA 301 -20 257 257,203, 151 11,77
a-linolenova kys. 277 -21 233 233, 205, 179 12,10
y-linolenova kys. 277 -19 233 233, 205, 179 12,30

DHA 327 -19 283 283, 229, 191 12,73
Arachidonova kys. 303 -20 259 259, 205, 177 13,00

Chromatogram SRM piechodi je zobrazen na obrazku 2, kde pik 1: tetranor PGDM,
pik 2: 6-keto-PGF1a, pik 3: 8-is0-PGF2a; TXB2, pik 4: PGF2q, pik 5: PGE2, pik 6: 15-keto
PGF2a; PGD2, pik 7: 13, 14 dihydro-15-keto-PGF2a; Resolvin D1, pik 8: PGA2, pik 9:
PGJ2, pik 10: 8,15-DIHETE, pik 11: 515-DiHETE; 6-trans-LTB4, pik 12: 15 deoxy-6-
12,14-PGD2; LTB4, pik 13: 12, 13-DIiHETE, pik 14: tetranor-12-HETE; 19,20-DiHDPE;
14,15-DIHETE, pik 15: 5,6-DIHETE; 12-HHTTE, pik 16: 13-HOTTE, pik 17: 15-HEPE, pik
18: 5,6-DIHETE, pik 19: 13-HODE, 5-HEPE, pik 20: 9-HODE, pik 21: 13-OxoODE; 15-
HETE, pik 22: 9-OxoODE; 11-HETE; 14-HDoHE, pik 23: 12-HETE, pik 24: 15-HETTE, pik
25: 5-HETE, pik 26: 4-HDoHE, pik 27: 11, 12-EET, pik 28: 5,6-EET, pik 29: EPA, pik 30:
a-linolenova kyselina, pik 31: y-linolenova kyselina a pik 32: DHA.

SRM piechody byly vybrany tak, aby i pfi koeluci bylo mozné separovat jednotlivé
analyty s ohledem na vysokou citlivost a selektivitu. Napiiklad 19,20-DiHDPE a tetranor-12-
HETE maji stejny reten¢ni ¢as (5,29 min), ale SRM piechod u 19,20-DiHDPE je 361 — 273 a
u tetranor 12-HETE je 265 — 109. Naopak 11-HETE a 11,12-EET maji stejny SRM piechod
319 — 167, ale retencni Cas je rozdilny (11-HETE: 8,38 min, 11, 12-EET: 9,9 min).
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Obrazek 2: Zaznam chromatogramu SRM piechodt pro standardy eikosanoidi a mastnych kyselin
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Tato metoda byla poté aplikovana na realny vzorek lidské plazmy. Zaznam

chromatogramu je zobrazen na obrazku 3.
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Obrazek 3: Zaznam chromatogramu realného vzorku lidské plazmy

Celkem bylo identifikovano 23 eikosanoidi a 5 mastnych kyselin, které jsou uvedeny
v tabulce 3. Problematickym bodem jsou prostaglandiny, kterych je v plazmé velky pocet,
maji velmi podobné struktury a témeéf totozné fragmentace. Z tohoto diivodu je jejich
rozezndni od sebe obtiznéjSi neZ wu jinych eikosanoid jako jsou napiiklad

hydroxyeikosatetranové kyseliny (HETE).

Tabulka I11. Identifikované eikosanoidy a mastné kyseliny v lidské plazmé

Standard | Plasma Standard | Plazma
Metabolit [M-HI'| tz[min] | tg[min] Metabolit [M-H]'| tz[min] | tg[min]
tetranor-12-HETE| 265 5,29 5,26 15-HETrE 321 8,84 8,80
12-HHTrE 279 5,47 5,43 8,15 DIHETE 335 3,76 3,71
13-HOTrE 293 6,36 6,32 5,15-DiHETE 335 4,05 4,02
13-OxoODE 293 7,94 7,90 6-trans LTB4 335 4,13 4,13
9-OxoODE 293 8,34 8,30 14,15-DiHETrE 337 5,35 5,31
13-HODE 295 7,65 7,60 5,6 -DIiHETrE 337 7,19 7,14
9-HODE 295 7,82 7,77 14-HDoHE 343 8,30 8,25
12,13-DiHOME 313 4,67 4,63 4-HDoHE 343 9,51 9,47
15-HEPE 317 6,74 6,69 19,20-DiHDPE 361 5,29 5,25
5-HEPE 317 7,61 7,56 Arachidonic 303 13,00 13,00
15-HETE 319 7,95 7,91 EPA 301 11,77 11,84
11-HETE 319 8,38 8,34 DHA 327 12,73 12,77
12-HETE 319 8,62 8,57 a-linolenic 277 12,10 12,14
5-HETE 319 9,28 9,23 y-linolenic 277 12,31 12,35
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4. Zavér

Pro analyzu eikosanoidi a mastnych kyselin byla zoptimalizovana SRM metoda

s vyuzitim UHPLC/MS. Jednalo se piedev§im o optimalizaci kolizni energie. Nasledné byly

tyto metabolity identifikovany v lidské plazmé pomoci retencnich Casi a fragmentacniho

chovani. Celkem bylo v plazm¢ detegovano 23 eikosanoidli a 6 mastnych kyselin. DalSim

krokem bude validace metody pro kvantitativni analyzu.

Podékovani

Tato prace byla podporovdna grantovym projektem ERC CZ cislo LL1302 Ministerstva

Skolstvi, mladeze a télovychovy.
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