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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva analyzou mastnych kyselin v usnim mazu. Ke stanoveni byla
pouzita metoda tenkovrstvé chromatografie, kde se jednotlivé frakce rozdélily. Zavérecné
méieni jednotlivych frakci probihalo na plynovém chromatografu s plamenoveé-ionizacnim

detektorem.

KLiCOVA SLOVA

Usni maz, chromatografie, tenkovrstva chromatografie, plynova chromatografie
TITLE

Chromatographic analysis of earwax

ANNOTATION

The diploma thesis deals with the analysis of fatty acids in earwax. The method of thin-layer
chromatography was used for determination, where the individual fractions were separated.
The final measurement of individual fractions was performed onagas chromatograph

with a flame ionization detector.
KEYWORDS

Earwax, chromatography, thin layer chromatography, gas chromatography
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UvVOD

Diplomova prace se zabyva analyzou mastnych kyselin v usnim mazu. Usni maz (latinsky
cerumen) je piirozenou produkci sluchového organu ama zpravidla ochrannou funkci
proti vstupu infekce. Muize v§ak dochazet k problémim vedeni zvuku, coz je Casto zptisobeno

nahromadénim uSniho mazu pied bubinkem.

Usni maz ma fadu fenotypu. I podle typu cerumenu lze odlisit etnickou rasu a urcit prostiedi,
ve kterém clovek zije. V poslednich letech se zac¢ind usni maz vyuzivat v fad¢ analyz. Stanovuje
se u n¢j hladina lipidd, proteint a riznych chemickych latek, které ptechazeji do usniho mazu
z krevniho obé&hu. V soucasné dob¢ se zacina cerumen pouzivat K identifikaci biomarkeri
rakoviny. Cilem by méla byt vyssi presnost diagnostiky rakoviny, avSak tyto analyzy jsou
teprve v pocatcich. Cerumen byl tspésné pouzit k diagnostice diabetes mellitus a k odliseni

typu lall.

Cilem diplomové prace bylo prozkoumat hladiny mastnych kyselin u riiznych vékovych skupin

populace.

Prace je rozdélena do dvou hlavnich ¢asti. Prvni je teoretickd, kde je popsano sluchové ustroji
a us$ni maz. Ddle je zde kapitola lipidd, které 1ze nalézt v uSnim mazu a v zavéru teoretické casti

je chromatografie, protoZe kone¢na analyza probihala metodou plynové chromatografie.

Druha ¢ast je vénovana analyze vzorki uSniho mazu u skupiny populace. Vzorky byly
rozdéleny do 4 skupin. Prvni 0 — 30 let, druha 31 — 60 let, tieti 61 — 70 let a ctvrta 1idé starsi
71 let. Ve skupiné byly hodnoceny dohromady muzi a Zeny.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Sluchové ustroji

Ucho je sluchovy orgén s nejvyssi citlivosti ze vSech smysld, kterym pfijimame mechanické
vinéni v rozsahu 16 — 20 000 Hz. Hranice slysitelnosti je relativni a s rostoucim vékem se
vyrazné snizuje. Sluchové Gstroji je uloZeno spolu s receptory pro vnimani polohy a pohybu
¢loveka ve vnitinim uchu. Nesporny vyznam sluchu spoc¢iva v piijimani informaci z vnéjsiho
prostiedi. Sluch clovéka vyrazné zaostava zacitlivosti sluchu mnoha Zivocichd,
avsak pro ¢lovéka ma vyznamny smysl. Je dilezitou soucésti mezilidské komunikace a socialni
interakce. Lidské fe¢i odpovida rozmezi 1000 — 5000 Hz, coz je nejcitlivéjsi oblast vnimani

zvukt (Mourek, 2012; Orel, 2019).

Sluch  pokryva dvé zetri slozek primé mezilidské komunikace — verbdlni (slovni)
a paraverbalni (doprovazejici slovo, zahrnujici mimo jiné ton a vysku hlasu, intonaci, rychlost
reci, vydavané zvuky). Neverbalni slozka komunikace (oznacovana jako 7ec téla,
do které spadaji  gesta, mimika, pohyby, vzddlenosti a dalsi) je registrovina zejména

prostrednictvim zraku (s moznym podilem hmatu a c¢ichu). “ (Orel, 2019 str. 379).

Sluchovy orgén Ize rozlisit dle anatomického a fyziologického hlediska na tfi ¢asti: zevni,

stfedni a vnitini ucho (viz Obrazek 1).

kladivko kovadlinka

‘ napinac¢ bubinku
| | timinek

\

_ovalné okénko

sluchovy nerv
rovnovazné ustroji
. okrouhlé okénko

_ hlemyzd’

bubinek ” Eustachova trubice

boltec  zvukovod

Obrazek 1 — Anatomie lidského ucha. Upraveno podle: (Votava, 2015).
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Zevni ucho (auris externa) je dobie patrnou soucasti usniho ustroji. Sklada se z usniho boltce
a zevniho zvukovodu, ktery je zakoncen bubinkem. Hlavni ulohou je zachytit, koncentrovat

a prenést zvuk, ktery vznika chvénim pevnych téles do stfedniho ucha.

Usni boltec (auricula) ma u ¢lovéka stejné jako u dalSich tvord druhové specificky tvar
s urcitou mirou variability. Poloha i tvar u$niho boltce ovlivituje pifesné smérové slySeni zv1asté
u zvifat, kteii dokazou stadet boltec ve sméru prichazejiciho zvuku. Clovék ma usni boltec
ptivracen k hlavé v tthlu 20 — 40°. Zakladem usniho boltce je elasticka chrupavka, ktera je kryta
tenkou vrstvou kuze. Nejvyraznéj$im utvarem na uchu je vnéjsi kozni zavit boltce (helix),
kde na jeho kranialnim okraji 1ze nalézt Darwiniho hrbolek (tuberculum auriculae Darwin).
Horni okraj boltce lezi na urovni kotfene nosu, dolni ¢ast vybiha v rizné dlouhy usni lalticek

(lobulus auriculae), ktery je tvofeny pouze kizi.

Zevni zvukovod (meatus acusticus externus) ma u ¢lovéka podobu nalevkovité se zuzujici,
lehce zalomené trubice vychazejici z usniho boltce, a slepé zakoncenou bubinkem. Zevni
zvukovod je dlouhy piiblizng 2,5 cm s primérem 6 — 8 mm. Césti zvukovodu se lisi ve svém
podkladu — vné&jsi zevni ¢ast zvukovodu ma chrupavéity podklad, zatimco vnitini cast
ma kostény podklad. Zevni zvukovod je vystlan po celé své délce klizi, ktera je v chrupavcitém
useku silnd a v kosténém velmi tenkd. V kiiZi se nachazi drobné mazové zlazky produkujici

usni maz (cerumen).

Bubinek (membrdna tympani) zakonuje zevni zvukovod. Ma tvar nalevkovité vpacené
perletové lesklé vazivové blanky ovalného tvaru. Jde o rozhrani zevniho a sttedniho ucha,
protoze vnitini strana bubinku srista s kladivkem, coz je ¢ast prvni stfedousni ktistky. Bubinek
kmita stejnou frekvenci, S jakou ptfichazi zvukovy stimulus a tuto frekvenci stimulu predava
dale prostiednictvim kladivka. (Dylevsky, 2009; Mourek, 2012; Muknsnablova, 2014;
Orel, 2019)

Stiedni ucho (auris media) se nachazi uvniti kosti spankové. Hlavni ¢ast stfedniho ucha je
sttedousni dutina (cavum tympani), ktera je oddélena od zevniho zvukovodu bubinkem.
Jde 0 uzky prostor krychlového tvaru uvniti kosti spankové. Kontakt s vnitinim uchem zajistuji
dvé mala okénka vyplnéna membranou — ovalné okénko vestibularni (fenestra ovalis)
a okrouhlé okénko kochlearni (fenestra rotunda). Stfedousni dutina je tvofena tfemi
nejmensimi Kstkami lidského téla (malleus, incus, stapes) a dvéma stiedousnimi svaly. Prostor

sttedniho ucha je Eustachovou trubici propojen s nosohltanem, coz zajisti vyrovnavani tlaku
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ve vnitinim uchu s atmosférickym tlakem a nedochazi k poruseni bubinku. (Mourek, 2012;

Musiek, 2020; Orel, 2019)

Kladivko (malleus) je drobna kustka piechazejici v protahlou rukojet’ s kulovitou hlavickou,
ktera je kloubem spojena s kovadlinou. Kovadlina (incus) je stiedni ¢asti tii kastek. Kovadlina
ma dlouhy vybézek, ktery je zakoncen drobnou kloubni ploskou pro ptipojeni timinku. Timinek
(stapes) dostal sviij nazev podle jezdeckého timenu, kterému se tvarové podoba. Baze timinku
ptirtista k membrané okénka v medialni sténé stfedni dutiny. M. tensor tympani ma zacatek
u chrupavky Eustachovy trubice a tenkou $lachou se upina na rukojet’ kladivka. Druhy sval
m. stapedius za¢ina na kosténé vyvySeniné zadni stény stiedousni dutiny a upina se do mista

spojeni obou ramének tfminku. (Dylevsky, 2009; Orel, 2019)

Vnitini ucho (auris interna) lezi v kosténém labyrintu spankové kosti. Kostnata struktura je
zcela uzaviena a pripomina skotapku Sneka a mé 2,5 otacky. Dale ma dva otvory pokryté
membranami, které jsou propojeny s dutinou stfedniho ucha. Hlemyzd’ (cochlea) je spiralné
stocend trubice 35 mm dlouhd. Ve stfednim patfe blanit¢ho hlemyzd¢ je ulozen sluchovy
receptor — Cortiho organ. Cortiho orgén je slozZen ze tfi typ bun¢k — vnéjsi a vnitini vlaskové

buiiky a podpiirné buiiky. (Musiek, 2020; Orel, 2019)

111 USni maz

Usni maz ma ochrannou funkci proti vstupu infekce. Podle Hansena ma maz zlutou
az nahnédlou barvu, a predevsim je tvofen tukem, ktery zajistuje lepkavy a leskly vzhled. Usni
maz vznikd pfi fyziologickych pochodech v klZi zevniho zvukovodu, kde po smichéni
produkti mazovych zlazek (glandulae ceruminosae) s oloupanymi epitelialnimi buiikami,
chloupky z kozni vystelky a malymi necistotami z vn&jSiho prostfedi (pyl, prach) vznika
cerumen, ktery je posouvan kusti zvukovodu, kde voln¢ vypadava. Mnozstvi cerumenu
je rizné mezi jednotlivci i U jednoho ¢lovéka v pribéhu casového obdobi. Nasténny cerumen
neni nutné odstraniovat, avSak pravidelné ciSténi usniho mazu je doporuceno u pacientd
po usnich operacich, nebo uzivatelim sluchatek. Nahromadéni uSniho mazu pfed bubinkem
ma nepiiznivy vliv na vedeni zvuku. Nejcastéji postihuje starsi jedince, u kterych se porucha
Sifeni zvuku projevuje nedoslychavosti. (Hansen, 2020; Konstacky, 2020; Muknsnablova,
2014; Pokorny, 2009)
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Fenotyp usniho mazu je uréen v genu ABCC11 dvéma alelami (C — dominantni a T — recesivni)
aje Casto spojovan i etnickou rasou. Suchy, bily typ (alela T) pfevlada u vychodoasiati
(az 95 %), jen vzacné ho Ize nalézt u Afri¢and a Evropani (3 %). SmiSeny typ usniho mazu se
naléza u obyvatel severoamerickych oblasti, tichomoiskych ostrovii a dale napt. ve stfedni Asii

a Turecku. (Prokop-Prigge, 2015; Shokry, 2017)

Podle Overfieldové lze ulidi odlisit mokry a suchy u$ni maz. Ptiblizné¢ 85 % orientalct
a americkych indianti ma suchy usni maz. V ¢ernosské a bélosské populaci je vyskyt suchého
uSniho mazu mnohem nizsi. U této populace pievazuje alela mokrého mazu (C) — 97 %

pro bélochy a 99 % pro Cernochy.

Mazovy polymorfismus zahrnuje nachylnost k podnebim a chorobam. Bylo zjisténo, Ze usni
maz reaguje nejen na teplotu, ale i na vlhkost, proto je mokry maz bézny v horkém a ¢istém
prostiedi. USni maz muze korelovat i s citlivosti na rizné nemoci. U Zen se suchym us$nim
mazem je niz8i vyskyt rakoviny prsu neZ zen s mokrym uSnim mazem. Spojeni rakoviny
a usniho mazu mize byt zplisobeno pisobenim pleiotripické alely, ktera ovliviiuje apokrinni
systém. Déle byla nalezena isouvislost mezi mnozstvim sekrece prsu atypem uSniho
mazu — Zeny s mokrym uSnim mazem maji vyssi hladiny sekrece prsu nez Zeny se suchym

uSnim mazem.

Jesté byla nalezena souvislost mezi typem uSniho mazu a podpaZzni viini. Ze studie japonskych
Malajcti, asijskych indianti a Cifianti vyplyva silna souvislost télesného pachu s mokrym ugnim
voskem. U vice jak 90 % jedinci, ktefi méli suchy u$ni maz nebyl znatelny télesny zapach,
zatimco u 60 % lidi s mokrym uSnim mazem byl télesny zapach patrny. Zmény v typu mazu

muze vyvolat i modifikace genu, ¢i zapojeni dalsich alel.

Slozeni suchého a mokrého usniho mazu se 1isi. U mokrého mazu pievazuji lipidy — 50 %
lipidit a 20 % bilkovin, u suchého mazu ptevazuji bilkoviny — 43 % bilkovin, 18 % lipida.
Axidlni zépach pravdépodobné souvisi s rozkladem lipidd, ktery pifevazuje u Cernosské

a bélosské populace.

Suchy u$ni maz je Sedy a mokry uSni maz je hnédy. Suchy maz je Supinaty a Japonci
ho nazyvaji jako ,,us$ni maz z ryzovych otrub“. Mokry usni maz lze oznacit i jako medovy usni

maz. (Overfield, 2017)
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Usni maz byl v poslednich desetiletich velmi malo vyuzivanym Klinickym materialem.
V dnesni dobé se odhalil jeho vyznam a je hojné vyuzivany v diagnostickych biomarkerech.
Pouziva se jako geneticky materil, 1ze ho vyuzit i jako material pro stanoveni hladin lipidd,
proteinti, chemickych prvki, organickych sloucenin, aminokyselin i xenobiotik. Tyto latky
piechazi do uSniho mazu z krevniho obéhu. USni maz je schopen odrazet nejen patologii
a fyziologii lidského téla, ale Ize v ném detekovat dlouhodobé nebo nedédvné vystaveni latkam

znec€istujici zivotni prostiedi. (Shokry, 2017)

Pii vyuziti uSniho mazu k diagnostickym t¢elim se musi pracovat obezietné. V nékterych
odvétvich je usSni maz na pocatku diagnostickych postupti napi. u identifikace tékavych
biomarkert rakoviny (cerumenogram). Cilem vySetieni je zvysit pfesnost diagnostiky rakoviny
atim i zlepsit Sanci na usp&snou 1é¢bu. Cerumen byl usp&sné pouzit i k diagnostice diabetes

mellitus a k odliseni diabetes mellitus I. a Il. typu. (Barbosa, 2019; Shokry, 2017)

1.2 Lipidy

Lipidy jsou slouceniny, které nemaji presné definovanou strukturu. Jde o heterogenni, pestrou
skupinu latek, které nejsou rozpustné ve vodé (jsou hydrofobni), ale jsou dobie rozpusténé
v organickych rozpoustédlech. Mezi nepolarni rozpoustédla fadime naptiklad benzen,
methanol, aceton, sirouhlik, diethylether, chloroform nebo horky ethanol. Vlastnost lipida se
rozpoustét v nepolarnich rozpoustédlech se pouziva k extrakci lipidii ze smési pomoci
vhodnych rozpoustédel. Spatna rozpustnost lipiddi ve vodé je zptisobena niz§im obsahem

polarizujicich atomt N, O, S a P. (Btizd’ala, 2020; Konbman, 2019; Z4akova, 2019)

Lipidy lze zatadit do skupiny nizkomolekuldrnich latek, protoze jejich hodnoty relativnich

molekulovych hmotnosti jsou niz§i nez 1500.

Spoleénym znakem lipidu je velka pfevaha nepolarnich uhlovodikovych struktur v molekule,

diky nimz maji lipidy voskovou a olejovou povahu.

Lipidy lze rozdélit (viz Obrazek 2) na zmydelnitelné (hydrolyzovatelné) lipidy, mezi které
nejcastéji zafazujeme estery mastnych kyselin a alkohold. Reakci zmydelnitelnych lipida se
zasaditymi vodnymi roztoky vznikaji soli vysSich mastnych kyselin. Tyto soli se vyuzivaji

jako mydla. Hydrolyzované lipidy mohou podlehnout hydrolytickému $té€peni. Druha skupina
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jsou nezmydelnitelné (nehydrolyzovatelné) lipidy, kam patii isopententenyl, isoprenoidy.

Reakci téchto lipida se zasaditymi vodnymi roztoky nevznikaji soli vyuzivané jako mydla.
Zmydelnitelné lipidy lze dale rozdélit na jednoduché a slozené

e Jednoduché — acylglyceroly a vosky
e Slozené¢ - fosfoacylglyceroly a sfingolipidy, glykolipidy a lipoproteiny
(Btizdala, 2020; Konsmawn, 2019).

ACYLGLYCEROLY
—— JEDNODUCHE —r
ZMYDELNITELNE VOSKY
(HYDROLYZOVATELNE) FOSFOLIPIDY
L SLOZENE |:
NEZMYDELNITELNE _ ISDPRENOIDY—ETERPENY
(NEHYDROLYZOVATELNE) STEROIDY

Obrazek 2 — Rozdéleni lipida. Upraveno podle: (Btizd’ala, 2020).

1.2.1 Vyznam lipidi

zivo¢ichii. Lipidové kapénky, které jsou sloZzeny zneutrdlnich tuki jsou ulozeny
ve specializovanych bunikach adipocytech. Podle potfeby mohou adipocyty poskytovat mastné
kyseliny, které se transportuji do tkani a v nich se za ptitomnosti kysliku oxiduji na oxid uhli¢ity

avodu. Piioxidaci se tvoii redukované koenzymy, které se vyuzivaji v dychacim fetézci
za vzniku ATP.

V porovnani se sacharidy je mnozstvi lipida v téle vyssi, ale jejich energeticka pohotovost je
niz8i. Tukova tkan poskytuje dlouhodobou rezervu uvolhovani energie. Oxidaci lipida

organismus ziska 38 kJ/g, oxidaci sacharidi ziska pouze 17 kJ/g. Lipidy se spojuji
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s bilkovinami a vytvaii lipoproteiny, které¢ jsou soucdsti bunéénych membran, cytoplazmy

¢i mitochondrii. Mezi hlavni membranové lipidy patii fosfolipidy.

Lipidy maji vyborné izola¢ni vlastnosti. U vysSich zivoéichi najdeme acylglyceroly
v podkoznim vazivu a také kolem nékterych organi, kde slouzi jako tepelné izolatory a chrani
ptislusné organy pied mechanickym poskozenim. Lipidy patii mezi latky, které Spatn¢ vedou
teplo a diky této vlastnosti chrani organismus pied tepelnymi ztratami. V podkozi funguji jako
izola¢ni bariéra, kdy zabranuji nejen nadmérné ztraté tepla, ale i vody. Organismus muze
pii hladovéni odCerpat az 90 % tukovych zéasob, coz je 10 — 15 % hmotnosti primérného

&lovéka. (Dylevsky, 2019; Kombman, 2019; Zakova, 2019)

1.2.2 Lipidy v uSnim mazu

Detailni studie lipidovych frakci usniho mazu opakované identifikovaly piitomnost skvalenu,
triacylglyceroll, nasycenych i nenasycenych volnych mastnych kyselin, cholesterolu a esterii

cholesterolu a dalsich latek (Pokorny, 2007).

1.2.2.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy patii mezi polarni lipidy a patéi spolu s cholesterolem mezi hlavni slozku
bunéénych membran. Fosfolipid se skladd ze dvou mastnych kyselin, molekuly glycerolu
a fosfatové skupiny. Obecné se fosfolipid sklada z hydrofilni hlavy (fosfatova skupina)
a hydrofobniho ocasu (konec mastné kyseliny). Fosfolipid lze oznalit jako triglycerid,
ve kterém je mastna kyselina nahrazena fosfatovou skupinou. (Bailey, 2020; Soult, 2020)
Mastné kyseliny jsou navazany na C1 a C2, na C3 je navazana fosfatova skupina, na kterou je
napojena funkéni skupina, kterou mtize byt serin, cholin, inozitol nebo ethanol. Podle funkéni

skupiny jsou fosfolipidy pojmenovany. (Sharma, 2018)

Ve vodé tvoii fosfolipidy dvojitou vrstvu zvanou lipidova dvojvrstva, kde jsou hydrofilni hlavy
a hydrofobni ocasy interaguji pouze mezi sebou. Lipidova dvojvrstva plisobi jako bariéra
pro priichod molekul a iontli do buiiky a z buiiky. Zabudovanim rtznych proteinovych molekul
do a skrz lipidovou dvojvrstvu je umoznén selektivni prichod urcitych latek. Zabudované

proteiny tvoii kanaly, kterymi se pohybuji molekuly a specifické ionty. Mnoho membranovych
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proteini obsahuje pfipojené sacharidy na vnéjsi stran¢ lipidové dvojvrstvy, coz umoziuje

vytvaret vodikové vazby s vodou. (Bailey, 2020; Soult, 2020)

1.2.2.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s dlouhymi nenasycenymi a nasycenymi
alifatickymi fetézci. VEtsina piirodnich mastnych kyselin se sklada z nerozvétvenych uhliki
se sudym poc¢tem uhlikti (4 — 28). Nasycené mastné kyseliny nemaji zadnou dvojnou vazbu
mezi atomy uhliku, na rozdil od nenasycenych mastnych kyselin, které maji jednu nebo i vice
dvojnych vazeb mezi uhliky. Diky existenci dvojnych vazeb u nenasycenych mastnych kyselin
Ize rozlisit izomery typu Cis a trans, pfi¢emz izomery typu cis jsou dominantné se vyskytujici
U nenasycenych mastnych kyselin a trans izomery jsou vyrabény pomoci umélé syntézy.
(Kimura, 2019) Dale I1ze mastné kyseliny rozdé€lit na esencialni a neesencialni. Mezi esencialni
mastné kyseliny fadime kyseliny, které si ¢lov€k neumi nasyntetizovat v téle a musi byt
pfijimany potravou. Lidské télo umi desaturovat mastné kyseliny do 9. uhliku. Mezi esencialni
mastné kyseliny patii kyselina arachidonova (C20:4, o-6), linolova (C18:2, ®-6) a linolenova
(C18:3, ®-3). Kyseliny linolova a linolenova se mohou pteménit na Kyselinu arachidonovou
a tim ji 1ze pfipadné nahradit, protoZe kyselina arachidonova se pouziva k syntéze eikosanoidd.

(Komemas, 2019).

Spektrum mastnych kyselin je dano jejich pfijmem potravou, endogenni syntézou a dal$Sim
metabolismem (elongace, desaturace a degradace beta-oxidaci). Mastné kyseliny se u kazdého
jedince li§i Vv zavislosti na jeho etnickém, rasovém a genetickém pivodu, také

na onemocnénich, které clovek prodeélal. (Zeman, 2019)

Malé¢ mnozZstvi mastnych kyselin nachézejici se v téle v neesterifikované formé lze nazvat
jako volné mastné kyseliny (FFA) (Komsman, 2019). Jsou dilezitymi zdroji energie pro vétSinu
télesnych tkani a podle alifatické délky ocasu je 1ze rozdélit do tii skupin: mastné kyseliny
s kratkym fetézcem (SCFA) maji do 6-ti atomt uhliki, mastné kyseliny se stfednim fetézcem
(MCFA) maji 6 — 12 atomu uhlikd, mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (LCFA) maji
13 — 21 uhlikii a mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA) maji vice jak 22 uhliki.
Volné mastné kyseliny jsou vzdy vazany na transportni protein, jako je napt. albumin. (Kimura,

2019; Zeman, 2019)
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1.2.2.2.1 Biosyntéza mastnych kyselin

Mastné kyseliny jsou pfijimany potravou a jsou i syntetizovany v organismu. Vychozi latkou
pro syntézu je acetyl-CoA a hlavnim mistem syntézy jsou jatra a tukové bunky. Syntéza je
iniciovana typicky po jidle, kdy glykolyzou vznika v bunkéach velké mnozstvi acetyl-CoA
ajeho energetickd potfeba je mald. Syntéza mastnych kyselin probihd v cytoplazmé,
kde dochazi k postupnému spojovani a redukci dvouuhlikatych zbytkG kyseliny octové.
Jde 0 opakujici se sled ¢tyt reakei. Na pripojeni jedné molekuly acetyl-CoA se spotiebovavaji

2 NADPH a 1 ATP. (Téaborska, 2016)

,De novo” syntézou vznikaji v cytoplazmé nasycené mastné kyseliny az po kyselinu

palmitovou. Mastné kyseliny s vy$§im poctem uhlikl se vytvaieji v endoplazmatickém retikulu
nebo mitochondriich ~ procesem  elongace.  V mikrozomech  probiha  elongace
ve 4 cyklech — kondenzace, redukce, dehydratace a redukce za Gi¢asti mastnych kyselin s vice
nez 12 uhliky (viz Obrazek 3) (Zeman, 2019).

3R-hydroxyacyl-Cod

OH O
dehydratace ,_JI\ ) A _CoA redukce
R M s KAR
HACDI1-4

trans-2-enovl-CoA 3-ketoacyl-CoA

e) 0 ﬁ
. ™, . CoA
R,f’\\\.y.-f-xs;,(:[!ﬁn RT '\S.F‘ o
konde
.  ELOVLL7 ondenzace
TER
R " .-""L - C ﬁ.ﬁ. D D
.

rEdu]{CE ac}fl-CDA_ HO __.z"\__\‘.f- t"l P C-': }A

O

I malonyl-CoA
" - C:DP'.
H L S -~

Obrazek 3 — Prodluzovani mastnych kyselin u savcd. Upraveno podle (Zeman, 2019).
HACD - 3-hydroxyacyl-CoA dehydrataza, TER — trans-2-enoyl-CoA reduktaza, ELOVL —elongace (prodluzovani

mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem), KAR — 3-ketoacyl-CoA reduktaza.

Nenasycené mastné kyseliny vznikaji ptisobenim desaturas na nasycené mastné Kyseliny

v endoplazmatickém retikulu. Vzhledem ke specifit¢ enzymu nelze nékteré nenasycené mastné
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kyseliny u clovéka syntetizovat, a proto musi byt pifijimany z vnéjsiho prostiedi. Prvnim
krokem desaturace je vytvofeni dvojné vazby nadevatém uhliku kyseliny palmitové
nebo stearové, pomoci A9 desaturasy, kterou ma vétina organismtl. Zivo¢ichové tvoii dalsi
dvojné vazby pouze v oblasti mezidvojnou vazbou akarboxylovym koncem
(A6 a AS desaturasy). Rostliny maji A12 a A15 desaturasu, kde A15 desaturasa se nachazi

u rostlin vegetujicich ve studené vod¢ (plankton, fasy). (Taborska, 2016)
1.2.2.2.2 Odbouravani mastnych kyselin

Oxidace mastnych kyselin probihda v mnoha oblastech bunky lidského téla. V mitochondriich
probiha beta-oxidace, v peroxisomech alfa- i beta- oxidace a v endoplazmatickém retikulu
probiha omega-oxidace. Oxidace mastnych kyselin je zdrojem metabolické energie. (Talley,

2021)

V srde¢nim nebo kosternim svalu vede mitochondridlni oxidace k produkei substratu
pro citratovy cyklus ve formé acetyl-CoA a poskytuje ATP pro myocyty. V hepatocytech
oxidace mastnych kyselin poskytuje acetyl-CoA, ktery slouzi k syntéze ketolatek b&hem
dlouhodobého hladovéni ¢i vyCerpani zasob glykogenu. Mitochondrialni beta-oxidace
(viz Obrazek 4) vyzaduje 4 kroky a poskytuje na 1 kolo oxidace 4 jednotky ATP ve formé
molekuly NADH, FADH: a acetyl-CoA. (Talley, 2021)

V prvnim kroku je zapotiebi enzym acyl-CoA dehydrogenaza. Enzym katalyzuje tvorbu trans
dvojné vazby mezi uhliky alfa a beta, dojde k odstranéni 2 elektronti za vzniku FADH,
coz odpovida 1,5 molekule ATP. Ve druhém kroku dojde k hydrataci dvojné vazby mezi uhliky
alfa a beta, k ¢emuz je potieba enoyl-CoA hydrataza. Hydratace pifida proton vodiku k alfa
uhliku a hydroxylovou skupinu k uhliku beta. V tomto kroku nedochazi ke tvorbé energie.
V nasledujicim kroku beta-hydroxy acyl-CoA dehydrogenaza odstrani elektrony a 2 protony
z hydroxylové skupiny a beta uhlik se oxiduje a produkuje molekulu NADH, kterd odpovida
2,5 molekulam ATP. V zavérecném kroku dochazi za pfitomnosti enzymu ketoacyl-CoA
k thiolytické reakci, pii které dochazi ke $tépeni vazby mezi alfa a beta uhlikem a produkci
acetyl-CoA a mastny acyl-CoA je 0 2 uhliky kratsi. Tento proces se miize opakovat tak dlouho,
dokud neni mastna kyselina se sudym poctem uhlikli zcela preména na acetyl-CoA. Mastné
kyseliny s lichym poctem uhliki podléhaji beta-oxidaci stejnym zptisobem jako kyseliny se
sudym poctem, avsak s rozdilem, Ze na konci cyklu vznika z pétiuhlikatého fetézce acetyl-CoA

a propionyl-CoA, ktery mize byt dale 3 enzymy (propionyl-CoA karboxylaza, methylmalonyl-
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CoA epimeraza, methylmalonyl-CoA mutaza) pfeménén na sukcinyl-CoA, ¢imz je

beta-oxidace spojena s citratovym cyklem. (Fillmore, 2021; Talley, 2021)

Peroxisomalni beta-oxidace je zaméfena na metabolismus kyselin s velmi dlouhym fetézcem,
alfa-oxidace slouzi k degradaci vedlejSich produktt chlorofylu — slozek zelené zeleniny
ve stravé. Omega-oxidace je zaméiena na zpracovani velkych ave vodé nerozpustnych
mastnych kyselin, které by byly jinak ve vysSich koncentracich pro bunku toxické. (Talley,
2021)

N
H:C-C-5CoA
Acvl-CoA

Acyl-CoA O FAD

3-ketoacyl-Cod n-2 RCH2 CHz -C-SCoA Acyl-CoA
thioldza Acyl-CoA Sebrdroeniza
SCoA
FADH:
O 0
RC-CHz-C-SCoA 0
3-ketoacyl-CoA RCH=CH C-SCoA
H+NADH 2-trans-enov]l-CoA
H.0
3-hydroxy acyl-CoA
dehydrogendza Enoyl-CoA
hydrataza
NAD+ OH o

RCH CHz C-SCoA
L-3-hvdroxyacyl-CoA

Obrazek 4 — Ctyfi kroky u beta-oxidace mastnych kyselin se sudym poétem uhliki. Upraveno podle: (Fillmore,
2021). NAD - nikotinamidadenindinukleotid, NADH — nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma),

FAD - flavinadenindinukleotid, FADH; — flavinadenindinukleotid (redukovana forma).

1.2.2.3  Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou syntetizovany ve dvojvrstvé endoplazmatického retikula a poté baleny
do organel, které jsou nazyvany jako lipidové kapi¢ky. K biogenezi lipidovych kapének
dochdzi b&hem energeticky bohatych nebo stresovych podminek. Biogeneze lipidovych
kapének zalina syntézou neutralnich lipidd, jako jsou triacylglyceroly nebo estery steroli

obklopenych fosfolipidovou monovrstvou. (Caillon, 2020).
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Triacylglyceroly patii mezi acylglyceroly, coz jsou estery glycerolu s mastnymi kyselinami.
Pravé podle poctu esterifikovanych hydroxylovych skupin na molekule glycerolu vznikaji
mono-, di-, triacylglyceroly. Pouze triacylglyceroly se vyskytuji v piirodnich olejich a tucich.
(Spilkova, 2016)

Triacylglyceroly jsou syntetizovany postupnou esterifikaci glycerol-3-fosfatu mastnymi
kyselinami. Mastné kyseliny vstupuji do esterifikacnich reakci v aktivované formé, tedy vazané
na acetyl-CoA. (Taborska, 2016) Jsou-li vSechny tii mastné kyseliny totozné, je triacylglycerol
oznatovan jako jednoduchy. Pokud jsou mastné kyseliny odlisSné, vznikd smésny
triacylglycerol. V rostlinnych olejich se na sekundarni hydroxyl glycerolu obvykle vaze
nenasycend mastna kyselina s krat§im fetézcem (do Czis), zbylé dvé masné kyseliny mohou byt
nasycené i nenasycené, ale maji zpravidla delsi fetézec. V Zivoc¢isnych tucich se na druhy uhlik

glycerolu vaze nejcastéji nasycend mastnd kyselina. (Spilkova, 2016)

Nenasycené mastné kyseliny maji nizsi teplotu tani nez nasycené mastné kyseliny se shodnym
poc¢tem uhlikil, coZ mé za nasledek to, ze oleje s vysokym poctem acylglyceroli nenasycenych
mastnych kyselin jsou za normalni teploty tekuté, zatimco tuky, ve kterych ptevazuji nasycené
mastné kyseliny jsou tuhé nebo polotuhé. Tuky s nasycenymi kyselinami jsou na vzduchu stal¢,
naopak oleje s nenasycenymi kyselinami podléhaji vlivem svétla, kysliku a vlhkosti ur¢itym
zménam, kdy vznikaji peroxidy a nasledné dochazi k izomerizaci a polymeraci. (Spilkova,
2016)

Referen¢ni rozmezi triacylglyceroli v uSnim mazu je 0,45 — 1,70 mmol/l (Pokorny, 2007).

1.2.2.4 Cholesterol

Cholesterol je diilezitou slozkou bunéénych membran. Dostava se do téla potravou, nebo vznika
syntézou de novo. Syntéza cholesterolu (viz Obrazek 5) probiha z acetyl-CoA, ktery lze ziskat

napft. z beta-oxidace mastnych kyselin.

Prvnim krokem syntézy je vznik meziproduktu mevalonatu. Nejprve reaguji 2 molekuly acetyl-
CoA a za katalyzy thiolazou vznika acetoacetyl-CoA, ktery dale kondenzuje s tieti molekulou
acetyl-CoA  zakatalyzy HMG-CoA syntazy avzniku Sestiuhlikaté  slouceniny
S-hydroxy-S-methylglutaryl-CoA (dale HMG-CoA). Mevalonat vznika redukci HMG-CoA
za katalyzy HMG-CoA reduktazy v hladkém endoplazmatickém retikulu. Mevalonatu se

po 3 fosforylacich katalyzovanych kindzou a ponasledné dekarboxylaci pifeménuje
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na isopentenyldifosfat (C5), ktery se ddle méni na izoprenové meziprodukty geranyldifosfat
(C10), farnesyldifosfat (C15). Po spojeni dvou molekul farnesyldifosfatu vznika linearni
molekula skvalen (C30), ktera se cykluje do prvniho sterolového meziproduktu — lanosterol.
Reakce je katalyzovana skvalenperoxidazou a lanosterolsyntazou. Lanosterol je po n¢kolika

modifikacich pfeménén na cholesterol (LeClair, 2021; Palmer, 2014)
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1.2.2.4.1 Skvalen

Skvalen je polynenasyceny uhlovodik (CsoHso), ktery miizeme nalézt ve 13 % v lidském mazu.
Ve vy$sim zastoupeni ho lze nalézt v rybich olejich, pfevazné v olejich ze zraloCich jater.
V niz§im mnozstvi se vyskytuje 1 v rostlinnych olejich. Skvalan je nasyceny derivat skvalenu,
ktery mizeme nalézt ve stejnych zdrojich jako skvalen. Latky byly nékolikrat studovany
a vysledky na zvifecich modelech in vitro potvrdily protirakovinné, antioxida¢ni, detoxikacni,
hydrata¢ni a zvlacnujici ucinky latek. Podle vysledki studii byly latky zatazeny na seznam
dalezitych latek v praktickém 1 klinickém uzivani s velkym potencidlem ve farmaceutickém

pramyslu (Kim, 2012).

1.3 Chromatografie

Chromatografie patii mezi ii¢innou analytickou techniku, ktera se Siroce pouziva v laboratotich
po celém svéte. Své uplatnéni ma nejen v biologickych a chemickych oborech, ale i v ropném
prumyslu, kdy se technika pouziva k analyze komplexnich smési uhlovodiku (Keller, 2021).
Separa¢ni analytické metody se pouZivaji k podrobné analyze organickych latek. Pokud
je material tvofen vét§im pocétem rozdilnych slozek je v prvni fadé nutné jednotlivé slozky
od sebe odd¢lit, aby je bylo mozné samostatné detekovat. Na zaklad¢ kvalitativni i kvantitativni

analyzy slozek lze charakterizovat plivodni analyzovanou latku. (Kopecka, 2019)

Teprve po zjisténi typu latky (bilkovina, olej, ...) lze pouzit rozd€lovaci analyzu. Jedna
se 0 invazivni a destruktivni metody, coZ znamena, Ze odebrany vzorek bude béhem analyzy
zniCen. Pfed analyzou je nutné vzorek pfipravit. Odebrany materidl musi byt separovan,
rozpu$tén a precistén. Nékdy je nutné vzorek rozstépit na jednotlivé slozky (hydrolyzou
nebo pyrolyzou (vysokou teplotou)) nebo provést derivatizaci, tzn. chemickou reakci dojde

k pfevedeni na jinou slouceninu (derivat pivodni analyzované latky). (Kopecka, 2019)
13.1 Princip a déleni chromatografie

Metoda rozdéluje smiSené slouceniny na jednotlivé slozky. K separaci je pouzivana mobilni
a stacionarni faze. Mobilni fadze miiZze byt plyn nebo kapalina, stacionarni faze je pevna latka
nebo kapalina (viz Tabulka 1). Kineticky molekularni pohyb neustale vyménuje molekuly
rozpuiténych latek mezi fazemi. Cas, ktery rozpusténa latka stravi v uréité oblasti odpovida
poméru koncentraci v urcitych oblastech, tento pomér je znam jako rozdélovaci koeficient.

(Keller, 2021; Koplik, 2007)
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Analyzované latky jsou v pribéhu chromatografické analyzy unaSeny mobilni fazi
V separacnim prostoru, a pritom jsou rozdéleny mezi staciondrni a mobilni fazi podle velikosti
molekul a polarity. Volbou polarity mobilni a stacionarni faze l1ze ovlivnit pohyb analyzované
latky v separacnim prostoru atim 1ijeji eluéni Cas, ktery je pro danou latku v danych
podminkach specificky. Elu¢ni Cas je doba, za kterou projde analyt separacnim prostiedim
od nastiiku do detektoru. Nepolarni latky se nejlépe rozpousti v nepolarnich rozpoustédlech
a naopak. Slozky, které se prednostn¢ vyskytuji ve stacionarni fazi se budou béhem priichodu
separacnim prostfednim opozdovat vzhledem ke slozce, kterase prednostné vyskytuje
vV mobilni fazi aprojdou rychleji chromatografickych prostorem. V tomto dusledku
se jednotlivé slozky pii pruchodu separa¢nim prostiedim od sebe oddéluji a vzdaluji. Na konci

1ze identifikovat jednotlivé slozky samostatné (Kopecka, 2019).

Mobilni fazi muze byt kapalina (tenkovrstvd chromatografie, dale TLC, kapalinova
chromatografie, dale LC, vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, dale HPLC, iontova
chromatografie, dale IC), nebo inertni plyn (plynové chromatografie, dale GC). Stacionarni faze

byva polymerni sorbent nebo povlak na vnitini sténé kolony (Kopecka, 2019).

Tabulka 1 — Rozdéleni separa¢nich metod. Upraveno dle: (Nikolova, 2014, Vavrova, 2004).

hlavni ¢ mechanismus
P mobilni faze | stacionarni faze nazev zkratka separa¢niho
chromatografie procesu
lynova rozdélovaci rozdélovani,
) kapalina Py " . GLC rozdélovaci,
plynova _ chromatografie rovnovéha
chromatografie plyn adsorpce
(GC —gass '
lynova adsorpéni adsorpéni
chromatograph A 14 Py D P
graphy) pevnd ltka chromatografie GSC izoterma, sitovy
efekt
. , « , rozdé€lovani,
kapalinova rozdélovaci < ,
. LLC rozdélovaci,
chromatografie .
rovnovaha
. gelova permeacni GPC sitovy efekt
kapalina chromatografie
papirova
L, chromatografie PC
kapalinova p adsorpce,

. tenkovrstva <
chromatografie . . TLC adsorp¢ni
2 kapalina chromatografie .

(LC —liquid kapalinové adsorp¢ni Izoterma

chromatography) pchromatograf?; LSC

. o iontova vymeéna,

iontove vymenna ;o w .

14 . IEC vymeénna

pevna latka chromatografie .

rovnovaha

, adsorpce,

tenkovrstva_ TLC adsorptni

chromatografie .
izoterma
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TLC chromatografie jako rozd€lovaci (stacionarni faze je kapalina zakotvena na pevné desce)

I jako adsorpéni (stacionarni fazi je tuha latka) chromatografie
Rozdéleni chromatografie dle usporadéani

e Chromatografie v plosném (planarnim) uspotfadani
o Papirova chromatografie (PC)
o Tenkovrstva chromatografie (TLC)

e Chromatografie v kolonovém (sloupcovém) uspoiadani

Rozdéleni chromatografie dle skupenstvi fazi

e Kapalinova chromatografie (LC) — mobilni faze kapalina
o Chromatografie kapalina-tuha latka (LSC)
o Chromatografie kapalina-kapalina
e Plynova chromatografie (GC) — mobilni faze plyn
o Chromatografie plyn-kapalina (GLC)
o Chromatografie plyn-tuha latka (GSC)
e Superkritickd fluidni chromatografie (SFC) (Koplik, 2007)

Zakladni rozdé€leni dle separac¢niho principu (mechanismu)

e Adsorp¢ni chromatografie
e Rozdé&lovaci (parti¢ni) chromatografie

e lontova vyména (Nikolova, 2014).

1.3.2 Historie

Prvni aplikaci chromatografie provedli chemici, ktefi testovali smési barviv ponofenim $iir,
kouskt latky nebo filtraéniho papiru do barvici kdd€. Roztok barviva kapilarnim plisobenim

migroval po vlozeném podkladu a slozky barviva vytvaiely pasy raznych barev (Keller, 2021).

V 19. stoleti par némeckych chemikt provedlo cilevédomé experimenty, které vedly
K hlubsimu prozkoumani tohoto jevu. Chemici pozorovali vyvoj soustfednych barevnych
prstenct, které vznikly po nakapani roztokl anorganickych sloucenin na stfed filtraéniho
papiru. Roku 1861 vydal Friedrich Goppelsroder ¢lanek, ve kterém metodu dukladné popisuje
a nazve ji jako kapilarni analyzu (Keller, 2021).
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Avsak objev chromatografie je piisuzovan ruskému botanikovi Michailovi S. Tsvetovi,
ktery vroce 1901 odhalil fyzikdlné-chemicky zaklad separace. Sviij objev raciondlné
a organizované uplatnil pii separaci rostlinnych pigmentt (karotenoidy a chlorofyly). Tsvet
popsal techniku, ktera se ve stejné formé pouziva prakticky dodnes. K pokusu pouzil vertikalni
sklenénou kolonu s adsorpénim materialem (Al2O3z, SiO2 nebo praskovy cukr), na vrchol
kolony ptidal roztok rostlinnych pigment, ktery promyl organickym rozpoustédlem. Pigmenty
se na sloupci rozdélily do fady barevnych past bez pigmentu. Jelikoz pracoval Tsvet
s barevnymi latkami, nazval metodu chromatografie. V ptekladu z fectiny jde o sloZzeninu dvou
slov: chromos (barva) a graphein (psani). Protoze Tsvet publikoval své poznatky pievazné
v némeckych botanickych ¢asopisech, nebo ruskych dilech, nemél zapadni svét o existenci

chromatografie ponéti. (Keller, 2021, Nikolova, 2014)

Azroce 1931 se chromatografie vymanila z relativni nejasnosti. Ptispéli k tomu némecky
chemik Richard Kuhn a jeho francouzsky student Edgar Lederer, kteti pouzili chromatografii
K rozliSeni fady biologicky dulezitych materiald. O deset let pozdé&ji, tedy v roce 1941, zacali
britsti chemici Richard L. M. Synge a J. P. Martin studovat slozeni aminokyselin ve vin€. Prvni
pouzitd technika — protiprouda distribuce kapalina-kapalina, jim vSak neposkytla adekvatni
oddéleni aminokyselin. Byli nuceni vymyslet alternativni zpisob, pfikterém byla jedna
kapalina pevné¢ spojena s jemné granulovanou pevnou latkou zabalenou do sklenéné trubice.
Druha kapalina, kterad je s prvni nemisitelna, prosakovala skrze ni. Jako granulovand pevna
latka byl pouzit silikagel a mobilni fazi byl chloroform. Martin a Synge ptedstavili gel slozeny
z krystalt SiOz, které jsou tésné spojeny s vodou. Mechanicky je metoda shodna s Tsvetovym
pfistupem, avSak byla oznacena za inovativnéj$i. Nova metoda zahrnovala koncept staciondrni
kapaliny (vody) nesené na inertni pevné latce (SiOz2), coz zpusobilo, Ze molekuly rozpusténé
latky se rozd¢lily mezi staciondrni a mobilni (chloroform) kapalinu. Metoda byla nazvana jako

prekazkova chromatografie (Keller, 2021).

Martin a Synge jiz v této dob€ navrhovali pouzit jako pohybujici fazi plyn. Tato myslenka byla
deset let prehlizena. Sviij podil na tom jist¢ ma i probihajici valka. Martin se vSak svého snu
nevzdal a se svym spolupracovnikem britskym chemikem Anthonym T. Jamesem zapocali

studie délici chromatografie plyn-kapalina (Keller, 2021).

Martin a Synge ziskali v roce 1952 Nobelovu cenu za svou praci, pfevazné za matematickou
teorii amodel, ktery navrhoval jiné systémy, kterélze pouzit pro separaci peptidl

a aminokyselin se zna¢nym dopadem na biochemické studie (Keller, 2021).
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Pocatky d¢lici chromatografie ptedstavovaly potize z divodu nedostatecné reprodukovatelnosti
vlastnosti silikagelu a nedostate¢né uniformity v baleni kolon. Martin a jeho spolupracovnici
byli nuceni vypracovat novy postup. Jako staciondrni fazi pouzili list filtra¢niho papiru.
Tato technika umoznila pozadovanou reprodukovatelnost a od 40. let minulého stoleti ji zname
jako papirovou chromatografii. Technika nasla své uplatnéni pfi analyze fady biologickych
slouCenin, napf. sacharidy, aminokyseliny, steroidy.... V tomto poli byla do jist¢é miry
nahrazena sloupcova chromatografie. Podobny napad méli i dva sovétsti 1ékarnici Nikolay
A. Izmaylov a Maria S. Shrayberova, ktefi distribuovali podptrny material jako tenky film
na sklenéné desce. S deskovym ipodpirnym materidlem by bylo mozné manipulovat
jako u papirové chromatografie. Vysledky sovétskych studii byly znamy jiz od roku 1938,
avSak az do roku 1956 nebyly dal$i vyzkumy realizovany. V tomto roce provedl némecky
chemik Egon Stahl vyzkum aplikace a cely systém nazval jako chromatografie na tenké desce

(TLC) (Keller, 2021).

Plynova chromatografie byla poprvé provedena v roce 1944 chemikem Erikem Cremerem
na izemi Rakouska. Cremer pouzil pevnou stacionarni fazi. Tato metoda byla prvotné pouzita
vroce 1952 Martinem aJamesem, kdy uvedli eluéni plynovou chromatografii amind
a organickych kyselin. Malé castice nosného plynu byly potazeny netékavou kapalinou
a zabaleny do vyhtivané sklenéné trubice. Tato metoda byla rozpoznana ropnymi chemiky
jako rychla a jednoducha metoda analyzy komplexnich uhlovodikovych smési, které nalézame
v ropnych produktech. V roce 1957 Marcel J.E. Golay dospé€l k zavéru, Ze dlouhad kolona
(90 — 180 m) s izkym vnitinim pramérem (0,25 pum) a se st€énou potazenou tenkym filmem
kapaliny poskytuje nejlepsi separace. Diky detektorim s nizkymi limity detekce 1ze oddélit

az stovky slozek v malém vzorku smési v jednom experimentu. (Keller, 2021)

V roce 1964 americky chemik J. Calvin Giddings, sodkazem na teorii pro plynovou
chromatografii, shrnul nezbytné podminky, které by poskytly kapalinové chromatografii
rozliSovaci schopnost. Doporucil velmi malé ¢astice s tenkym filmem stacionédrni faze 0 malém
pruméru kolony. Technika se nazyva jako vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC).

(Keller, 2021)

Iontové vymeénna chromatografie byla pouzita roku 1938 T. I. Taylorem a Haroldem C. Urey.
VEtsi pozornost se ji dostalo vroce 1942, kdy byla pouzita k oddéleni vzacnych zemin

a transuranovych prvki, Stépnych produkti wuranu adalSich prvkd. Iontoméni¢ovou
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chromatografii  Ize aplikovat pro separaci organickych iontl, nukleovych kyselin

a aminokyselin. (Keller, 2021)

Jiz v roce 1879 byla pozorovana rozpustnost pevnych latek v plynech za vysokého tlaku.
Britsky védec James Lovelock v roce 1958 navrhl, Zze plyny nad jejich kritickou teplotou
Ize pfi vysokém tlaku pouzit jako mobilni fazi. Latku vtomto stavu nazyvame
jako superkritickou tekutinu. Superkriticka kapalinova chromatografie pifeklenuje mezeru
mezi kapalinovou a plynovou chromatografii. Mezi vyhody metody fadime moznost

analyzovat i nestabilni slouc¢eniny, vysokou rychlost metody i jeji rozliSeni. (Keller, 2021)

V roce 1968 Pedro Cuatrecasas ajeho spolupracovnici poprvé popsali techniku afinitni
chromatografie. Pfitéchto separacich se biomolekula (enzym) navaze na substrat, ktery je
ptipojen k pevné fazi. Ostatni slozky jsou eluovany. Zménou chemickych podminek separace

1ze zajistit eluci vazané molekuly na substrat (Keller, 2021).

Posledni zminéné separacni technika je zalozena na nerovnomérné rychlosti tekutiny proudici
trubkou. V oblasti sousedici se sténou je tekutina téméf nehybna a ve stfedu kanalu dosahuje
maximalni rychlosti. V roce 1966 Giddings navrhl, ze Kk selektivnimu pfitahovani c¢astic
ke sténg, kde se budou pohybovat pomalu lze pouzit elektrické nebo gravitaéni pole. K migraci
Castic byl pouzit itepelny gradient mezi dvéma sténami. Technika byla oznaena
jako jednofazova chromatografie, jelikoZ neexistuje stacionarni faze a byla pojmenovana

jako frakcionace toku pole (Keller, 2021).

1.3.3 Chromatografie na tenké vrstvé

Tenkovrstva chromatografie je separacni metoda, u které je stacionarni faze vhodny material,
ktery je nanesen v tenké vrstvé na sklenénou, plastovou nebo kovovou desku. Roztoky
stanovovanych latek se na desku nanaseji pfed vyvijenim. Separace je zalozena na adsorpci,
rozdéleni, iontové vymeéné nebo nakombinaci mechanismi adochdzi kni migraci
rozpuSténych latek v rozpoustédle nebo vhodné smési rozpoustédel (mobilni faze) tenkou

vrstvou (stacionarni faze) (Ludvik, 2017).

Tenkovrstva chromatografie je nejlevnéjsi a nejjednodussi chromatografickd metoda. Metoda
nevyzaduje zadnou instrumentaci. Na TLC desce 1ze oddélit vice nez jednu slouceninu. TLC
desky nemaji dlouh¢ staciondrni faze a detek¢ni limit je vysoky. TLC funguje jako otevieny

systém, proto teplota i vlhkost mohou ovlivnit vysledky chromatogramu (Rogers, 2019).
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Pouziva se asto k orientaénimu stanoveni cukrii, bilkovin, voskli nebo ptirodnich barviv. Mezi
podminky této metody patii, Ze odebrany vzorek musi byt vzdy pied analyzou rozpustén a je
nutné znat typ latky (bilkoviny, polysacharidy, lipidy), ktera podminuje spravny vybér mobilni
a stacionarni faze. Doporucuje se znalost retencnich faktorti délenych slozek nebo moznost
jejich porovnani se znamymi standardy. Jde o kvalitativni metodu (Kopecka, 2019). V zadném
pfipad¢ by se nemélo na celni stranu desky TLC sahat prsty, jelikoz by mohla kontaminace
koznimi oleji zatemnit vysledky. Desku je doporuceno uchopovat za okraje nebo piipadné

klestémi (Rogers, 2019).

Stacionarni faze (viz Tabulka 2) je polymerni sorbent naneseny na sklenéné, plastové
nebo hlinikové desce (Kopecka, 2019). Sklenéné desky jsou chemicky inertni a nejlépe
odolavaji teplu a reaktivnim skvrnam. Naopak hlinikové desky nemusi odolat kyselym skvrnam
a plastové desky nevydrzi vysoké teploty, kterych je nutné dosdhnout k vyvijeni skvrn.
Sklenéné desky jsou kiechké afezani je obtizné, hlinikové a plastové desky jsou pruzné,
coz ma za nasledek odlupovani stacionarni faze (Rogers, 2019). Nejb&zn&jsim sorbentem

byva silikagel, kiemelina, celul6za nebo alumina (Kopecka, 2019).

Tabulka 2 — Stacionarni faze a zplisob separace. Upraveno podle: (Rogers, 2019).

Chromatograficky

Stacionarni faze ;
mechanismus

Typicka aplikace

steroidy, aminokyseliny, alkoholy, uhlovodiky,

Silikonovy gel adsorpce lipidy, kyseliny, aflatoxin, zlu¢, alkaloidy,
vitaminy

mastné kyseliny, steroidy, vitaminy, hormony,

Silica Gel RP obracena faze .
karotenoidy

Celuloza, kiemelina rozdelit sacharidy, cuk'ry, aIkphon, amlrnokyse.lmy,

karboxylové kyseliny, mastné kyseliny
e, aminy, steroidy, alkoholy, lipidy, aflatoxin,

Oxid hlinity adsorpce vitaminy, zluc¢ové kyseliny, alkaloidy
PEI celuléza iontova vyména nukleotidy, nuk_leove k}_lse_llpy, nucelosidy,

puriny, pyrimidiny
Kiemicitan hotfec¢naty adsorpce steroidy, lipidy, pesticidy, alkaloidy

Mobilni faze je vétSinou smés organickych rozpoustédel (Kopeckd, 2019). Spravny vybér
mnozstvi pokusti. Pro spravny vybér rozpoustédla je nutné uvazovat i chemické vlastnosti

analytd (Rogers, 2019).

Kapalny nebo rozpustény vzorek je nanesen na spodni okraj desky, av§ak nad hladinu mobilni
faze (Kopecka, 2019). K nanédseni skvrn na desticku se pouzivaji tenké sklenéné pipety

(Rogers, 2019). Deska je poté umisténa do nadoby, ktery obsahuje mobilni fazi s nasycenou
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atmosférou par mobilni faze (Kopeckd, 2019). Nadoba muze byt sklenice se Sirokym hrdlem,
nebo specialni kusy pro ulozeni velkych talitG. Vrch nadoby by mél byt zakryt vikem
nebo jinym krytem, aby bylo minimalizovano odpafovani (Rogers, 2019). Skvrna rozpusténého
analyzovaného materialu je poté unasena mobilni fazi, vzlinajicim ve vrstvé sorbentu a béhem
pruchodu staciondrni fazi se rozdé€li na jednotlivé slozky. Poté co se ¢elo mobilni faze ptiblizi
k hornimu okraji desky, je deska vyjmuta a skvrny jednotlivych slozek jsou vybarveny riznymi
¢inidly nebo vizualizovany pod UV svétlem (Kopecka, 2019). Velikosti skvrn na TLC desce
by nemély byt vétsi nez 1 — 2 mm v praméru (Rogers, 2019). Délka drahy jednotlivych slozek
je charakterizovana tzv. retencnim faktorem R. Reten¢ni faktor je podil vzdélenosti skvrny
od startu a vzdalenosti ¢ela od startu (Kopecka, 2019). Pokud je sloucenina rozpustna
v rozpoustédle bude na TLC desce v delsi vzdalenosti od startu. Naopak pokud ma slouc¢enina

rada stacionarni fazi nebude od startu ptili§ daleko, jelikoz se na stacionarni fazi ptilepi

(Rogers, 2019).

1.3.3.1 Hodnoceni

Zasady, kyseliny asiln€ polarni slouCeniny vytvareji v neutralnich rozpoustédlech pruhy
nikoli skvrny. Pruhy Ize ukyselin napravit pfidanim Kkyseliny octové ¢i mravenci
do rozpoustédla. U zasad se piidava trimethylamin a u polarnich rozpoustédel methanol

(Rogers, 2019).

Tato metoda je vyuzivana nejen jako zachytova metoda 1 jako identifika¢ni metoda. Pro nékteré
latky jsou specifické barevné reakce, které jsou provazeny typickym spektrem metabolitd. Jiné

latky 1ze identifikovat pomoci typické fluorescence atd (Hirt, 2016).

Hlavni skvrna na chromatogramu zkouseného roztoku je vizualné¢ porovnana s odpovidajici
skvrnou na chromatogramu porovnavajiciho roztoku. U skvrn lze porovnat jejich zbarveni,
velikost a retardacni faktor (Ludvik, 2017).

Latky rozd€lené na TLC, které lze detekovat v ultrafialové a viditelné oblasti spektra, jsou
stanoveny piimo na desce s vrstvou a za pouziti vhodného vybaveni. Desku s vrstvou lze
hodnotit méfenim reflektance dopadajiciho svétla, kdy se pohybuje méfici zafizeni
nebo samotna deska. Podobné lze pouzit fluorescenci. Dale je mozné desku rozstiihat
nebo vyskrabat stacionarni fazi, kterou po rozpusténi lze dale analyzovat vhodnym zptisobem

(Ludvik, 2017).
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134 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separacni metoda, kterd je zalozena na rozdilné distribuci latek mezi
dvé nemisitelné faze. Mobilni faze je nosny plyn, ktery se pohybuje skrz nebo podél stacionarni
faze umisténé na koloné. Tuto separa¢ni metodu lze pouzit pro latky a jejich derivaty, které Ize
za vysokych teplot pievést do plynné faze. Plynova chromatografie je zaloZzena na mechanismu

adsorpce, vylucovani a rozdélovani (Ludvik, 2017).

Ptistroj pouzivany u plynové chromatografie se nazyva plynovy chromatograf. Latka musi byt
t€kava a termicky stabilni, aby bylo mozné ji pouZit k GC. Netc¢kavé latky je nutné derivatizovat

(Nikolova, 2014).

Ptistroj pro plynovou chromatografii (viz Obrazek 6) se sklada z tlakové lahve, davkovaciho
zafizeni, termostatu, ve kterém je umisténa chromatograficka kolona, detektoru a systému
pro zpracovani dat. Nosny plyn protéka kolonou kontrolovanou rychlosti nebo do detektoru
pii kontrolovaném tlaku. Stanoveni Ize provést pii daném teplotnim programu nebo konstantni

teploté (Ludvik, 2017).

davkovac vzorku

reguldtor pritoku | zesileni signalu a zpracovani

m chromatogram

nastfik ]
vzorku detektor jednotlivych slozek
a nosného
plynu
| e 5 | | termostat
nosny plyn chromatograficka kolona

Obrazek 6 — Plynova chromatografie — schéma. Upraveno podle: (McNair, 2021).

Stacionarni faze jsou umistény v kolonach. Stacionarni faze miiZze pokryvat stény kiemenné
kapilarni kolony. Dale miZeme mit kolony naplnéné pevnou stacionarni fazi, nebo inertnimi

¢asticemi impregnovanymi stacionarni fazi (Ludvik, 2017).
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Vnitini primér kapilarnich kolon se pohybuje mezi 0,1 mm az 0,53 mm a délka kolon dosahuje
od 5 m az po 60 m. Stacionarni faze nebo kapalina, kterd mtize byt chemicky vdzana na vnitini

povrch kolony, vytvari film o tloust’ce 0,1 um az 5,0 um (Ludvik, 2017).

Vnitini pramér népliiovych kolon se pohybuje v rozmezi mezi 2 mm az 4 mm a délka téchto
kolon vyrobenych z kovu nebo ze skla je 1 m az 3 m. Stacionarni faze jsou nejcastéji porézni

polymery nebo tuhé nosi¢e impregnované kapalnou fazi (Ludvik, 2017).

Retencni ¢as urcité slozky a ucinnost kolony zavisi na pritokové rychlosti nosného plynu.
Retencni ¢as je ptimo imérny délce kolony, rozliSeni je ptimo tmérné druhé odmocning délky
kolony. Pratokova rychlost nosného plynu se u napliiovych kolon vyjadifuje v mililitrech
za minutu pii atmosférickém tlaku a teploté mistnosti. M&fi se na vystupu z detektoru pomoci
kalibrovaného mechanického zatfizeni nebo bublinkového pratokoméru. Chromatograficka
kolona je pomoci termostatu udrzovdna na pracovni teploté. NejcastéjSimi nosnymi plyny

pro napliiové kolony jsou helium a dusik, pro kapilarni kolony je to jesté navic vodik (Ludvik,

2017).

Nejcastéji pouzivany detektor je plamenoionizacni. Lze pouzivat 1ijiné detektory
jako napf. detektor elektronového zachytu, dusiko-fosforovy, hmotnostni spektrometr, tepelné

vodivostni a dalsi (Ludvik, 2017).

1.3.4.1 Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem

Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem je analyticka metoda kombinujici vysokou
separacni schopnost plynové chromatografie s detekci metodou hmotnostni spektrometrie
zajistujici vy$si ucinnost analyz vzorkt (Cheriyedath, 2019). Plynova chromatografie dokaze
oddélit tekavé slozky ve vzorku, hmotnostni spektrometrie pomaha fragmentovat slozky
a identifikovat je na zakladé poméru hmotnosti k naboji (Cheriyedath, 2019). Vzorek muze byt
ruzného skupenstvi — kapalny, pevny ¢i plynny. Ionizace znamend, Ze je vzorek vystaven
elektronovému bombardovani. Vysledné molekuly ve vzorku se nabiji a bud’ zachovavaji celou
strukturu, nebo se fragmentuji. Tyto nefragmentované ¢i fragmentované molekuly jsou
rozdéleny podle poméru hmotnosti anaboje. Dale jsou vystaveny magnetickému
nebo elektrickému poli a k vypoctu nam slouzi i parametr odklonéné drahy nabité molekuly

k detektoru. Vysledné spektrum je intenzita signalu detekovanych iontli v zavislosti na poméru
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hmotnosti a naboje (Webster, 2021). Hmotnostni spektroskopie je vysoce specificka pro dany

analyt a diky ni Ize ziskat informace o struktuie neznamych latek (Hirt, 2016).

Mezi vyhody GC-MS patii vysoka citlivost, vysoka separacni Ucinnost a vysoka specifita
detektoru. Touto metodou nelze analyzovat tepelné labilni latky, dalSi omezeni je pii analyze
vysoce polarnich latek (nutnd napf. derivatizace), nelze analyzovat vysokomolekularni

slouceniny a n¢kdy je tieba provést piedipravu vzorku (Hirt, 2016).

Typicky detektor, ktery se pouziva pro GC-MS je Ctyipdlovy hmotnostni spektrometr. Tento
detektor se sklada ze ¢ty rovnobéznych valcovych ty¢i (elektrod), které pomoci oscilujiciho
elektrického pole destabilizuji ¢i stabilizuji drahu nabitych molekul prochdzejici polem
kvadrupélu. Nabité molekuly, které projdou kvadrupdlovym systémem, maji hodnoty poméru
hmotnosti a ndboje v ur¢itém rozsahu. Tento rozsah je ménén podle zmén napéti. Mezi dalsi
detektor, ktery lze pouzit patii detektor doby letu (TOF). Tento detektor vyuZziva elektrické pole
Kk urychleni iontt a vypocita ¢as, za ktery dosahne urychleny iont detektoru (Webster, 2021).

Metodou GC-MS lze ziskat rychlejsi vysledky, proto se tato metoda pouziva v rtiznych
oblastech. GC-MS lze pouzit ve screeningovych testech k detekci vrozenych metabolickych
onemocnéni, kdy se detekuji stopové hladiny sloucenin napf. v moci u pacientl s genetickymi
metabolickymi poruchami. Techniku Ize vyuZit k monitorovani znecistujicich latek v Zivotnim
prostiedi, tedy napt. detekce herbicidd, pesticid, fenolti a chlorofenolit ve vzduchu, padé
¢ivodé. Dale se pouziva Kanalyze potravin, k vyzkumu vyvoje a kontroly kvality
ve farmaceutickém pramyslu, forenzni toxikologii k identifikaci jedd, detekci chemickych
bojovych latek nebo iV geochemickém programu, kdy se analyzovala atmosféra planety

Venuse a Marsu (Cheriyedath, 2019).

1.3.4.2 Plynova chromatografie s plameno-ioniza¢nim detektorem

Nejvice pouzivanym detektorem v plynové chromatografii je plamenové-ionizacni detektor
(FID). Tento detektor je schopny detekovat v Sirokém rozmezi koncentraci skoro vSechny
organické latky. Princip metody GC-FID spoc¢iva v méfeni zmény elektrické vodivosti

vodikového plamene zplisobené pritomnosti eluované organické latky (Zachat, 2019).

Detektor tvoti hotacek, do kterého na spodni Casti ptivodem vstupuje nosny plyn vystupujici
z kolony, dale pridavny inertni plynu a vodik. Pfed vstupem do trysky hofacku jsou vSechny

plyny smiseny. Do spodni ¢asti detektoru se ptivadi vzduch, ktery slouzi jako oxidant.
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V detektoru jsou dale umistény dvé elektrody, na které je vlozeno konstantni stejnosmérné
napéti. Vstupuje-li do plamene nosny plyn, vznika v plameni nepatrné mnozstvi iontt, vodivost
plamene je minimalni a detektor zaznamenava pouze maly a konstantni proudovy signal.
Prichazi-li do detektoru spolu snosnym plynem latka, kteraje spalitelnd ve vodikovém
plameni, ionové fragmenty a elektrony vznikajici pfi jejim hoteni zvysi elektrickou vodivost
plamene atim dojde i ke zvyseni ioniza¢niho proudu. Odezva detektoru je pfimo umérna
koncentraci latky v nosném plynu, avSak zavisi na struktufe stanovované latky (Zachat, 2019).
Plamenové-ionizacni detektor je destruktivni, protoze cely vzorek je pyrolyzovan. FID neni

ovlivnén nehoflavymi plyny ani vodou, pokud neni zhasnut plamen (Venton, 2021).

Metoda GC-FID se nejCastéji pouziva pro sledovani kvality ovzdusi, kdy se pomoci

této metody sleduji znecist'ujici latky v zivotnim prostredi (Venton, 2021).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Seznam chemikalii a pomiicek

a) Deproteinacéni roztok
e Isopropylalkohol, p. a. (Lach-Ner, s. r. 0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 100%, hustota 780 kg/m® M = 60,10 g/mol, &islo
Sarze: PP/2017/02567
e Kyselina trihydrogenfosfore¢na, p. a. (PENTA s. 1. 0., Ing. Petr Svec, Radiova 1122/1,
102 00 Praha 10, Praha, CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 84 — 87%, hustota 1700 kg/m?, M = 98 g/mol, &islo
Sarze: 1801230113

e n-heptan, &isty (Lach-Ner, s. r. 0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR)
— Baleni 1000 ml, hustota 680 kg/m3, M =100,21 g/mol, Cislo Sarze: PP/2010/14672

b) Mobilni faze pro TLC
e Diethylether, p. a., nestabilizovany (PENTA s. r. 0., Ing. Petr Svec, Radiova 1122/1,
102 00 Praha 10, CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 99,70%, hustota 714 kg/m3 M = 74,12 g/mol, ¢&islo
Sarze: 2611091121
e Kyselina octova, ¢ista (PENTAS. r. 0., Ing. Petr Svec, Radiova 1122/1, 102 00 Praha 10,
CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 99%, hustota 1050 kg/m3, M = 60,05 g/mol, ¢islo
Sarze: 1907280714
e n-hexan, p. a. (Lach-Ner, s.r. 0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 99,43%, hustota 660 kg/m® M = 86,18 g/mol, &islo
sarze: PP/2019/05665
e n-hexan, p. a. (PENTA s. r. o. Ing. Petr Svec, Radiova 1122/1, 102 00 Praha 10, CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 99%, hustota 659 kg/m°, M = 86,18 g/mol, ¢&islo
sarze: 260308321
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c) Chromatografické desky
e TLC Silica gel 60, 25 Glass plates 20x20 cm, baleni 25 kust, (Merck, Darmstadt,

Némecko)

d) Detekeni ¢inidlo
o 2¢7°-dichlorfluorescein (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Némecko)
— Baleni 100 ml, 90%, pro TLC, M =401,2 g/mol, ¢islo Sarze: 319108554

e) Vnitini standard

e Kyselinacis-13, 16, 19 dokosatrienova (Larodan Fine Chemicals AB, Malmé, Svédsko)

f) Ostatni chemikalie
e Acetylchlorid, Reagent Plus > 98% (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Riedstr. 2 D-89555
Steinheim 49 7329 970 Némecko)
— Baleni 500 ml, hustota 1104 kg/m3, M = 78,50 g/mol, ¢&islo $arze: STBK1935.
e Chloroform, p. a. (PENTA s. r. 0., Ing. Petr Svec, Radiova 1122/1, 102 00 Praha 10,
CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 99,80%, hustota 1477 kg/m3 M = 119,38 g/mol, &islo
Sarze: 2204030417
e Methanol, p.a. (Lach-Ner, s. r. 0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 99,98%, hustota 790 kg/m3, M
Sarze: PP/2021/07806
— Baleni 1000 ml, obsah 99,98%, hustota 790 kg/m3, M
Sarze: PP/2013/01048
e Toluen, p.a. (Lach-Ner, s. r. 0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR)
— Baleni 1000 ml, obsah 100%, hustota 870 kg/m3, M = 92,14 g/mol, cislo
Sarze: PP/2021/08282.
— Baleni 1000 ml, obsah 99,28%, hustota 870 kg/m3, M
Sarze: PP/2013/02444.

32,04 g/mol, cislo

32,04 g/mol, cislo

92,14 g/mol, cislo

e Uhli¢itan draselny, bezvody (Lach-Ner, s. r. 0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR)
— Baleni 1000 g, obsah 99,70 %, M = 138, 21 g/mol, Cislo Sarze: PP/2013/12622.
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g) Tlakové lahve

Dusik: N2 4.0, UN 1066 (Linde Gas a.s., Praha, CR)

Helium: He 5.0, UN 1046 (Linde Gas a.s., Praha, CR)

Vodik: Hz 5.0 > 99, 999 (Linde Gas a.s., Praha, CR)

Vzduch: O2 20 %, N2 80 %, UN 1956 (Linde Gas a.s., Praha, CR)

h) Ostatni pomicky

2.2

Analytické vahy (Adventurer Pro OHAUS)

Automatické pipety a sterilni $picky (Eppendorf Research plus)

Centrifuga — mala multifunk¢éni odstiedivka MPW-56

Destilovand voda

Chromatograficka vana, odmérny valec

Pasteurovy pipety

Sklenéné pipety a balének

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem — Agilent 7890A a kolona HP-88
Termobloky — PIERCE Reacti-Therm (18971), s odpafovacim a michacim zafizenim
Thermo Scientific

UV lampa

Vialky, inserty a vicka

Vortex — Heidolph Reax top, Labnet

Vzorky uSniho mazu, standard (pool plazma)

Postup

Vzorky uSnich Spuntii byly navazeny na analytickych vahach a rozpustény v eppendorfkach

v 500 ml roztoku toluen : methanol (pomér 4 : 1). Poté byly skladovany v mrazaku piti -20 °C.

Denaturace bilkovin a extrakce lipidi

Po rozmrazeni vzorkt a standardu byl obsah promichén na vortexu. Do pyrexovych zkumavek

s vickem bylo napipetovano 500 pl vzorku usniho mazu nebo standardu (plazma). Poté bylo

ptidano 2,5 ml deproteina¢niho roztoku (propanol, n-heptan, kyselina fosforecna 40 : 20 : 1)

a smé&s byla promichana na vortexu a po dobu 10 minut byla kondiciovana pti pokojové teplot¢.

Ke smési ve zkumavce byl pfidan 1 ml interniho standardu pro plynovou chromatografii
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0 c=10 pg/ml a 1,5 ml destilované vody. Nové vznikld smés byla opét promichana na vortexu.

Poté byla smés centrifugovana 10 minut pii 3000 ot/min.

Horni (organickd) vrstva byla piepipetovana do Cisté konické zkumavky a odpafrena

pod dusikem pii laboratorni teploté v digestoii do sucha.
Piiprava chromatografické desky

Na chromatografickou desku byly mékkou tuzkou vyznaleny jednotlivé drahy, celo a start
(viz Obrazek 7). Start byl oznacen 2,5 cm od spodniho okraje desky, ¢elo bylo 1 cm od horniho
okraje desky. Po stranach byly oznaceny 1 cm Siroké okraje. Zbyla plocha desky byla rozdélena

do 6 drah o $ifce 3 cm. V horni ¢asti desky byly popsany nanesené vzorky.

1l cm

misto pro popis nanesenvch vzorkn §
o
o
="
Al
W

lem fes 2 |1 cm
o
%
Jcm p
F_1
7!
Start
25cm

Obrazek 7 — Chromatograficka deska
Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla vytvofena smichanim 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru
a 6 ml 98% kyseliny octové. Smeés byla prelita do chromatografické vany anechala se

30 — 40 minut sytit pfed vlozenim chromatografické desky.
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Vlastni chromatografie

K odparku bylo pfidano 75 pl smési chloroform : methanol (pomér 2 : 1). Sklenénymi
Pasteurovymi pipetami byl cely objem 5 vzorkii a 1 standardu pienesen na startovni Caru
chromatografické desky. Pfi nanaSeni se dbalo na neporuseni povrchu desky a na spravné
naneseni, aby se vzorky nedotykaly ohrani¢enych drah. Jeden vzorek je zpravidla nanasen

Vv 6-ti vrstvach a vzdy se dbalo zaschnuti nanesené vrstvy.

Po naneseni celého objemu byly zkumavky vyplachnuty 25 pl smési chloroform : methanol

(pomér 2 : 1) a nanaseni vzorku bylo opakovano.

Po zaschnuti vrstev byla deska vlozena do vany, dokud nedosla mobilni faze do pozice startovni
linie. Poté byla deska vyjmuta z vany a ponechana na vzduchu na zaschnuti (zakoncentrovani).
Po zaschnuti byla deska vracena do nasycené chromatografické vany a nechala se vyvijet,
dokud vzlinajici mobilni faze nedosdhla hranice cela. Cela chromatografie probihala ve van¢,

ktera byla ptikryta krabici a trvala cca 1 hodinu.

Poté byla deska vyjmuta z vany a vysuSena v digestofi. Na chromatografické desce nejsou
patrné rozdé€lené lipidy. Na desce je zietelné vidét pouze cholesterol. Lipidy se vSak rozdélily
do 5 tfid — PL, DG, FFA, TAG a EC.

Detekce rozdélenych vrstev

K detekci  rozdélenych  lipidd byl  pouzit 2,7 —dichlorfluorescein, ktery byl
na chromatografickou desku v oblasti standardli rovnomérné rozprasen. Zbyla ¢ast desky
byla zakryta starsi chromatografickou deskou. Pro vizualizaci rozdélenych lipidovych frakci

byla pouzita UV lampa.
Izolace jednotlivych sloZek lipidii

Jedna deska — 25 pyrexovych zkumavek bylo popsano, opatfeno uzavérem s teflonovym
tésnénim a teflonovym mikromichadlem. Dle rozdélenych tiid lipid v oblasti standardu byly
mékkou tuzkou oznaceny jednotlivé slozky lipidi tak, Ze nad 1 pod okrajem skvrny zbyva
cca 0,5 cm. Ziskand pole (kromé cholesterolu) se vyskrabou do pfislusnych pyrexovych

zkumavek s uzaveérem s teflonovym tésnénim.
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Derivatizace: pirevedeni na methylestery

Ke vSem vyskrabanym frakcim lipidd v pyrexovych zkumavkach byl ptfidain 1 ml smési
toluen : methanol (pomér 4 : 1) a ke vSem frakcim kromé frakce FFA jest¢ 1 ml roztoku

interniho standardu pro plynovou chromatografii o c= 10 pg/ml.

Termobloky byly vyhtaty na 100 °C a michadlo bylo nastaveno na hodnotu 8. Do zkumavek
bylo napipetovano 200 pul acetylchloridu, ktery slouzi jako katalyzator esterifikace. Zkumavky

byly uzavieny vickem s teflonovym tésnénim a 1 hodinu probihala esterifikacni reakce.

Po 1 hoding esterifikace byly zkumavky stanim zchlazeny na laboratorni teplotu. Poté byla
provedena neutralizace 5 ml 6% K>COz. Po ptidani 6% K>COz byla smés v ruce intenzivné
2 minuty tfepana a poté 10 minut centrifugovana pii 3000 ot/min. Horni organicka faze byla
odpipetovana do cCistych a popsanych zkumavek. Organické faze byla odpafena pod dusikem
v digestofi do sucha. Do odpafenych zkumavek bylo pfidano 100 ul smési toluen : methanol
(pomér 4:1), roztok byl promichdn navortexu a piepipetovan do pfipravenych
chromatografickych vialek s insertem. Chromatografické vialky byly uzavieny vi¢kem

S pryZovym septem a vlozeny do mrazaku.
Vlastni plynova chromatografie

Chromatografické vialky se vzorky byly vlozeny do karuselu. Po naprogramovani dané sady

vzorkl se spustil plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A.

Teplotni program na kolon¢ je: pocate¢ni teplota 130 °C po dobu 1 minuty, nasleduje teplotni
gradient: 0 2 °C za minutu do 176 °C po dobu 2 minut, dale 0 1 °C za minutu do 186 °C po dobu
1 minuty, nasledn¢ 0 0,2 °C za minutu do 190 °C po dobu 1 minuty a na zavér 0 1 °C za minutu
do 220 °C po dobu 4 minut

Cely cas analyzy jednoho vzorku je 92 minut (pro EC 120 minut), méfi se v mddu split

v poméru 10 : 1.
Vyhodnoceni vysledkii

Pro identifikaci jednotlivych pikti mastnych kyselin se pouzivaly elu¢ni Casy ziskané pomoci
meéfeni jednotlivych roztokii mastnych kyselin. Veskeré analyzy se provadély s pouZitim

vnitiniho standardu. VSechny ziskané chromatogramy se integrovaly v programu
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GC ChemStation B04.03 a takto ziskana data se dale statisticky zpracovavaly pomoci softwaru
MS Excel 2007 a Statistica 12.

Meéreni na GC-FID

Ptipravené vzorky V uzavienych vialkach byly naskladany do karuselu (max. 15 vzorka).
Poté nésledovala kontrola jehly — jeji spravné pripevnéni, zda neni ohnutd a kontrola pistu, ktery
by mél jit hladce (pokud ne, nutné vycisténi pomoci 2-propanolu). Nasledovalo pusténi plynu.
Na ventilu byly 2 budiky, kdy prvni ukazuje mnozstvi plynu Vv lahvi a druhym budikem lze
nastavit tlak. Pro nase méfeni byl pouzit tlak 6 — 7 bar. Nyni byl zapnut GC-FID bilym tla¢itkem
vlevo dole. Sedé tla¢itko umisténé vpravo dole je uréeno k otevirani do prostoru kolony.
Pomoci tlacitka STATUS se lze pifepnout do modulu, ktery ukazuje, co se déje v GC-FID,

teploty, kolik procent daného vzorku je jiz zméfeno.

Druha kontrola spo¢iva v umisténi vialek nebo kontrole pozic v karuselu. V pozici A je
do 2/3 naplnéna vialka propanolem (n-propylalkoholem), v pozici W je umisténa prazdna
vialka pro odpad, v pozici 116 je umisténa do 2/3 naplnéna vialka hexanem, pozice B musi

zustat prazdna.

Nastaveni sekvence (méieni vzorku)

Nastaveni se provadi v programu Instrument 1 online. Dle manualu byl nastaven program:
modul Methods and run control — Sequence — Sequence Parameters — do pole Subdirector

nazev sekvence — 0kno s vytvorenim slozky — yes — ok
Sequence — Sequence Table — nastaveni tabulky — ok

Jako prvni je méfen hexan, ktery slouzi k promyti kolony a davad se vzdy po kazdych péti
vzorcich. Hexan se dava jako posledni vzorek v metodé Standby. Po sob¢ davame méfit stejné
frakce vzork, nejlépe méfeni v jedné sekvenci. Pokud to nelze je nutné kolonu mezi frakcemi

promyt hexanem.

Pro méfeni frakci PL, DG, FFS, TAG lze pouzit metodu MK 222, pro méteni EC MK _222CE
a pro hexan CEGAN_2.

Sequence — Save Sequence Template As — File Name: shodné se Subdirector + .S — ok

Run Control — Run Sequence

Zastaveni méteni se provadi: Run Control — Stop Run/Inject/Sequence
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Vyhodnocovani vzorki

Nastaveni se provadi v programu Instrument 1 offline. Vyhodnocovani probiha v Modu Data
Analysis. Poté se vlevo vybere slozka, ktera se bude vyhodnocovat. Dale se pokracovalo

dle navodu.
Statistické vyhodnoceni vzorki

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit program STATISTICA 12 (StatSoft CR s. r. 0., Ceské
republika). V programu bylo analyzovano 71 vzorku us$niho mazu, které byly rozdéleny
do skupin dle veéku. V tabulce byly ve sloupcich mastné kyseliny (40) a v fadcich vzorky
pacientdl. Za mastnymi kyselinami byly dale ve sloupcich enzymy (9-desaturaza, 5-desaturaza,

9-desaturaza x 100, elongaza x 100, 6-desaturaza x 100 a de novo lipogeneze).

Z bodového grafu zavislosti enzymi na mastné kyselin€ bylo podle hodnoty p, coz je nejnizsi
hladina vyznamnosti. Protoze byl pouzit 95 % interval méla hladina vyznamnosti a hodnotu
0,05. S touto hodnotou byla porovnavana hodnota p. Pokud byla hodnota p mensi nez 0,05,
byla pfijata hypotéza, Ze mastna kyselina je klinicky vyznamna (viz Tabulka 7, 8, 10, 11, 13,
14,16, 17,19, 20). Tabulka 6, 9, 12, 15, 18 obsahuje prumérné hodnoty a STD pro urcité frakce
a skupiny.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Smérodatna odchylka (STD [umol/I]) avaria¢ni koeficient (CV [%]) byly vypocitany
podle vzorci (1) a (2)

STD = (1)

STD
CV = 7 100, (2)

kde n je pocet méfeni, ¢ [umol/l] je primérna koncentrace a ¢; [umol/l] koncentrace pro urcité
méfeni.

Tabulka 3 — Pfehled analyzovanych vzorkt usniho mazu.

pohlavi pocet
7 35
M 36
vk podet PK;‘;}“ typ SXM
do 30 8 4x4 3x5
(31-60) 22 10x12 5x17
60+ 41 22x19 18x23
vk podet PK;‘;}“ typ SXM
61-70 17 11x6 5x12
71+ 24 11x13 13x11

Ptesnost — K méfeni presnosti byla pouzita plazma a vysledky pro jednotlivé frakce jsou shrnuty
v Tabulce 4 a 5.
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Tabulka 4 — Pfesnost metody pro frakce PL, DG.

PL DG

kyselina vzorec c STD cv c STD Cv

[umol/l] | [umol/] | [%] | [wmol/l] | [umoll] | [%]
12-methyltridekanova 12M-C13:0 2,05 0,03 15 1,51 0,03 2,3
myristova C14:0 10,06 0,12 1,2 2,78 0,08 3,0
13-methylmyristova 13M-C14:0 0,89 0,04 4,5 0,27 0,01 5,3
12-methyltetradekanova 12M-C14:0 2,19 0,04 1,8 0,79 0,04 4,9
pentadekanova C15:0 6,67 0,12 1,8 1,29 0,06 4,7
palmitova C16:0 577,95 1,80 0,3 54,52 1,71 3,1
transpalmitoolejova 9-C16:1-trans 0,30 0,01 3,6 0,16 0,01 5,0
sapienova C16:1-N10 9,44 0,08 0,8 2,59 0,09 3,4
cis palmitoolejova 9-C16:1-cis 3,18 0,01 0,3 0,89 0,04 4,3
14-methylhexadekanova 14M-C16:0 2,59 0,06 2,1 1,41 0,05 3,8
heptadekanova C17:0 1,18 0,03 2,2 0,50 0,02 4,1
16-methylheptadekanova 16M-C17:0 1,05 0,05 4,3 0,77 0,04 53
stearova C18:0 217,00 1,94 0,9 32,49 0,58 1,8
trans vacenova C18:1-N7-trans 5,63 0,02 0,4 0,95 0,04 4,6
olejova C18:1-N9 94,50 0,19 0,2 13,76 0,26 1,9
vacenova C18:1-N7-cis 14,27 0,05 0,3 1,86 0,10 54
nonadekanova C19:0 4,24 0,02 0,6 2,07 0,08 3,9
linolova C18:2-N6 184,02 0,58 0,3 10,10 0,16 1,6
gama-linolenova C18:3-N6 1,33 0,01 0,8 0,57 0,03 4,5
arachidova C20:0 2,86 0,02 0,7 1,50 0,06 4,0
alpha-linolenova C18:3-N3 1,70 0,02 1,2 0,74 0,03 4,3
oktadekadienova C18:2-97, 11E 5,50 0,04 0,7 1,54 0,06 4,1
oktadekadienova C18:2-10Z, 127} 16,35 0,06 0,4 3,73 0,12 3,3
stearidova C18:4-N3 1,87 0,04 2,2 1,61 0,07 4,1
cis 8,11,14-eikosatrienova C20:3-N6 3,72 0,05 1,3 0,58 0,02 2,7
behenova C22:0 4,15 0,05 11 0,76 0,04 5,0
arachidonova C20:4-N6 0,84 0,02 2,4 3,20 0,05 1,7
eikosatetraenova C20:4-N3 1,20 0,03 2,2 0,52 0,02 3,7
eikosapentaenova C20:5-N3 14,54 0,07 0,5 9,09 0,43 4,8
lignocerova C24:0 15,90 0,07 0,4 1,59 0,08 5,2
dokosatetraenova C22:4-N6 2,14 0,02 1,0 1,21 0,06 4.8
nervova C24:1-N9 159,16 0,55 0,3 2,94 0,13 4,3
dokosapentaenova C22:5-N6 1,48 0,06 3,9 0,53 0,02 4,0
dokosapentaenova C22:5-N3 0,85 0,02 2,7 0,22 0,01 4,1
dokosahexaenova C22:6-N3 0,33 0,02 47 0,44 0,02 4,8
cerotova C26:0 1,54 0,06 3,7 0,69 0,03 5,0
tetrakosatetraenova C24:4-N6 2,33 0,03 1,3 0,79 0,03 4.4
tetrakosapentaenova C24:5-N6 0,93 0,01 1,2 0,76 0,03 43
tetrakosapentaenova C24:5-N3 2,58 0,10 3,9 1,67 0,07 4.1
tetrakosahexaenova C24:6-N3 10,05 0,10 1,0 0,64 0,03 4.1
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Tabulka 5 — Pfesnost metody pro frakce FFA, TAG, EC.

FFA TAG EC
kyselina c STD cv c STD |CV c STD | CV
[umol/l] | [pmol/l] | [%] | [wmol/1] | [umol/l] | [%6] | [mmol/1] | [umol/]] | [%6]
12-methyltridekanova 2,12 0,05 2,4 0,81 0,04 52 0,25 0,01 4,8
myristova 14,93 0,79 53 15,45 0,29 19 6,84 0,31 4,5
13-methylmyristova 4,96 0,26 53 0,62 0,03 4,11 17,07 0,34 2,0
12-methyltetradekanova 4,53 0,20 4,4 1,84 0,06 3,3 0,18 0,01 4,7
pentadekanova 10,33 0,20 2,0 4,41 0,06 1,4 2,57 0,08 3,3
palmitova 176,27 0,99 0,6 | 195,79 1,55 0,8 | 138,52 1,37 1,0
transpalmitoolejova 1,57 0,04 2,3 0,29 0,01 3,9 3,80 0,13 35
sapienova 18,36 1,26 6,9 6,77 0,03 05] 16,89 0,43 2,5
cis palmitoolejova 6,86 0,38 55 7,70 0,18 2,4 3,01 0,09 3,0
14-methylhexadekanova 2,26 0,09 3,8 2,35 0,05 2,3 1,04 0,03 2,7
heptadekanova 0,99 0,04 4,4 0,55 0,03 51 1,08 0,04 3,7
16-methylheptadekanova 2,13 0,10 4,5 1,42 0,06 4,2 0,98 0,04 4,1
stearova 52,36 1,62 3,1 38,62 0,30 0,8 1,42 0,07 51
trans vacenova 2,20 0,12 55 1,60 0,03 1,9 | 164,59 0,50 0,3
olejova 144,09 3,32 2,3 | 165,89 6,27 3,8 7,71 0,19 2,5
vacenova 7,50 0,35 4,7 8,09 0,13 15 2,92 0,10 3,5
nonadekanova 5,86 0,27 4,7 2,64 0,04 15| 224,93 0,72 0,3
linolova 50,92 2,32 4,6 73,70 1,54 2,1 2,58 0,04 1,7
gama-linolenova 0,36 0,02 4,9 0,42 0,02 54 1,06 0,06 53
arachidova 1,32 0,07 51 2,18 0,11 5,0 2,04 0,07 3,5
alpha-linolenova 0,79 0,01 1,5 0,80 0,03 4,1 0,38 0,02 55
oktadekadienova 10,97 0,39 3,6 11,96 0,09 0,7 1,07 0,04 3,7
oktadekadienova 8,19 0,40 4,9 6,62 0,19 2,9 3,92 0,10 2,4
stearidova 1,85 0,06 3,4 8,52 0,10 1,1 0,42 0,02 4,9
cis 8,11,14-eikosatrienova | 0,93 0,04 4,1 0,71 0,03 4,5 0,87 0,02 2,3
behenova 2,48 0,09 3,8 1,32 0,06 461 24,04 0,39 1,6
arachidonova 6,25 0,17 2,7 0,52 0,02 4,1 0,26 0,01 5,0
eikosatetraenova 7,24 0,33 45 1,48 0,03 2,3 0,29 0,00 0,9
eikosapentaenova 16,86 0,92 55 19,83 0,41 2,1 2,50 0,12 47
lignocerova 5,26 0,05 0,9 4,07 0,02 0,5 0,90 0,02 2,6
dokosatetraenova 1,24 0,06 45 2,01 0,03 15 0,47 0,01 2,9
nervova 13,15 0,51 3,9 5,97 0,17 2,8 2,49 0,09 3,8
dokosapentaenova 0,30 0,01 4.0 5,55 0,04 0,7 3,47 0,02 0,7
dokosapentaenova 1,58 0,05 3,2 0,30 0,01 3,0 0,06 0,00 49
dokosahexaenova 3,81 0,08 2,2 2,24 0,05 2,2 0,33 0,01 4.1
cerotova 2,98 0,15 49 5,50 0,11 2,0 8,27 0,24 2,9
tetrakosatetraenova 2,17 0,07 3,1 0,26 0,01 441 54,81 0,21 0,4
tetrakosapentaenova 0,50 0,02 49 0,22 0,01 3,8 1,44 0,07 45
tetrakosapentaenova 1,35 0,06 47 1,23 0,05 45 0,17 0,01 35
tetrakosahexaenova 2,51 0,12 4,8 2,94 0,13 45 2,17 0,11 4.9
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Tabulka 6 — Koncentrace mastnych kyselin v uSnim mazu pro ur¢ité vékové skupiny ve frakci PL.

frakce PL
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
kyselina c STD c STD c STD c STD
[pmol/l] | [pmol/1] | [umol/1] | [pmol/]] | [umol/]] | [pmol/]] | [umol/l] | [pmol/]]

12-methyltridekanova 1,35 0,93 2,08 0,73 1,22 0,21 1,34 0,38
myristova 8,49 0,34 9,72 2,50 17,58 2,97 10,87 2,58
13-methylmyristova 1,23 0,21 1,55 0,48 1,13 0,23 1,37 0,58
12-methyltetradekanova 1,25 0,44 1,95 0,36 4,88 0,77 1,57 0,55
pentadekanova 3,08 0,86 3,76 0,58 8,47 1,32 3,96 1,64
palmitova 152,93 22,51 223,31 | 36,96 | 159,93 | 26,36 | 101,85 | 43,61
transpalmitoolejova 0,34 0,10 0,52 0,14 0,93 0,16 0,60 0,40
sapienova 6,13 1,56 8,40 1,58 6,05 1,59 4,78 1,79
cis palmitoolejova 1,33 0,57 1,93 0,75 2,79 0,65 1,39 0,48
14-methylhexadekanova 1,63 0,24 1,78 0,59 2,67 0,52 1,65 0,74
heptadekanova 0,75 0,26 0,77 0,23 2,97 0,54 1,09 0,43
16-methylheptadekanova 1,14 0,43 1,12 0,67 1,37 0,39 1,34 0,37
stearova 125,75 19,88 122,83 | 25,93 | 123,17 | 26,83 55,92 25,88
trans vacenova 1,78 0,43 2,03 0,67 1,39 0,45 1,51 0,49
olejova 48,74 35,11 8,39 3,17 6,59 1,52 6,51 2,19
vacenova 2,07 0,73 6,70 3,59 5,85 1,77 2,24 1,18
nonadekanova 3,69 0,81 3,15 0,76 2,79 0,71 2,61 1,03
linolova 23,34 7,08 23,55 6,55 22,36 3,98 26,38 8,92
gama-linolenova 0,88 0,20 0,97 0,35 0,80 0,39 0,86 0,26
arachidova 2,64 0,53 1,47 0,43 3,15 0,70 1,82 0,67
alpha-linolenova 1,46 0,32 1,12 0,24 1,07 0,27 1,25 0,42
oktadekadienova 3,96 2,07 3,55 0,87 1,42 0,38 4,03 1,06
oktadekadienova 17,65 10,45 3,54 0,76 2,49 0,55 5,43 2,85
stearidova 2,66 0,42 1,89 0,61 3,36 0,62 3,80 1,43
cis 8,11,14-eikosatrienova | 0,80 0,32 1,04 0,17 0,96 0,22 0,84 0,33
behenova 2,15 0,50 1,35 0,28 1,71 0,48 1,61 0,62
arachidonova 1,79 0,42 0,91 0,37 1,48 0,34 1,76 2,00
eikosatetraenova 3,29 0,43 2,39 0,75 2,09 0,39 1,78 0,51
eikosapentaenova 40,45 2,63 46,62 4,65 63,81 7,58 55,07 15,93
lignocerova 21,45 6,16 33,02 5,13 41,10 6,67 24,20 5,80
dokosatetraenova 7,79 3,26 3,25 0,75 6,94 1,03 4,50 2,12
nervova 34,14 31,19 41,72 9,79 4,53 1,02 27,70 12,91
dokosapentaenova 2,07 0,95 1,50 0,34 1,41 0,45 2,99 1,66
dokosapentaenova 1,45 0,36 0,78 0,30 0,78 0,19 1,90 1,63
dokosahexaenova 1,09 0,51 1,22 0,27 1,50 0,56 2,42 1,35
cerotova 20,41 3,27 27,52 4,80 43,90 5,72 24,48 5,40
tetrakosatetraenova 1,00 0,35 0,72 0,23 1,53 0,43 1,02 0,34
tetrakosapentaenova 2,58 1,13 1,16 0,32 1,38 0,32 5,72 1,98
tetrakosapentaenova 1,69 0,25 1,60 0,40 2,19 0,58 1,80 0,61
tetrakosahexaenova 19,76 2,92 20,18 2,64 34,58 3,92 20,26 3,89
9-desaturaza 0,42 0,33 0,08 0,04 0,06 0,02 0,13 0,06
9-desaturaza x 100 0,86 0,30 0,90 0,41 1,79 0,50 1,57 0,77
elongaza x 100 84,12 19,73 55,23 8,89 78,92 20,25 58,01 24,65
5-desaturaza 2,54 1,12 0,90 0,40 1,63 0,60 2,09 1,62
6-desaturaza x 100 3,66 1,73 4,70 1,43 4,42 1,13 3,61 1,71
de novo lipogeneze 6,93 1,52 9,98 2,41 7,53 2,56 4,32 2,36
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Ve frakci PL ptevladaly z nasycenych mastnych kyselin — kyselina palmitova (0 — 30 let:
c=152,93 + 2251 pmol/l, 31 — 60 let: ¢=223,31 + 36,96 umol/l, 61 — 70 let:
€ =159,93 + 26,36 umol/Il, 71 +: ¢ = 101,85 + 43,61 umol/l) a kyselina stearova (0 — 30 let:
c=125,75 + 19,88 umol/l, 31 — 60 let: ¢=122,83 + 2593 pmol/l, 61 — 70 let:
€ =123,17 + 26,83 umol/l, 71 +: ¢ = 55,92 + 25,88 umol/l).

V ramci hodnoceni 40 mastnych kyselin bylo hodnoceno i4 MK s lichym poctem uhlikti
(13-methylmyristova, pentadekanova, heptadekanova a nonadekanova). Z lichych mastnych
kyselin pfevladaly — kyselina pentadekanova (0 — 30 let: ¢ = 3,08 = 0,86 umol/l, 31 — 60 let:
c=3,76 + 0,58 umol/l, 61— 70 let: ¢ =8,47 +1,32 pmol/l, 71 +: ¢ = 3,96 + 1,64 pmol/l)
a kyselina nonadekanova (0 — 30 let: ¢ = 3,69 + 0,81 umol/l, 31 — 60 let: ¢ = 3,15+ 0,76 umol/l,
61— 70 let: ¢ =2,79 £ 0,71 umol/l, 71 +: ¢ = 2,61 + 1,03 pumol/l).
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Rozdéleni vékovych skupin u analyzy vzorkt usniho mazu:

e 1(0—30Iet), 11 (31— 60 let), 111 (61— 70 let), IV (71 +).

Klinicky vyznamné kyseliny jsou vyznaceny barevng¢.

Tabulka 7 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech u vékovych skupin u frakce PL.

9-desaturaza

9-desaturaza x 100

elongaza x 100

kyselina

v

| I " | v

I I " | v

12-methyltridekanova

myristova

13-methylmyristova

12-methyltetradekanova

pentadekanova

palmitova

transpalmitoolejova

sapienova

cis palmitoolejova

14-methylhexadekanova

heptadekanova

16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova

gama-linolenova

arachidova

alpha-linolenova

oktadekadienova

oktadekadienova

stearidova

cis 8,11,14-eikosatrienova

behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova

dokosapentaenova

dokosapentaenova

dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova

tetrakosapentaenova

tetrakosahexaenova

i
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Tabulka 8 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech naenzymech uvékovych skupin u frakce
PL — pokracovani.

5-desaturaza 6-desaturaza x 100 de novo lipogeneze
kyselina | in|m| v I inm|pu vyl I | |iv
12-methyltridekanova
myristova
13-methylmyristova
12-methyltetradekanova
pentadekanova
palmitova
transpalmitoolejova
sapienova
cis palmitoolejova
14-methylhexadekanova !
heptadekanova
16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova

gama-linolenova
arachidovéa

alpha-linolenova

oktadekadienova

oktadekadienova

stearidova
cis 8,11,14-eikosatrienova
behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova

dokosapentaenova

dokosapentaenova

dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova
tetrakosapentaenova
tetrakosapentaenova

tetrakosahexaenova
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Tabulka 9 — Koncentrace mastnych kyselin v usnim mazu pro ur¢ité vékové skupiny ve frakci DG.

frakce DG
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
kyselina c STD c STD c STD c STD
[umol/l] | [nmol/1] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/]] | [umol/1] | [umol/1] | [pmol/l]

12-methyltridekanova 1,14 0,59 1,43 0,31 1,56 0,36 1,51 0,42
myristova 474 0,75 5,39 1,09 7,10 1,14 5,35 1,58
13-methylmyristova 2,16 2,05 1,32 1,16 1,02 0,15 0,49 0,28
12-methyltetradekanova 2,97 0,56 2,41 0,46 3,02 0,83 2,18 0,94
pentadekanova 3,21 2,33 3,38 0,63 5,93 1,70 1,83 0,59
palmitova 136,21 11,78 122,13 19,74 | 121,39 | 11,87 85,28 37,70
transpalmitoolejova 0,39 0,09 0,42 0,14 0,49 0,10 0,30 0,15
sapienova 6,22 2,07 7,02 3,08 14,95 2,97 4,57 1,99
cis palmitoolejova 1,33 0,29 0,66 0,22 1,29 0,36 1,64 1,16
14-methylhexadekanova 2,19 0,19 1,33 0,33 1,12 0,35 1,36 0,65
heptadekanova 0,95 0,25 0,77 0,95 0,78 0,23 0,73 0,34
16-methylheptadekanova 0,89 0,21 1,00 0,24 1,14 0,45 0,88 0,32
stearova 90,49 6,12 63,09 9,01 64,31 9,34 63,65 32,25
trans vacenova 1,11 0,27 0,53 0,17 0,93 0,20 0,71 0,40
olejova 21,41 6,01 12,60 2,51 6,98 1,16 5,28 1,99
vacenova 4,82 1,34 3,09 0,96 3,41 1,14 1,85 1,14
nonadekanova 3,78 0,68 4,67 3,19 2,53 0,46 3,03 1,07
linolova 10,75 5,03 6,01 1,89 3,44 0,72 5,07 1,70
gama-linolenova 0,86 0,20 1,00 0,43 3,94 1,18 1,44 0,74
arachidova 2,91 0,50 1,63 0,34 1,18 0,34 1,68 1,04
alpha-linolenova 1,71 0,36 1,44 0,31 2,24 0,60 1,59 0,51
oktadekadienova 3,43 1,41 2,66 0,66 2,35 0,63 2,36 1,82
oktadekadienova 6,93 1,02 7,85 1,17 6,47 0,75 6,49 2,31
stearidova 3,32 1,07 1,70 0,47 1,89 0,57 2,18 1,20
cis 8,11,14-eikosatrienova | 0,68 0,33 0,58 0,22 0,53 0,13 0,68 0,76
behenova 0,74 0,23 1,00 0,22 0,84 0,21 0,85 0,29
arachidonova 1,28 1,10 2,41 0,59 1,71 0,64 2,29 0,67
eikosatetraenova 2,24 0,99 1,98 2,80 0,91 0,16 1,06 0,57
eikosapentaenova 20,48 2,43 15,49 2,58 18,06 2,22 13,22 3,46
lignocerova 6,12 3,28 6,87 1,09 7,48 1,40 5,95 2,12
dokosatetraenova 4,13 0,86 1,68 0,38 1,10 0,30 1,52 0,63
nervova 3,19 0,81 1,17 0,30 2,03 2,89 1,90 1,14
dokosapentaenova 0,95 0,48 0,43 0,19 0,74 0,17 0,68 0,28
dokosapentaenova 0,65 0,32 0,31 0,12 0,92 0,28 0,53 0,20
dokosahexaenova 0,63 0,15 0,57 0,42 0,55 0,11 0,62 0,34
cerotova 4,14 0,95 5,67 1,25 7,13 1,25 5,34 1,43
tetrakosatetraenova 0,62 0,15 0,61 0,23 0,65 0,16 0,60 0,29
tetrakosapentaenova 1,07 0,38 0,58 0,19 1,23 0,26 1,28 0,32
tetrakosapentaenova 1,98 0,49 1,53 0,39 1,66 0,37 1,54 0,35
tetrakosahexaenova 2,62 0,71 3,23 0,61 2,70 0,48 3,07 0,81
9-desaturaza 0,24 0,08 0,20 0,05 0,11 0,02 0,10 0,07
9-desaturaza x 100 0,97 0,17 0,54 0,17 1,07 0,32 2,65 2,55
elongaza x 100 66,95 9,03 52,35 7,13 53,09 6,89 75,16 19,85
5-desaturaza 1,56 0,85 4,79 2,13 3,47 1,77 4,76 2,20
6-desaturaza x 100 9,07 6,86 10,42 5,58 16,56 6,59 13,96 13,10
de novo lipogeneze 15,58 6,44 22,11 7,47 36,92 9,49 17,28 5,88
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Ve frakci DG pievladaly z nasycenych mastnych kyselin — kyselina palmitova (0 — 30 let:
c=136,21 + 11,78 pmol/l, 31 — 60 let: ¢=122,13 + 19,74 pmol/l, 61 — 70 let:
€c=121,39+ 11,87 umol/l, 71 +: ¢ = 85,25 + 37,70 umol/l) a kyselina stearova (0 — 30 let:
c=90,49 + 6,12 pmol/l, 31 — 60 let: ¢=63,09 + 9,01 umol/l, 61 — 70 let:
€ =64,31+ 9,34 umol/l, 71 +: ¢ = 63,65 + 32,25 umol/l).

Zlichych  mastnych  kyselin  pfevladaly — kyselina ~ pentadekanova (0 — 30 let:
¢ =3,21+ 2,33 umol/l, 31 — 60 let: ¢ = 3,38 £ 0,63 umol/l, 61 — 70 let: ¢ = 5,93 + 1,70 umol/I,
71 +: ¢=1,83+0,59 umol/l) akyselina nonadekanova (0 — 30 let: ¢ = 3,78 + 0,68 umol/l,
31-60 let: ¢c=4,67 + 3,19 pmol/l, 61 — 70 let: ¢=253+0,46 pmol/l, 71 +:
¢ =3,03+ 1,07 umol/l).

54



Tabulka 10 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech u vékovych skupin u frakce DG.

9-desaturaza

9-desaturaza x 100

elongaza x 100

kyselina

v |

" vyl

" | v

12-methyltridekanova

myristova

13-methylmyristova

12-methyltetradekanova

pentadekanova

palmitova

transpalmitoolejova

sapienova

Cis palmitoolejova

14-methylhexadekanova

heptadekanova

16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova

gama-linolenova

arachidova

alpha-linolenova

oktadekadienova

oktadekadienova

stearidova

cis 8,11,14-eikosatrienova

behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova

dokosapentaenova

dokosapentaenova

dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova

tetrakosapentaenova

tetrakosahexaenova
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Tabulka 11 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech uvé&kovych skupin u frakce
DG — pokracovani.

5-desaturaza 6-desaturaza x 100 de novo lipogeneze
kyselina | im || v | i jiviy In|u|iv
12-methyltridekanova

myristova

13-methylmyristova
12-methyltetradekanova
pentadekanova
palmitova
transpalmitoolejova

sapienova

cis palmitoolejova
14-methylhexadekanova
heptadekanova
16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova
gama-linolenova

arachidova

alpha-linolenova

oktadekadienova

oktadekadienova

stearidova
cis 8,11,14-eikosatrienova
behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova
dokosapentaenova
dokosapentaenova
dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova
tetrakosapentaenova

tetrakosahexaenova
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Tabulka 12 — Koncentrace mastnych kyselin v uSnim mazu pro ur¢ité vékové skupiny ve frakci FFA.

frakce FFA
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
kyselina c STD c STD c STD c STD
[pmol/l] | [pmol/1] | [umol/1] | [pmol/]] | [umol/]] | [pmol/]] | [umol/l] | [pmol/]]

12-methyltridekanova 1,22 0,44 2,85 0,65 1,56 0,27 1,62 0,65
myristova 47,82 48,57 7,28 2,68 137,57 | 22,09 12,33 4,53
13-methylmyristova 2,14 2,03 1,36 0,64 19,10 4,69 1,71 0,81
12-methyltetradekanova 1,93 0,81 2,85 0,75 3,43 0,77 3,79 2,40
pentadekanova 30,75 31,03 5,28 1,40 126,60 | 33,15 11,97 7,67
palmitova 381,09 | 356,05 | 213,35 | 44,22 | 666,08 | 88,67 | 114,52 | 48,87
transpalmitoolejova 1,01 0,69 1,53 0,39 1,76 0,54 1,36 0,88
sapienova 27,34 13,89 24,25 21,24 24,57 4,84 30,74 23,75
cis palmitoolejova 4,12 3,07 2,35 1,04 2,30 0,81 1,69 1,05
14-methylhexadekanova 8,74 2,96 2,97 0,91 6,29 3,08 3,82 2,62
heptadekanova 0,95 0,37 1,07 0,32 2,40 0,46 1,68 1,33
16-methylheptadekanova 1,71 0,68 1,37 0,31 4,31 1,25 1,27 0,54
stearova 87,54 62,12 62,84 10,80 | 121,46 | 21,18 45,25 18,50
trans vacenova 2,50 0,53 1,80 0,49 1,54 0,45 1,48 1,37
olejova 111,51 98,47 18,18 14,45 | 124,47 | 19,10 26,45 14,52
vacenova 8,01 3,61 16,37 4,19 28,48 3,94 11,19 6,77
nonadekanova 6,24 4,42 5,01 1,23 5,04 1,48 4,89 2,38
linolova 36,58 38,75 20,91 3,11 39,78 6,62 25,80 16,58
gama-linolenova 0,60 0,26 1,10 0,38 2,24 0,49 0,96 0,27
arachidova 1,92 0,95 5,82 1,60 6,73 1,27 2,39 1,29
alpha-linolenova 2,10 0,56 1,60 0,36 2,43 0,38 1,08 0,51
oktadekadienova 5,02 1,05 3,87 1,30 24,84 6,18 11,34 11,15
oktadekadienova 13,48 1,57 10,22 4,54 26,47 2,99 20,38 15,44
stearidova 3,31 2,00 4,72 1,57 6,16 1,01 12,84 16,40
cis 8,11,14-eikosatrienova | 0,94 0,47 1,20 0,31 3,00 0,57 1,45 0,73
behenova 2,45 1,21 2,42 0,93 3,19 0,57 3,16 1,76
arachidonova 1,87 1,25 4,32 1,19 7,60 1,54 3,34 1,56
eikosatetraenova 4,92 1,51 2,00 0,59 5,34 0,86 1,73 0,78
eikosapentaenova 73,89 18,25 112,79 | 29,97 36,23 14,10 64,88 24,99
lignocerova 37,47 9,44 19,64 3,79 24,81 4,94 7,90 3,05
dokosatetraenova 3,05 0,47 2,53 0,94 3,35 0,60 2,50 1,34
nervova 9,14 2,00 4,92 1,53 10,42 1,59 6,47 5,33
dokosapentaenova 0,95 0,55 2,40 0,74 1,99 0,71 3,76 6,43
dokosapentaenova 0,39 0,43 0,63 0,21 1,00 0,31 0,50 0,22
dokosahexaenova 0,60 0,23 1,13 0,35 1,93 0,32 0,92 0,39
cerotova 21,89 7,05 16,66 2,64 19,36 5,65 12,67 6,61
tetrakosatetraenova 0,97 0,38 1,26 0,53 2,23 0,49 0,85 0,45
tetrakosapentaenova 0,81 0,23 1,25 0,36 2,11 0,73 1,63 1,20
tetrakosapentaenova 1,88 0,50 2,33 0,39 2,04 0,41 1,36 0,64
tetrakosahexaenova 7,32 6,77 24,54 2,47 22,48 3,40 20,08 5,81
9-desaturaza 1,08 0,40 0,31 0,30 1,06 0,26 0,67 0,43
9-desaturaza x 100 1,85 0,97 1,14 0,55 0,35 0,12 1,69 1,45
elongaza x 100 41,56 22,83 30,92 9,14 18,47 3,73 43,25 19,57
5-desaturaza 1,90 0,83 3,79 1,31 2,61 0,69 2,72 1,45
6-desaturaza x 100 48,45 55,94 5,99 2,42 7,64 1,46 8,24 6,04
de novo lipogeneze 44,58 40,00 10,51 3,24 17,15 3,47 1,62 0,65
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Ve frakci FFA pievladaly z nasycenych mastnych kyselin — kyselina palmitova (0 — 30 let:
€c=381,09 + 356,05 umol/l, 31 — 60 let: ¢=213,35 + 44,22 pmol/l, 61 — 70 let:
€ = 666,08 + 88,67 umol/l, 71 +: ¢ = 114,52 + 48,87 umol/l) a kyselina stearova (0 — 30 let:
c=8754 + 62,12 pumol/l, 31 — 60 let: ¢=62,84 + 10,80 umol/l, 61 — 70 let:
€c=121,46 + 21,18 umol/l, 71 +: ¢ = 45,25 + 18,50 umol/l).

Z lichych mastnych Kkyselin prevladaly — kyselina pentadekanova (0 — 30 let:
c=30,75+31,03 umol/l, 31 — 60 let: ¢=528+140 pmol/l, 61 — 70 let:
¢ =126,60 + 33,15 umol/l, 71 +: ¢ = 11,97 + 7,67 umol/l) a kyselina nonadekanova (0 — 30 let:
€ =6,24 + 4,42 umol/l, 31 — 60 let: ¢ = 5,01 + 1,23 umol/l, 61 — 70 let: ¢ = 5,04 + 1,48 pumol/l,
71 +: ¢ =4,89 + 2,38 umol/l).

Ve vékové skupiné 61 — 70 let nabyla kyselina olejova ¢ = 124,47 + 19,10 umol/l a kyselina
13-methylmyristova ¢ = 19,10 + 4,69 umol/I.
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Tabulka 13 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech u vékovych skupin u frakce FFA.

9-desaturaza 9-desaturaza x 100 elongaza x 100
kyselina I I i | v | 1] " | v I i | v
12-methyltridekanova

myristova

13-methylmyristova

12-methyltetradekanova

pentadekanova

palmitova
transpalmitoolejova

sapienova

Cis palmitoolejova

14-methylhexadekanova

heptadekanova

16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova

gama-linolenova

arachidova

alpha-linolenova
oktadekadienova
oktadekadienova

stearidova
cis 8,11,14-eikosatrienova
behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova

dokosapentaenova

dokosapentaenova

dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova

tetrakosapentaenova

tetrakosahexaenova
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Tabulka 14 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech uvé&kovych skupin u frakce
FFA — pokracovani.

5-desaturaza 6-desaturaza x 100 de novo lipogeneze
kyselina | im || v | i jiviy In|u|iv
12-methyltridekanova

myristova

13-methylmyristova
12-methyltetradekanova
pentadekanova
palmitova
transpalmitoolejova

sapienova

cis palmitoolejova
14-methylhexadekanova
heptadekanova
16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova
gama-linolenova

arachidova

alpha-linolenova

oktadekadienova

oktadekadienova

stearidova

cis 8,11,14-eikosatrienova 1

behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova
dokosapentaenova
dokosapentaenova
dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova
tetrakosapentaenova

!

tetrakosahexaenova
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Tabulka 15 — Koncentrace mastnych kyselin v u$nim mazu pro ur¢ité vékové skupiny ve frakci TAG.

frakce TAG
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
kyselina c STD c STD c STD c STD
[umol/l] | [nmol/1] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/]] | [umol/1] | [umol/1] | [pmol/l]

12-methyltridekanova 4,46 4,25 3,26 0,85 4,81 0,81 6,88 1,62
myristova 8,90 4,44 7,42 1,66 13,23 3,39 5,63 1,63
13-methylmyristova 1,48 1,14 1,21 0,27 1,49 0,37 1,05 0,42
12-methyltetradekanova 12,94 13,00 19,98 6,19 19,06 2,70 11,95 2,63
pentadekanova 2,74 0,61 6,03 1,86 4,71 0,78 1,74 0,74
palmitova 100,71 43,46 222,07 | 40,19 | 134,51 | 32,02 75,58 28,13
transpalmitoolejova 0,98 0,52 1,10 0,31 1,09 0,20 1,05 0,43
sapienova 27,33 20,98 9,12 1,45 11,70 1,65 6,74 2,20
cis palmitoolejova 1,98 1,24 2,73 1,34 4,69 0,72 13,59 5,72
14-methylhexadekanova 1,20 0,48 1,23 0,27 1,33 0,35 0,69 0,26
heptadekanova 1,00 0,48 0,60 0,18 0,70 0,22 1,04 0,37
16-methylheptadekanova 1,00 0,62 1,95 0,57 1,37 0,31 1,19 0,25
stearova 40,75 13,48 46,97 9,81 41,48 9,67 3,72 1,10
trans vacenova 6,02 5,77 3,87 1,10 3,66 0,86 2,51 1,53
olejova 75,62 74,59 17,04 3,37 12,65 1,81 21,52 15,52
vacenova 41,66 27,32 29,53 5,41 30,12 6,18 4,15 1,95
nonadekanova 2,90 1,84 2,66 0,96 3,15 0,79 3,36 1,61
linolova 19,72 13,09 13,11 3,25 8,55 1,93 11,96 3,57
gama-linolenova 2,66 2,51 2,54 0,69 1,83 0,40 2,44 0,70
arachidova 4,15 2,70 24,90 12,97 4,58 0,99 2,61 0,84
alpha-linolenova 1,39 1,17 1,21 0,38 1,40 0,40 1,40 0,49
oktadekadienova 15,35 3,99 18,45 4,90 33,63 45,57 12,57 5,19
oktadekadienova 13,43 8,70 21,95 5,36 21,57 6,34 88,01 96,20
stearidova 3,32 2,24 6,11 1,56 2,43 0,58 3,95 3,03
cis 8,11,14-eikosatrienova | 0,90 0,59 0,79 0,29 1,36 0,16 1,11 0,36
behenova 2,27 1,84 1,67 0,38 2,28 0,58 2,38 0,68
arachidonova 3,93 3,96 4,12 1,29 4,45 1,03 5,74 1,91
eikosatetraenova 2,21 1,70 1,60 0,42 1,25 0,31 1,61 0,41
eikosapentaenova 64,61 63,56 114,58 15,80 142,60 25,52 25,66 10,43
lignocerova 14,76 11,83 33,56 9,71 28,27 5,93 4,83 3,99
dokosatetraenova 1,82 1,43 1,78 0,86 1,56 0,44 1,26 0,70
nervova 6,08 1,19 2,72 0,53 11,29 8,79 2,71 1,06
dokosapentaenova 11,02 2,04 12,35 5,08 5,50 3,02 3,30 0,89
dokosapentaenova 0,88 0,58 0,91 0,20 1,31 0,34 1,21 0,28
dokosahexaenova 6,04 6,39 8,80 2,65 1,30 0,29 5,60 2,31
cerotova 1,36 0,33 1,69 0,54 1,52 0,24 1,21 0,32
tetrakosatetraenova 2,25 1,26 2,09 0,53 3,10 0,67 1,92 0,78
tetrakosapentaenova 2,62 2,32 4,12 0,74 6,31 1,19 5,00 0,88
tetrakosapentaenova 1,70 0,36 1,72 2,11 1,44 0,30 1,40 0,42
tetrakosahexaenova 6,15 4,59 16,79 2,24 22,62 3,30 4,78 2,29
9-desaturaza 1,47 1,34 0,39 0,13 0,32 0,09 6,37 4,86
9-desaturaza x 100 1,79 0,51 1,25 0,60 3,68 0,98 23,11 17,05
elongaza x 100 42,54 7,37 21,79 5,89 32,56 10,85 5,57 2,48
5-desaturaza 3,17 2,65 5,85 2,72 3,32 0,85 5,58 2,54
6-desaturaza x 100 5,15 3,88 6,39 2,73 16,73 4,52 29,81 | 100,63
de novo lipogeneze 6,48 3,12 17,60 4,34 16,50 5,81 23,40 85,08
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Ve frakci TAG prevladaly z nasycenych mastnych kyselin — kyselina palmitova (0 — 30 let:
c=100,71 + 43,46 pmol/l, 31 — 60 let: ¢=222,07 + 40,19 pmol/l, 61 — 70 let:
€=134,51+32,02 umol/l, 71 +: ¢ = 75,58 + 28,13 umol/l), kyselina eikosapentaenova
(0—30 let: c=64,61 = 63,56 umol/l, 31 — 60 let: ¢ =114,58 + 15,80 pumol/l, 61 — 70 let:
€ =142,60 + 25,52 umol/l, 71 +: ¢ = 25,66 + 10,43 pumol/l) a kyselina stearova (0 — 30 let:
c=40,75 + 13,48 pmol/l, 31 — 60 let: ¢c=46,97 + 9,81 pumol/l, 61 — 70 let:
€c=41,48+9,67 umol/l, 71 +: ¢ = 3,72 = 1,10 umol/l).

Zlichych mastnych kyselin pfevladaly — kyselina pentadekanova (0 — 30 let:
€c=2,74+0,61 umol/l, 31 — 60 let: ¢ = 6,03 + 1,86 umol/l, 61 — 70 let: ¢ = 4,71 £ 0,78 umol/l,
71 +: ¢ = 1,74 + 0,74 pmol/l) a kyselina nonadekanova (0 — 30 let: ¢ =2,90 + 1,84 umol/l,
31-60 let: c=266 + 096 pmol/l, 61 — 70 lett ¢=3,15+0,79 umol/l,
71+:¢=3,36 + 1,61 pmol/l).

V této frakci nabyvala kyselina Cis palmitoolejova nejvyssich hodnot, a to pfevazné ve vékové
skupiné 71 + ¢=13,59 5,72 pumol/l. Lich¢ mastné kyseliny byly zkoumany u diabetes
mellitus 1l. typu, kdy v navaznosti na skupinu okolo pana Jane¢ka byl prokazan pokles
koncentrace kyseliny cis palmitoolejové u nemocnych lidi na rozdil od zdravé populace
(Janecek, 2018).
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Tabulka 16 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech u v€kovych skupin u frakce TAG.

9-desaturaza

9-desaturaza x 100

elongaza x 100

kyselina

v

12-methyltridekanova

myristova

13-methylmyristova

12-methyltetradekanova

pentadekanova

palmitova

| I " | v

v

transpalmitoolejova

sapienova

Cis palmitoolejova

14-methylhexadekanova

heptadekanova

16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova

gama-linolenova

arachidova

alpha-linolenova

oktadekadienova

oktadekadienova

stearidova

cis 8,11,14-eikosatrienova

behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova

dokosapentaenova

dokosapentaenova

dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova

tetrakosapentaenova

tetrakosahexaenova
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Tabulka 17 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech uvé&kovych skupin u frakce
TAG — pokracovani.

5-desaturaza 6-desaturaza x 100 de novo lipogeneze
kyselina | im || v | i jiviy In|u|iv
12-methyltridekanova

myristova

13-methylmyristova
12-methyltetradekanova
pentadekanova

palmitova i

transpalmitoolejova

sapienova

cis palmitoolejova
14-methylhexadekanova
heptadekanova
16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova
vacenova

nonadekanova

linolova
gama-linolenova

arachidova

alpha-linolenova

oktadekadienova

oktadekadienova

stearidova
cis 8,11,14-eikosatrienova
behenova

arachidonova -

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

.

nervova
dokosapentaenova
dokosapentaenova
dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova

tetrakosapentaenova
tetrakosahexaenova -
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Tabulka 18 — Koncentrace mastnych kyselin v uSnim mazu pro ur¢ité vékové skupiny ve frakci EC.

frakce EC
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
kyselina c STD c STD c STD c STD
[umol/l] | [nmol/1] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/]] | [umol/1] | [umol/1] | [pmol/l]

12-methyltridekanova 1,04 0,33 1,50 0,38 1,34 0,29 1,05 0,43
myristova 2,52 0,21 4,55 0,88 21,61 8,84 5,23 2,00
13-methylmyristova 23,97 6,19 20,47 3,11 33,97 10,55 19,87 2,62
12-methyltetradekanova 1,06 0,43 0,54 0,19 1,07 0,53 0,54 0,18
pentadekanova 1,65 1,00 0,94 0,39 1,09 0,32 0,75 0,32
palmitova 70,33 6,66 49,98 7,03 103,64 | 42,95 48,38 18,50
transpalmitoolejova 6,10 3,17 28,18 6,60 43,65 24,45 21,76 15,68
sapienova 6,40 0,97 12,14 2,94 10,64 2,43 8,19 1,20
cis palmitoolejova 0,52 0,07 0,93 0,23 3,28 2,00 0,47 0,18
14-methylhexadekanova 0,38 0,08 0,57 0,33 0,86 0,37 0,80 0,46
heptadekanova 2,11 0,77 1,63 0,49 3,68 1,81 2,32 1,45
16-methylheptadekanova 0,87 0,13 0,87 0,26 1,03 0,43 0,71 0,17
stearova 0,94 0,23 1,44 0,30 1,58 0,58 1,32 0,20
trans vacenova 88,50 58,32 49,02 5,66 69,06 19,00 93,12 18,79
olejova 3,29 2,22 5,77 1,25 4,07 2,03 4,08 2,27
vacenova 3,12 0,51 3,55 0,72 7,71 4,20 3,54 0,63
nonadekanova 30,63 8,40 24,06 3,19 28,65 21,67 56,37 17,61
linolova 0,69 0,36 0,95 0,28 0,79 0,35 0,77 0,26
gama-linolenova 0,69 0,14 1,10 0,37 2,85 1,39 0,80 0,23
arachidova 0,85 0,18 4,94 1,04 1,47 0,79 1,34 0,73
alpha-linolenova 1,63 0,38 1,96 0,66 2,27 1,69 2,34 1,36
oktadekadienova 3,63 1,67 18,87 3,17 3,75 1,48 1,73 1,27
oktadekadienova 60,14 17,02 28,68 3,63 53,62 16,10 17,21 15,13
stearidova 9,45 7,02 1,56 0,33 4,04 2,88 2,64 1,57
cis 8,11,14-eikosatrienova | 1,44 0,36 5,95 1,58 0,72 0,44 0,23 0,16
behenova 2,81 0,89 3,92 0,87 14,23 7,27 3,54 1,83
arachidonova 1,69 0,96 2,22 0,57 9,86 8,15 2,19 1,50
eikosatetraenova 12,23 11,50 3,49 0,83 2,60 1,83 1,61 0,90
eikosapentaenova 9,56 3,54 24,25 1,91 31,82 25,47 8,38 3,97
lignocerova 2,34 1,73 6,15 1,15 4,87 2,86 3,33 1,57
dokosatetraenova 1,24 0,36 1,09 0,25 2,02 1,03 0,89 0,28
nervova 10,88 5,99 26,18 3,39 32,17 15,37 29,72 6,46
dokosapentaenova 5,40 1,20 4,89 1,05 5,27 1,27 4,18 0,98
dokosapentaenova 0,30 0,16 0,31 0,15 0,49 0,22 0,33 0,19
dokosahexaenova 1,27 0,78 0,81 0,22 3,08 1,87 0,64 0,42
cerotova 2,07 1,69 3,38 0,58 1,62 0,84 0,96 0,54
tetrakosatetraenova 11,76 7,62 14,08 1,74 471 2,07 10,29 3,96
tetrakosapentaenova 1,72 0,54 1,26 0,27 1,52 0,79 1,08 0,29
tetrakosapentaenova 0,53 0,19 0,37 0,13 0,42 0,21 0,34 0,14
tetrakosahexaenova 1,27 0,26 1,35 0,32 1,34 0,48 1,16 0,42
9-desaturaza 3,28 1,76 4,24 1,37 3,01 1,94 3,06 1,62
9-desaturaza x 100 0,73 0,10 1,88 0,53 2,91 1,25 1,10 0,51
elongaza x 100 1,33 0,25 2,90 0,57 1,98 1,48 3,04 1,00
5-desaturaza 1,11 0,44 0,39 0,14 15,01 14,84 12,08 9,39
6-desaturaza x 100 243,41 98,08 651,15 | 167,80 | 96,47 57,20 33,57 25,27
de novo lipogeneze 126,29 56,52 55,43 13,04 | 145,73 | 80,07 70,94 37,77
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Ve frakci EC prevladala z nasycenych mastnych kyselin — kyselina palmitova (0 — 30 let:
c=70,33 £ 6,66 pmol/l, 31 — 60 let: ¢=4998 + 7,03 umol/l, 61 — 70 let:
¢ = 103,64 + 42,95 umol/l, 71 +: ¢ = 48,38 + 18,50 umol/l).

Z lichych mastnych kyselin pievladaly — kyselina 13-methylmyristova (0 — 30 let:
€=2397+£6,19 umol/l, 31 - 60 let: c¢=2047+3,11 pmol/l, 61 - 70 let:
¢ = 33,97 £ 10,55 umol/l, 71 +: ¢ = 19,87 + 2,62 umol/l) a kyselina nonadekanova (0 — 30 let:
c=30,63 + 840 umol/l, 31 — 60 let: c=24,06+3,19 umol/l, 61 — 70 let:
€ =28,65=+21,67 umol/l, 71 +: ¢ = 56,37 + 17,61 pumol/l).
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Tabulka 19 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech u vékovych skupin u frakce EC.

9-desaturaza 9-desaturaza x 100 elongaza x 100

kyselina | I 11l
12-methyltridekanova
myristova
13-methylmyristova
12-methyltetradekanova
pentadekanova
palmitova

transpalmitoolejova

sapienova

Cis palmitoolejova

14-methylhexadekanova

heptadekanova

16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova

gama-linolenova

arachidova

alpha-linolenova

oktadekadienova

oktadekadienova

stearidova
cis 8,11,14-eikosatrienova
behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova

dokosapentaenova

dokosapentaenova

dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova

tetrakosapentaenova

tetrakosahexaenova
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Tabulka 20 — Vyznamnost mastnych kyselin v zavislostech na enzymech uvé&kovych skupin u frakce
EC — pokracovani.

5-desaturaza 6-desaturaza x 100 de novo lipogeneze
kyselina | In|u | v I vy I In|ujiv
12-methyltridekanova

myristova

13-methylmyristova
12-methyltetradekanova

pentadekanova

palmitova

transpalmitoolejova

sapienova

cis palmitoolejova
14-methylhexadekanova

heptadekanova
16-methylheptadekanova

stearova

trans vacenova

olejova

vacenova

nonadekanova

linolova

gama-linolenova
arachidova
alpha-linolenova
oktadekadienova
oktadekadienova
stearidova

cis 8,11,14-eikosatrienova
behenova

arachidonova

eikosatetraenova

eikosapentaenova

lignocerova

dokosatetraenova

nervova

dokosapentaenova

dokosapentaenova

dokosahexaenova

cerotova

tetrakosatetraenova

tetrakosapentaenova

tetrakosapentaenova
tetrakosahexaenova
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Vzorky u$niho mazu (viz Ptiloha A) byly rozdéleny do 4 skupin dle v€ku (viz Tabulka 3).
Skupiny byly urceny tak, aby bylo pokryto Siroké rozmezi a zaroven, aby byly v kazdé skupiné
minimalné 3 vzorky od kazdého pohlavi. Celkovy pocet 71 vzorka zahrnoval 35 vzorkl zen
a36 vzorki muzd. Vzorky uSnich Spunti jsem dostala od lékait z Pardubického
a Kralovehradeckého kraje. Spunty byly vytahovany hatkem. Nejmladsim jedinctim bylo 5 let,
nejstar§im okolo 90 let. Ve skupiné vzorku ptevladaly vzorky pro skupiny 3 a 4, tedy pro osoby
star$i 61 let. Podle vzhledu ptevazoval mokry typ (63,38 %) uSniho mazu nad suchym

(36,62 %).

Vzorky byly navazovany na analytickych vahach do 3 eppendorfek — 2,5 mg, 5 mg a 10 mg.
U prvnich vzorkd byly zméfeny vSechny 3 navazky, avSak chromatograficky zadznam
pro nejnizsi navazku se kvuli riznorodosti pikti oproti dal§im navazkam nepouzival. U dalSich
vzorki byla analyzovéana pouze navazka 10 mg, stejné jako u analyz provadénych okolo pana
doktora Pokorného. Vysledné koncentrace byly pfepocitany na hmotnost 10 mg z pivodni

navazky.

Veskeré vysledky jsou shrnuty v Tabulce 6 — 20, vysledky pro obé pohlavi jsou v Pfiloze B — F.
Klinicky vyznamné mastné kyseliny se liSi podle v€ku. Nejvice klinicky vyznamnych mastnych
kyselin mizeme pro jednotlivé frakce nalézt u skupin (0 — 30 let a 31 — 60 let), avsak u frakce

EC je pocet klinicky vyznamnych kyselin vyssi u star$i populace (60 +).

Skupina okolo pana Pokorného vaZzila odpafeny vzorek uSniho mazu a vysledky porovnavala
s krevnim sérem pacientl. Vysledky tohoto vyzkumu byly rizné oproti krevnimu séru.
V nékterych fracich byly hodnoty v uSnim mazu vys$si nez v krevnim séru, v jinych naopak.
Ptedpokladalo se, ze by mély byt hodnoty lipidovych frakci v uSnim mazu a séru podobné,
jelikoz latky do usniho mazu vstupuji praveé z krevniho fecisté. Protoze jsem neméla k dispozici

séra pacientil, kterym byl odebran u$ni maz nemohla jsem pomér porovnat.

Tabulka 21 — Primérna koncentrace 40-ti mastnych kyselin pro jednotlivé frakce a vékové skupiny.

PL DG FFA TAG EC
vékové skupiny ¢ [pmol/l] ¢ [pmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l] C [nmol/l]
0-30 576,15+ 161,12 | 365,46 58,81 | 956,16 = 725,59 | 520,28 + 352,58 | 386,99 &+ 154,24
31-60 621,06 £ 120,66 | 297,64 £ 61,04 | 618,96 + 165,52 | 674,32 + 148,27 | 363,90 = 58,44
61-70 594,35 +£103,80 | 307,72 £48,62 | 1532,71 +£262,49 | 599,90 + 171,15 | 522,47 + 237,29
71+ 422,23 +£157,00 | 242,57 £ 105,93 | 483,71 £261,57 | 355,05 £203,84 | 364,21 + 126,83
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Tabulka 22 — Primérna koncentrace 40-ti mastnych kyselin pro jednotlivé frakce, vékové skupiny a pohlavi.

PL DG FEA TAG EC
vékové — —_ — ~ _
skupiny ¢ ¢ ¢ ¢ ¢

a pohlavi [umol/1] [pmol/] [pmol/] [pmol/] [pmol/]
030 M 649,71 £ 71,13 | 371,79 +30,67 | 1611,33 + 156,57 | 839,25+ 102,91 | 485,72 £ 61,19
7 | 502,59+49,32 | 359,12 +33,46 301,00 £36,62 | 201,31 +£34,84 | 288,27 +2295
31— 60 M 668,71 89,33 | 307,64 +4454 | 626,81 £118,95 | 662,62 111,96 | 373,22 +46,95
7Z | 580,74+£97,56 | 289,19+£61,96 | 612,32 +144,75 | 684,22 £ 131,59 | 356,01 55,52
61— 70 M 583,60 £ 83,15 | 309,64 +£41,71 | 1514,02 +200,50 | 589,52 + 121,18 | 632,94 + 173,55
7 | 612,78 +£109,22 | 304,41 £50,21 | 1564,76 + 281,96 | 617,68 £ 167,66 | 333,08 + 125,00
71 + M 457,75 £ 144,58 | 193,89 +£64,00 | 538,73 £263,71 |375,90+163,17 | 434,45+ 121,86
7 | 394,32+142,70 | 280,81 + 103,83 | 440,48 + 178,41 | 338,66 +203,28 | 309,01 £ 65,39

Chtéla bych se ptiklonit k vyzkumu pana Kocera z roku 2008, ktery urcoval lipidovou slozku
usniho mazu Vv zévislosti na pohlavi, véku a stadiu menstruacniho cyklu. K analyze vyuzil také
tenkovrstvou chromatografii a vzorky mél rozdélené dle véku (1 — 10 let, 11 — 18 let, 19— 40 let
a vice jak 40 let). (Koger, 2008)

Primérné koncentrace mastnych kyselin pro urcité frakce jsou uvedeny v Tabulce 21, 22.
Stejné jako pan Kocger jsem prokéazala rozdilné hodnoty lipidovych slozek v cerumenu
Vv zavislosti na v€ku a pohlavi. Ve vékové skupin€ 0 — 30 let je rozdil mezi pohlavimi patrny
hlavné u frakce PL, FFA, TAG a EC. U skupiny 31 — 60 let je nejvyssi rozdil mezi pohlavimi
u frakce PL, ve skupin€ 61 — 70 let u frakce EC a u lidi starSich 71 let jsou rozdily v DG frakci.

Kvili zajisténi dostatecného mnozstvi vzorkti ve skupinach jsem vSak vzorky dle pohlavi
neodliSovala. Vékova skupina nad 71 let (bez rozdilu pohlavi) obsahovala nejnizsi hodnoty
koncentraci mastnych kyselin pro jednotlivé frakce. V zavéreénych analyzach jsem se vzorky
pracovala dohromady, protoze u prvni skupiny (0 — 30 let) jsem méla k dispozici pouze

8 vzorkl (4 muzi a 4 zeny).

Nejvice koncentrované liché mastné kyseliny byly kyseliny nonadekanova a pentadekanova.
Praveé vyssi koncentrace kyseliny pentadekanové byly prokazany i ve vyzkumu pana Janecka,
ktery také prokazal rozdilné koncentrace lichych mastnych kyselin Vv riznych frakcich
u diabetes mellitus Il. typu. U frakce EC byla misto kyseliny pentadekanové zastoupena
kyselina 13-methylmyristova, coz je izoforma C15:0. Proto lze fici, Ze nejvyssi hodnoty

koncentraci z lichych mastnych kyselin zaujimaly C15:0 a C19:0. (Janecek, 2018)

V roce 2019 provedl pan Barbosa ajeho tym vyzkum mastnych kyselin v uSnim mazu
zamé&feny na souvislost srakovinou. Rakovinové biomarkery se nachazely ve vysSich

koncentracich nejen v usnim mazu, ale dale napt. ve slinach, stolici, moc¢i a krvi. Kyselina
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stearova byla spojena s rakovinou prsu (krev) a rakovinou tlustého stfeva a konecniku (stolice).
Kyselina nonadekanovéa byla také spojena s kolorektdlnim karcinomem (stolice) a kyselina
myristova s rakovinou jicnu (moc¢, krev). Skupina urcila navic jesté kyselinu dodekanovou jako

biomarker leukemie. (Barbosa, 2019)

V kazdém vyzkumu jsou veékové hranice mirn€é posunuté. Jelikoz jsem méla nejvice
zastoupenou populaci lidi, ktefti jiz jsou v dichodovém véku musela jsem i tuto skupinu rozd¢lit
na dvé (61 — 70 let a 71 +), abych méla rovnomérné zastoupeni ve skupinach. Vyssi pocet
vzorkl ve skupinach 3 a 4 svédci o Castych problémech se sluchem kviili nahromadéni usniho
mazu. Diky lékaiim, ktefi Spunt odstrani dojde k uvolnéni zvukovodu a ke zlepSeni funkce

jednoho z péti smysli.
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4 ZAVER

Diplomova prace se zabyva chromatografickou analyzou uSniho mazu. USnim maz je ptirozené
tvofen v uchu. Ucho patfi mezi jeden z péti lidskych smysla. | kdyz fadime sluch mezi
nejcitlivéjsi smysly, je vyrazné hor$i nez u zvifat a vyrazné se zhorSuje spolu s rostoucim

vékem.

Usni maz lze analyzovat riznymi metodami chromatografie. Za objevitele chromatografie je
povazovany rusky botanik Tsvet, ktery v roce 1901 odhalil fyzikalné-chemicky zaklad
separace. K analyze lze vyuzit i tenkovrstvou chromatografii, kdy dochéazi k vyvijeni na tenké
vrstvé desky. Mezi presnéj$i metody meéfeni Ize zaradit plynovou chromatografii,

kterou provedl Erik Cremer v roce 1944.

Ze vzorkl usnich Spuntd, které byly ziskany z Pardubického a Kralovehradeckého kraje byla
urCena prumérna koncentrace 40 mastnych kyselin a nasledné byla v zavislosti na enzymech
stanovena jejich klinicka vyznamnost. Pocty klinicky vyznamnych mastnych kyselin i jejich

koncentrace se lisily dle véku osob. Lze zaznamenat i rozdily mezi pohlavim.

Nejvyssi koncentrace mastnych kyselin v jednotlivych frakcich zaujimaly dle ocekavani
kyseliny palmitovd a stearova. Z lichych mastnych kyselin byly nejcastéjsi kyseliny
pentadekanova a nonadekanova. Obé mastné kyseliny se liSi o jeden uhlik od nejéastéji
zastoupenych nasycenych mastnych kyselin, coZ mize byt i jeden z divoda vy3si koncentrace.
Kyselina nonadekanova byla uréena jako biomarker, coz mize byt také divod zvySenych
hodnot. Tuto moznost, v§ak nelze potvrdit, jelikoz ke konecné diagnoze je zapotiebi veétsi

mnozstvi laboratornich testu.

Myslim si, ze ptipadné dal$i vyzkumy spojené s analyzou usniho mazu by mély brat v potaz
nejen veékové rozmezi, aleipohlavi apfipadné ityp usniho mazu. Jednd se o material,
ktery nevyZzaduje invazivni odbér, avSak prace s nim, neni tak jednoducha jako v soucasné dobé
napft. s krvi. Nemyslim si, Ze by byla analyza usniho mazu zbyte¢na. Jiz diive se podafilo
pomoci jeho analyzy urcit diabetes mellitus a dnes se vyviji metoda pro urceni rakoviny.
Vyzkumy usniho mazu arakoviny jsou V pocatcich, doufejme, Zze analyzy prob&hnou

podle planu a spolu i s dal§imi vyzkumy z jinych odvétvi se podaii rakovinu dfive odhalit.

72



5 POUZITA LITERATURA

BARBOSA Jodo Marcos Gongalves, Naiara Zedes PEREIRA, Lurian Caetano DAVID a kol.
Cerumenogram: a new frontier in cancer diagnosis in humans. Scientific Reports. 2019,
9(11722): 1-9.

BAILEY Regina. Fats, Steroids, and Other Examples of Lipids. In: ThoughtCo. [online]. New
York: Molly Fergus, 2020, [cit. 2021-12-29]. Dostupné z: https://www.thoughtco.com/lipids-
373560.

BRIZDALA Jan. Lipidy. In: E-chembook [online]. Tiebi¢: Btizd’ala, 2020, [cit. 2021-7-8].
Dostupné z: http://e-chembook.eu/cz/biochemie/Lipidy.pdf.

CAILLON Lucie, Vincent NIETO, Pauline GEHAN, Mohyeddine OMRANE, Nicolas
RODRIGUEZ, Luca MONTICELLI a Abdou Rachid THIAM. Triacylglycerols sequester
monotopic membrane proteins to lipid droplets. Nature Communications. 2020, 11(3944):
1-12.

DYLEVSKY Ivan, 2009. Funkcni anatomie. 1. vyd., Praha: Grada, 2009, ISBN 978-80-247-
3240-4.

DYLEVSKY Ivan. Somatologie: pro predmét Zdklady anatomie a fyziologie clovéka. 3. vyd.,
Praha: Grada, 2019, ISBN 978-80-271-2111-3.

FILLMORE Natasha, Osama Abo ALROB a Gary D. LOPASCHUK. Fatty Acid beta-
Oxidation. In: AOCS Lipid Library [online]. USA: The American Oil Chemists' Society, 2021,
[cit.  2022-02-04]. Dostupné  z: https://lipidlibrary.aocs.org/chemistry/physics/animal-
lipids/fatty-acid-beta-oxidation.

HANSEN Grace. Earwax. 1. vyd., Minnesotta: Abdo Kids, 2020, ISBN 9781644943847.

HIRT Miroslav a FrantiSek VOREL. Soudni lékarstvi I1. dil. 1. vyd., Praha: Grada, 2016, ISBN
978-80-271-0268-6.

CHERIYEDATH Susha. Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) Applications.
In: News Medical: life sciences [online]. Manchester: Cheriyedath, 2019, [cit. 2021-9-23].
Dostupné z: https://www.news-medical.net/life-sciences/Gas-Chromatography-Mass-

Spectrometry-(GC-MS)-Applications.aspx.

73


https://www.thoughtco.com/lipids-373560
https://www.thoughtco.com/lipids-373560
http://e-chembook.eu/cz/biochemie/Lipidy.pdf
https://lipidlibrary.aocs.org/chemistry/physics/animal-lipids/fatty-acid-beta-oxidation
https://lipidlibrary.aocs.org/chemistry/physics/animal-lipids/fatty-acid-beta-oxidation
https://www.news-medical.net/life-sciences/Gas-Chromatography-Mass-Spectrometry-(GC-MS)-Applications.aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Gas-Chromatography-Mass-Spectrometry-(GC-MS)-Applications.aspx

JANECEK Radim, Martina SPRYNCOVA a Alexander CEGAN. Odd-numbered fatty acids
in type 2 diabetes mellitus. Scientific Papers of the University of Pardubice, Series A; Faculty
of Chemical Technology. 2018, 24: 101-107.

KELLER Roy A. a Calvin J. GIDDINGS. Chromatography: chemistry. Encyclopceedia
Britannica [online]. Chicago: J.E. Luebering, 2021, [cit. 2021-9-8]. Dostupné
z: https://www.britannica.com/science/chromatography.

KIM Se-Kwon a Fatih KARADENIZ. Biological importance and applications of squalene
and squalane. Advances in Food and Nutrition Research. 2012, 1(65): 223-233.

KIMURA Ikuo, Atsuhiko ICHIMURA, Ryuji OHUE-KITANO a Miki IGARASHI. Free Fatty
Acid Receptors in Health and Disease. Physiol Rev. 2019, 100(1): 171-210.

KOCER Mustafa, Tayfun GULDUR, Mustafa AKARCAY, Murat Cem MIMAN a Giilgin
BEKER. Investigation of age, sex and menstrual stage variation in human cerumen lipid
composition by high  performance  thin  layer  chromatography.  The Journal
of Laryngology & Otology. 2008, 122(9): 881-886.

KONSTACKY Stanislav. Otoskopie v rukou praktického lékate. Practicus: pro praktické
lékare zdarma. 2020, 19(5): 3-21.

KOJIBMAH 1. a Knayc-T'eupux PEM. Haznaounas 6uoxumus. 6. vyd., Mocksa: Jlabopatopus
suanwmid, 2019, ISBN 978-5-00101-645-8.

KOPECKA Ivana a Eva SVOBODOVA. Metody priizkumu historickych materialii. 1. vyd.,
Praha: Grada, 2019, ISBN 978-80-271-2240-0.

KOPLIK Richard. Separaéni metody. VSCHT — Prof. Dr. Ing. Richard Koplik: Ustav analyzy
potravin avyzivy [online]. Praha: Koplik, 2007, [cit. 2021-9-1]. Dostupné
z: https://web.vscht.cz/~koplikr/%c4%8c%c3%alstA6_1.pdf.

LECLAIR Renee J. 6.1: Cholesterol synthesis. In: Medicine: LibreTexts [online]. California:
Virginia Tech Libraries' Open Education Initiative, 2021, [cit. 2022-02-07]. Dostupné
z: https://med.libretexts.org/Bookshelves/Basic_Science/Cell_Biology%2C_Genetics%2C_an
d_Biochemistry_for_Pre-
Clinical_Students/06%3A_Lipoprotein_Metabolism_and_Cholesterol_Synthesis/6.01%3A _C
holesterol_Synthesis.

74


https://www.britannica.com/science/chromatography
https://web.vscht.cz/~koplikr/%c4%8c%c3%a1stA6_1.pdf
https://med.libretexts.org/Bookshelves/Basic_Science/Cell_Biology%2C_Genetics%2C_and_Biochemistry_for_Pre-Clinical_Students/06%3A_Lipoprotein_Metabolism_and_Cholesterol_Synthesis/6.01%3A_Cholesterol_Synthesis
https://med.libretexts.org/Bookshelves/Basic_Science/Cell_Biology%2C_Genetics%2C_and_Biochemistry_for_Pre-Clinical_Students/06%3A_Lipoprotein_Metabolism_and_Cholesterol_Synthesis/6.01%3A_Cholesterol_Synthesis
https://med.libretexts.org/Bookshelves/Basic_Science/Cell_Biology%2C_Genetics%2C_and_Biochemistry_for_Pre-Clinical_Students/06%3A_Lipoprotein_Metabolism_and_Cholesterol_Synthesis/6.01%3A_Cholesterol_Synthesis
https://med.libretexts.org/Bookshelves/Basic_Science/Cell_Biology%2C_Genetics%2C_and_Biochemistry_for_Pre-Clinical_Students/06%3A_Lipoprotein_Metabolism_and_Cholesterol_Synthesis/6.01%3A_Cholesterol_Synthesis

LUDVIK Miloslav. Cesky lékopis. 1. vyd., Praha: Grada, 2017, ISBN 978-80-271-0500-7.

MCNAIR Harold. Introduction to GC. In: Chromedia: Analytical sciences [online]. USA:
Virginia Tech, 2021, [cit. 2021-12-10]. Dostupné

z: https://lwww.chromedia.org/chromedia?waxtrapp=xgegzCsHiemBpdmBIIEcCtB&subNav=
tipbfDsHiemBpdmBIIEcCtBmB.

MOUREK Jindfich. Fyziologie: ucebnice pro studenty zdravotnickych oboru. 2. vyd., Praha:
Grada, 2012, ISBN 978-80-247-3918-2.

MUKNSNABLOVA Martina. Péce o dité s postizenim sluchu. 1. vyd., Praha: Grada, 2014,
ISBN 978-80-247-5034-7.

MUSIEK Frank E. a Jane A. BARAN. The auditory system: anatomy, physiology, and clinical
correlate. 2.vyd., San Diego: CA Plural Publishing, 2020, ISBN 9781944883003.

NIKOLOVA Irina. Chromatografické metody. In: Univerzita J. E. Purkyné v Usti nad Labem:
Prirodovédeckd fakulta [online]. Usti nad Labem: UJEP, 2014, [cit. 2021-9-3]. Dostupné
z: http://physics.ujep.cz/~mkormund/P219/chromatograficke_metody 2014.pdf.

OREL Miroslav. Anatomie a fyziologie lidského téla: pro humanitni obory. 1. vyd., Praha:
Grada, 2019, ISBN 978-80-271-0531-1.

OVERFIELD Theresa. Biological Variation in Health and lllness: Race, Age, and Sex
Differences. 2. vyd., USA: CRC Press, Taylor & Francis, 2017, ISBN 978-1-138-10484-6.

PALMER Michael. Human Metabolism Lecture Notes.1l. vyd., Canada: Department
of Chemistry University of Waterloo, 2014. ISBN 978-0-9937882-0-8.

POKORNY Karel, Alexandr CEGAN, Jifi SKALICKY a Milan MELOUN. Lipidova slozka
usniho mazu: Metodika kvalitativni a kvantitativni analyzy. Otorynolaryngol. chir. hlavy krku.
2007, 1(1): 37-42.

POKORNY Karel a Milan MELOUN. Zavislost mnozstvi u$niho mazu na anatomickych

pomeérech ve zvukovodu. Otorinolaryngologie a foniatrie. 2009, 58(1): 19-28.

75


https://www.chromedia.org/chromedia?waxtrapp=xqegzCsHiemBpdmBlIEcCtB&subNav=tlpbfDsHiemBpdmBlIEcCtBmB
https://www.chromedia.org/chromedia?waxtrapp=xqegzCsHiemBpdmBlIEcCtB&subNav=tlpbfDsHiemBpdmBlIEcCtBmB
http://physics.ujep.cz/~mkormund/P219/chromatograficke_metody_2014.pdf

PROKOP-PRIGGE Katharine A., Corrine J. MANSFIELD, Rockwell M. PARKER, Erica
THALER, Elizabeth A. GRICE, Charles J. WYSOCKI aGeorge PRETI, 2015.
Ethnic/Racial and Genetic Influences on Cerumen Odor Profiles. Journal of Chemical Ecology.
2015, 41(1): 67-74.

ROGERS Jennifer. Thin Layer Chromatography. Chemistry: LibreTexts [online]. Kalifornie:
The LibreTexts, 2019, [cit. 2021-9-1]. Dostupné
z: https://chem.libretexts.org/Ancillary_Materials/Demos_Techniques_and_Experiments/Gen

eral_Lab_Techniques/Thin_Layer_Chromatography.

SHARMA Sangita. Klinicka vyziva a dietologie: v kostce. 1. vyd., Praha: Grada, 2018.
ISBN 978-80-271-0228-0.

SHOKRY Engy a Nelson Roberto Antoniosi FILHO. Insights into cerumen and application
in diagnostics: past, present and future prospective. Biochemia Medica. 2017, 27(3): 1-15.

SPILKOVA Jitina. Farmakognozie. 1. vyd., Praha: Karolinum, 2016, ISBN 978-80-246-3264-
3.

SOULT Allison. Phospholipids in Cell Membranes. In: Chemistry: LibreTexts [online].
Kalifornie: The LibreTexts, 2020, [cit. 2021-12-29]. Dostupné

z: https://chem.libretexts.org/Courses/University _of Kentucky/UK%3A CHE_103 -
_Chemistry_for_Allied_Health_(Soult)/Chapters/Chapter_14%3A_Biological _Molecules/14.
3%3A_Phospholipids_in_Cell_Membranes.

TABORSKA Eva. Syntéza aodbourini mastnych kyselin, ketogeneze. In: Masarykova
univerzita  [online].  Praha: MUNI, 2016, [cit.  2021-12-29].  Dostupné
z: https://is.muni.cz/el/med/jaro2016/BLKBC0211p/um/Synteza_a_odbourani_mastnych_kys
elin2016.pdf.

TALLEY Jacob T. a Shamim S. MOHIUDDIN. Biochemistry, Fatty Acid Oxidation.
In: National Center for Biotechnology Information Search database Search term [online].
USA: Treasure Island (FL): StatPearls Publishing, 2021, [cit. 2022-02-04]. Dostupné
z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK556002/.

VAVROVA Jaroslava. Chromatografické metody — uvod, ptehled. Datovy standard MZ CR
DS [online]. Praha: Straka, 2004, [cit. 2021-9-8]. Dostupné
z: http://ciselniky.dasta.stapro.cz/hypertext/200640/hypertext/ AJAOF.htm.

76


https://chem.libretexts.org/Ancillary_Materials/Demos_Techniques_and_Experiments/General_Lab_Techniques/Thin_Layer_Chromatography
https://chem.libretexts.org/Ancillary_Materials/Demos_Techniques_and_Experiments/General_Lab_Techniques/Thin_Layer_Chromatography
https://chem.libretexts.org/Courses/University_of_Kentucky/UK%3A_CHE_103_-_Chemistry_for_Allied_Health_(Soult)/Chapters/Chapter_14%3A_Biological_Molecules/14.3%3A_Phospholipids_in_Cell_Membranes
https://chem.libretexts.org/Courses/University_of_Kentucky/UK%3A_CHE_103_-_Chemistry_for_Allied_Health_(Soult)/Chapters/Chapter_14%3A_Biological_Molecules/14.3%3A_Phospholipids_in_Cell_Membranes
https://chem.libretexts.org/Courses/University_of_Kentucky/UK%3A_CHE_103_-_Chemistry_for_Allied_Health_(Soult)/Chapters/Chapter_14%3A_Biological_Molecules/14.3%3A_Phospholipids_in_Cell_Membranes
https://is.muni.cz/el/med/jaro2016/BLKBC0211p/um/Synteza_a_odbourani_mastnych_kyselin2016.pdf
https://is.muni.cz/el/med/jaro2016/BLKBC0211p/um/Synteza_a_odbourani_mastnych_kyselin2016.pdf
http://ciselniky.dasta.stapro.cz/hypertext/200640/hypertext/AJAOF.htm

VENTON B. Jill. Gas Chromatography (GC) with Flame-lonization Detection. In: JoVE
[online].  Virginia:  MyJoVE  Corporation, 2021, [cit. 2021-10-5]. Dostupné

z: https://lwww.jove.com/v/10187/gas-chromatography-gc-with-flame-ionization-detection.

VOTAVA Leo. Teorie a vyzkum: Lidské ucho, jeho anatomie a funkce. In: TOMATIS Praha
[online]. Praha: Meditor, 2015, [cit. 2021-7-8]. Dostupné z: http://www.tomatis-
praha.cz/index.php?id=0-metode-tomatis-hlavni-body&idp=teorie-a-vyzkum.

WEBSTER Grant. What is Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)? In: AZO: life
sciences  [online].  Manchester:  Webster, 2021, [cit. 2021-9-23]. Dostupné
z: https://lwww.azolifesciences.com/article/What-is-Gas-Chromatography-Mass-
Spectrometry-(GC-MS).aspx.

ZACHAR Pavel a David SYKORA. Plynova chromatografie. In: Ustav analytické chemie
VSCHT Praha [online]. Praha: VSCHT, 2019, [cit. 2021-10-5]. Dostupné
z: http://old.vscht.cz/anl/lach2/GC.pdf.

ZEMAN Miroslav, Jaroslav MACASEK, Marek VECKA, Barbora STANKOVA a Ale§ ZAK.
Elongazy mastnych kyselin a jejich ucast v patogeneze chorobnych stavt. Klinicka biochemie
a metabolismus. 2019, 27(48): 66-71.

ZAKOVA Pavla. Lipidy: rozdéleni a funkce. In: Univerzita Pardubice: Dokumenty. Pardubice:
UPCE, 20109.

77


https://www.jove.com/v/10187/gas-chromatography-gc-with-flame-ionization-detection
http://www.tomatis-praha.cz/index.php?id=o-metode-tomatis-hlavni-body&idp=teorie-a-vyzkum
http://www.tomatis-praha.cz/index.php?id=o-metode-tomatis-hlavni-body&idp=teorie-a-vyzkum
https://www.azolifesciences.com/article/What-is-Gas-Chromatography-Mass-Spectrometry-(GC-MS).aspx
https://www.azolifesciences.com/article/What-is-Gas-Chromatography-Mass-Spectrometry-(GC-MS).aspx
http://old.vscht.cz/anl/lach2/GC.pdf

6 SEZNAM PRILOH

Ptiloha A — Analyzované vzorky uSnino MAzZu ...............ccoceviiiiiiiiiiiiiinie s 79
Ptiloha B — Prumeérnd koncentrace MK a enzymii u frakce PL — veékové skupiny, pohlavi......80
Ptiloha C — Prumeérnd koncentrace MK a enzymiui u frakce DG — vekové skupiny, pohlavi.....81
Ptiloha D — Priimérna koncentrace MK a enzymii u frakce FFA — vékové skupiny, pohlavi...82
Ptiloha E — Priimérna koncentrace MK a enzymii u frakce TAG— vékové skupiny, pohlavi ....83

Ptiloha F — Priimeérna koncentrace MK a enzymit u frakce EC — vékové skupiny, pohlavi......84

78



Ptiloha A— Analyzované vzorky usniho mazu

typ

vek

28
77
33
82

54
75
84
33
47

52

59

85

39

73
33
87

38
35

30
11
86

pohlavi

N

N

N

Cislo vzorku

51

52

53
54
55
56
57
58
59
60
61

62

63
64
65
66
67
68
69
70
71

typ

vek
91

77
71

90

69
42

63
73
67

65
80

76
61

55
33
48

78
66
31

88
50
73
86

10

pohlavi

N

N

N

Cislo vzorku

26
27
28
29
30
31

32
33
34
35

36
37

38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50

typ, pozn.

S, 2x
S, 2x
S, 2x
M, 2x
M, 2x

vek

65
57

88
33
68
87

74
61

73
61

66
64

42

24
63
57

45

69
26
68

60
63
84

66

pohlavi

N

Cislo vzorku

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25

79



Ptiloha B — Priimeérna koncentrace MK a enzymui U frakce PL — vékové skupiny, pohlavi

frakce PL
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY
kyselina, enzymy c c [4 [4 [4 c [ [
[pmol/l] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/1]
12-methyltridekanova 2,15 0,54 2,77 1,50 1,21 1,24 1,43 1,27
myristova 8,39 8,58 8,19 11,01 16,26 19,85 9,51 11,93
13-methylmyristova 1,24 1,21 1,27 1,80 1,12 1,16 1,23 1,48
12-methyltetradekanova 1,57 0,94 1,88 2,00 4,69 5,21 1,68 1,50
pentadekanova 3,80 2,36 3,65 3,85 8,03 9,22 3,71 4,16
palmitova 167,39 | 138,47 | 244,02 | 205,78 | 161,41 | 157,39 | 122,13 | 85,91
transpalmitoolejova 0,41 0,26 0,52 0,53 0,92 0,95 0,78 0,45
sapienova 7,08 5,19 7,59 9,09 6,83 4,70 4,66 4,88
cis palmitoolejova 1,45 1,20 1,75 2,08 2,64 3,05 1,53 1,28
14-methylhexadekanova 1,70 1,56 1,37 2,12 2,57 2,85 1,99 1,39
heptadekanova 0,60 0,90 0,69 0,84 3,10 2,75 0,83 1,29
16-methylheptadekanova 1,40 0,88 0,66 1,51 1,33 1,45 1,18 1,47
stearova 112,21 | 139,28 | 142,69 | 106,03 | 111,90 | 142,50 | 63,43 50,03
trans vacenova 2,08 1,47 1,51 2,46 1,32 1,50 1,83 1,25
olejova 81,55 15,92 5,62 10,73 6,57 6,63 8,47 4,96
vacenova 2,52 1,62 3,09 9,76 4,88 7,51 2,94 1,69
nonadekanova 3,06 4,32 2,71 3,53 2,92 2,56 3,34 2,04
linolova 29,53 17,16 29,20 18,78 20,37 25,76 32,86 21,30
gama-linolenova 0,94 0,81 1,24 0,74 0,59 1,17 0,79 0,91
arachidova 3,04 2,24 1,29 1,62 2,93 3,52 1,92 1,75
alpha-linolenova 1,68 1,24 1,12 1,11 1,02 1,17 1,21 1,28
oktadekadienova 2,07 5,84 2,95 4,05 1,33 1,58 4,50 3,65
oktadekadienova 8,04 27,26 3,25 3,79 2,57 2,35 4,55 6,11
stearidova 2,75 2,58 1,36 2,33 3,28 3,51 2,94 4,47
cis 8,11,14-eikosatrienova | 0,86 0,73 1,07 1,01 0,93 1,02 0,66 0,99
behenova 1,81 2,50 1,46 1,25 1,57 1,95 1,85 1,42
arachidonova 1,98 1,60 0,75 1,04 1,38 1,67 1,21 2,19
eikosatetraecnova 3,45 3,13 2,80 2,05 1,95 2,33 1,71 1,83
eikosapentaenova 42,27 38,63 47 24 46,10 67,08 58,19 55,00 55,14
lignocerova 26,52 16,37 35,17 31,20 41,58 40,28 26,03 22,77
dokosatetraenova 10,58 4,99 3,59 2,95 7,33 6,28 6,12 3,24
nervova 62,97 531 50,45 34,34 4,32 4,89 26,05 29,00
dokosapentaenova 2,88 1,27 1,34 1,63 1,52 1,23 2,07 3,71
dokosapentaenova 1,43 1,47 0,73 0,83 0,78 0,78 1,57 2,17
dokosahexaenova 1,52 0,67 1,32 1,13 1,25 1,91 1,43 3,19
cerotova 22,96 17,85 29,14 26,14 44,48 4291 27,03 22,48
tetrakosatetraenova 1,24 0,75 0,73 0,72 1,69 1,26 0,83 1,16
tetrakosapentaenova 3,54 1,62 1,40 0,96 1,35 1,43 5,62 5,79
tetrakosapentaenova 1,65 1,72 1,46 1,72 1,94 2,62 1,78 1,82
tetrakosahexaenova 17,37 22,15 19,69 20,60 34,66 34,45 19,34 20,97
9-desaturaza 0,73 0,12 0,04 0,11 0,06 0,05 0,14 0,13
9-desaturaza x 100 0,85 0,87 0,73 1,05 1,68 1,97 1,43 1,68
elongaza x 100 67,58 | 100,65 | 59,21 51,85 71,28 92,02 56,51 59,18
5-desaturaza 2,67 2,41 0,70 1,07 1,50 1,85 1,98 2,17
6-desaturaza x 100 3,05 4,27 3,72 5,54 4,68 3,96 2,10 4,80
de novo lipogeneze 5,76 8,09 8,48 11,24 8,32 6,17 4,01 4,57
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Ptiloha C — Priimérnd koncentrace MK a enzymu u frakce DG — vékové skupiny, pohlavi

frakce DG
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY
kyselina, enzymy c c [4 [4 [4 c [ [

[pmol/l] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/1]
12-methyltridekanova 0,61 1,67 1,60 1,28 1,79 1,17 1,39 1,60
myristova 4,32 5,17 4,82 5,86 7,64 6,19 4,99 5,63
13-methylmyristova 0,31 4,01 2,36 0,44 1,00 1,05 0,40 0,56
12-methyltetradekanova 2,85 3,08 2,58 2,27 3,38 2,38 1,63 2,62
pentadekanova 2,36 4,07 3,50 3,28 6,53 4,90 1,64 1,97
palmitova 140,08 | 132,35 | 124,39 | 120,21 | 119,75 | 124,19 | 58,44 | 106,37
transpalmitoolejova 0,35 0,44 0,46 0,39 0,53 0,42 0,25 0,34
sapienova 4,32 8,12 9,93 4,56 16,16 12,87 4,38 472
cis palmitoolejova 1,24 1,41 0,62 0,68 1,13 1,57 2,70 0,80
14-methylhexadekanova 2,26 2,13 1,41 1,26 1,00 1,34 1,47 1,27
heptadekanova 1,16 0,73 0,52 0,98 0,68 0,94 0,65 0,79
16-methylheptadekanova 0,70 1,07 1,11 0,90 1,37 0,75 0,82 0,92
stearova 85,07 95,92 65,81 60,79 64,71 63,62 44,15 78,96
trans vacenova 1,31 0,91 0,52 0,54 0,90 0,96 0,75 0,68
olejova 26,60 16,21 11,96 13,14 7,36 6,35 5,65 5,06
vacenova 3,71 5,93 2,47 3,61 3,51 3,25 1,95 1,77
nonadekanova 3,40 4,17 7,26 2,48 2,50 2,57 3,72 2,49
linolova 15,27 6,22 5,61 6,35 3,78 2,87 4,39 5,60
gama-linolenova 0,76 0,95 0,74 1,23 4,27 3,38 1,18 1,64
arachidova 2,95 2,88 1,71 1,56 1,18 1,18 2,04 1,41
alpha-linolenova 1,51 1,92 1,35 1,52 2,05 2,58 1,80 1,43
oktadekadienova 2,16 4,71 2,89 2,46 2,33 2,38 2,562 2,23
oktadekadienova 7,69 6,17 7,19 8,41 6,33 6,70 470 7,90
stearidova 2,37 4,28 1,64 1,75 1,57 2,42 1,80 2,48
cis 8,11,14-eikosatrienova | 0,39 0,96 0,69 0,48 0,52 0,55 0,57 0,76
behenova 0,56 0,92 1,16 0,87 0,86 0,81 0,72 0,94
arachidonova 0,29 2,26 2,37 2,44 1,86 1,45 2,35 2,23
eikosatetraenova 3,16 1,33 1,55 2,34 0,91 0,91 0,86 1,22
eikosapentaenova 21,82 19,15 16,14 14,94 18,89 16,64 13,79 12,78
lignocerova 9,09 3,15 7,33 6,48 7,80 6,95 6,16 5,78
dokosatetraenova 4,71 3,56 1,68 1,68 1,24 0,86 1,45 1,58
nervova 3,92 2,45 1,12 1,22 1,10 3,61 1,45 2,26
dokosapentaenova 1,38 0,53 0,57 0,31 0,77 0,70 0,57 0,77
dokosapentaenova 0,92 0,38 0,32 0,31 0,83 1,08 0,53 0,53
dokosahexaenova 0,50 0,76 0,50 0,63 0,54 0,56 0,54 0,69
cerotova 4,89 3,40 5,60 5,74 6,72 7,84 5,02 5,60
tetrakosatetraenova 0,55 0,70 0,67 0,57 0,63 0,68 0,56 0,62
tetrakosapentaenova 1,41 0,74 0,54 0,61 1,22 1,24 1,14 1,39
tetrakosapentaenova 1,64 2,31 1,43 1,62 1,60 1,76 1,51 1,57
tetrakosahexaenova 3,22 2,02 3,51 3,00 2,68 2,73 3,36 2,84
9-desaturaza 0,31 0,17 0,18 0,22 0,12 0,10 0,14 0,07
9-desaturaza x 100 0,88 1,06 0,50 0,58 0,95 1,28 4,98 0,81
elongaza x 100 60,86 73,04 53,05 51,75 54,00 51,54 78,61 72,44
5-desaturaza 0,78 2,35 4,02 5,45 3,82 2,87 4,88 4,67
6-desaturaza x 100 2,79 15,36 13,61 7,73 14,36 20,34 13,43 14,38
de novo lipogeneze 9,80 21,36 24,57 20,04 32,49 44,51 14,21 19,70
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Ptiloha D — Priimérna koncentrace MK a enzymii u frakce FFA — vékové skupiny, pohlavi

Frakce FFA
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY
kyselina, enzymy c c [4 [4 [4 c [ [
[pmol/l] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/1]
12-methyltridekanova 1,60 0,83 2,51 3,13 1,56 1,56 2,11 1,23
myristova 93,09 2,55 9,42 5,47 142,67 | 128,83 | 11,62 12,89
13-methylmyristova 4,02 0,25 1,39 1,34 17,66 21,56 1,64 1,76
12-methyltetradekanova 2,59 1,26 2,75 2,94 3,48 3,34 5,90 2,13
pentadekanova 58,17 3,32 5,91 4,75 142,31 | 99,68 18,25 7,04
palmitova 713,88 | 48,30 | 238,64 | 191,95 | 637,98 | 714,26 | 13550 | 98,03
transpalmitoolejova 1,62 0,40 1,46 1,60 1,66 1,94 0,90 1,73
sapienova 40,10 14,58 9,06 37,10 23,73 26,01 38,27 24,82
cis palmitoolejova 6,91 1,33 2,00 2,64 2,01 2,79 1,97 1,47
14-methylhexadekanova 6,04 11,43 2,19 3,62 5,35 7,90 5,58 2,43
heptadekanova 1,23 0,68 1,09 1,06 2,39 2,41 2,33 1,17
16-methylheptadekanova 2,29 1,14 1,21 1,50 4,06 4,73 1,39 1,16
stearova 144,97 | 30,11 61,68 63,82 | 122,60 | 119,52 | 39,96 49,40
trans vacenova 2,59 2,42 1,98 1,66 1,76 1,15 1,85 1,19
olejova 199,66 | 23,35 4,73 29,55 | 129,84 | 115,25 | 32,22 21,91
vacenova 11,03 4,99 13,63 18,68 29,43 26,84 16,12 7,32
nonadekanova 10,35 2,12 4,12 5,76 5,79 3,74 5,89 4,10
linolova 72,54 0,63 19,93 21,73 39,78 39,80 13,81 35,21
gama-linolenova 0,82 0,39 1,09 1,10 2,26 2,22 0,88 1,02
arachidova 2,77 1,06 6,54 5,20 6,95 6,35 2,24 2,51
alpha-linolenova 2,56 1,63 1,56 1,63 2,51 2,28 1,08 1,08
oktadekadienova 4,58 5,46 3,34 4,31 22,41 29,00 19,28 511
oktadekadienova 14,50 12,46 7,15 12,81 27,30 25,04 30,97 12,06
stearidova 5,15 1,47 4,36 5,03 5,79 6,80 26,22 2,32
cis 8,11,14-eikosatrienova | 1,30 0,57 1,24 1,17 2,87 3,23 0,99 1,81
behenova 3,56 1,34 2,75 2,14 3,27 3,05 1,81 421
arachidonova 3,02 0,72 4,58 4,09 7,28 8,16 3,65 3,10
eikosatetraenova 6,03 3,81 1,83 2,15 5,44 5,16 2,21 1,35
eikosapentaenova 88,25 59,53 | 128,38 | 99,59 28,25 49,93 56,25 71,65
lignocerova 44,11 30,83 20,46 18,95 22,54 28,71 8,59 7,36
dokosatetraenova 2,99 3,11 2,86 2,25 3,20 3,60 3,34 1,83
nervova 10,87 7,41 5,14 4,74 9,77 11,54 11,14 2,79
dokosapentaenova 1,43 0,47 2,10 2,65 1,79 2,35 5,86 2,10
dokosapentaenova 0,70 0,08 0,73 0,55 0,91 1,15 0,49 0,51
dokosahexaenova 0,77 0,43 1,15 1,12 1,99 1,84 0,74 1,06
cerotova 27,20 16,58 17,66 15,82 16,21 24,76 6,92 17,19
tetrakosatetraenova 1,26 0,68 1,02 1,47 2,04 2,57 0,55 1,09
tetrakosapentaenova 0,86 0,76 1,15 1,34 1,74 2,74 0,76 2,31
tetrakosapentaenova 2,33 1,43 2,32 2,33 2,12 1,89 1,36 1,35
tetrakosahexaenova 13,56 1,07 25,68 23,58 23,31 21,06 18,06 21,67
9-desaturaza 1,39 0,78 0,08 0,51 1,07 1,03 0,90 0,48
9-desaturaza x 100 0,97 2,72 0,85 1,39 0,32 0,40 1,58 1,77
elongaza x 100 20,36 62,76 26,48 34,67 19,33 16,98 31,51 52,47
5-desaturaza 2,46 1,34 3,76 3,82 2,58 2,67 3,72 1,94
6-desaturaza x 100 1,78 95,12 6,64 5,44 7,31 8,21 10,94 6,11
de novo lipogeneze 9,91 79,26 12,48 8,84 16,36 18,52 14,49 2,97
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Ptiloha E — Prumeérna koncentrace MK a enzymii u frakce TAG— vékové skupiny, pohlavi

Frakce TAG
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY
kyselina, enzymy c c [4 [4 [4 c [ [
[pmol/l] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/1]
12-methyltridekanova 8,31 0,60 2,83 3,62 5,23 4,09 7,22 6,61
myristova 12,99 4,81 6,22 8,44 12,08 15,19 5,97 5,36
13-methylmyristova 2,51 0,46 1,28 1,15 1,45 1,55 0,75 1,28
12-methyltetradekanova 24,98 0,90 25,18 15,59 17,81 21,21 12,14 11,80
pentadekanova 2,24 3,24 5,40 6,56 4,52 5,03 2,07 1,49
palmitova 138,15 | 63,27 | 217,70 | 225,76 | 145,83 | 115,10 | 64,50 84,29
transpalmitoolejova 1,40 0,56 0,96 1,23 1,12 1,05 0,98 1,11
sapienova 46,47 8,18 10,14 8,25 11,85 11,46 6,51 6,92
cis palmitoolejova 3,08 0,88 1,56 3,72 4,49 5,04 16,72 11,12
14-methylhexadekanova 1,59 0,81 1,10 1,34 1,34 1,32 0,70 0,68
heptadekanova 1,39 0,62 0,63 0,57 0,61 0,85 1,01 1,07
16-methylheptadekanova 1,54 0,46 1,53 2,31 1,35 1,42 1,20 1,18
stearova 53,25 28,25 41,36 51,72 43,21 38,52 3,29 4,06
trans vacenova 11,35 0,70 4,37 3,45 3,68 3,64 3,64 1,63
olejova 145,16 6,09 19,02 15,37 12,53 12,86 36,00 10,14
vacenova 66,80 16,51 26,67 31,95 29,98 30,36 4,17 4,13
nonadekanova 4,62 1,19 1,93 3,28 2,91 3,58 4,55 2,43
linolova 31,83 7,61 12,53 13,60 9,29 7,27 12,30 11,69
gama-linolenova 4,86 0,47 2,13 2,87 1,82 1,85 2,15 2,67
arachidova 6,60 1,69 13,07 34,91 4,15 5,31 3,19 2,16
alpha-linolenova 2,44 0,34 1,37 1,07 1,44 1,33 1,48 1,33
oktadekadienova 18,89 11,80 21,19 16,12 18,91 58,87 17,20 8,94
oktadekadienova 21,49 5,37 23,54 20,59 17,16 29,12 87,69 88,26
stearidova 5,39 1,24 5,71 6,46 2,54 2,23 6,49 1,95
cis 8,11,14-eikosatrienova | 1,39 0,41 0,74 0,83 1,32 1,42 1,00 1,20
behenova 3,95 0,58 1,46 1,84 2,45 1,99 2,65 2,17
arachidonova 7,59 0,27 3,84 4,35 4,82 3,81 4,99 6,33
eikosatetraenova 3,64 0,78 1,44 1,74 1,25 1,23 1,76 1,49
eikosapentaenova 122,35 6,88 108,72 | 119,54 | 143,42 | 141,20 | 26,15 25,28
lignocerova 25,53 3,98 42,85 25,70 26,71 30,95 4,37 5,20
dokosatetraenova 3,12 0,53 1,93 1,66 1,72 1,29 1,85 0,80
nervova 6,74 5,42 2,60 2,83 13,13 8,12 3,19 2,34
dokosapentaenova 12,41 9,64 16,64 8,71 4,56 7,11 3,35 3,26
dokosapentaenova 1,39 0,38 0,83 0,97 1,26 1,40 1,38 1,08
dokosahexaenova 11,96 0,13 8,84 8,77 1,28 1,34 6,94 454
cerotova 1,47 1,24 1,89 1,52 1,50 1,56 1,28 1,15
tetrakosatetraenova 3,41 1,08 2,11 2,07 2,81 3,60 1,69 2,09
tetrakosapentaenova 473 0,51 4,52 3,78 5,82 7,16 5,07 4,94
tetrakosapentaenova 1,90 1,49 1,36 2,02 1,46 1,40 1,57 1,26
tetrakosahexaenova 10,36 1,95 15,44 17,93 20,72 25,88 6,75 3,23
9-desaturaza 2,72 0,22 0,47 0,32 0,31 0,34 11,00 2,74
9-desaturaza x 100 2,23 1,35 0,74 1,68 3,26 4,40 28,81 18,64
elongaza x 100 39,19 45,88 19,65 23,61 31,79 33,86 5,50 5,64
5-desaturaza 5,565 0,78 5,86 5,85 3,66 2,74 5,41 571
6-desaturaza x 100 4,40 5,90 5,92 6,78 14,91 19,86 53,82 10,94
de novo lipogeneze 4,35 8,61 17,71 17,51 16,64 16,28 43,74 7,42

83




Ptiloha F — Prumérna koncentrace MK a enzymii u frakce EC — vékové skupiny, pohlavi

Frakce EC
vékové skupiny 0-30 31-60 61-70 71+
MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY | MUZI | ZENY
kyselina, enzymy c c [4 [4 [4 c [ [
[pmol/l] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/]]
12-methyltridekanova 1,33 0,76 1,71 1,32 1,47 1,12 1,45 0,73
myristova 2,59 2,45 4,14 4,89 26,37 13,45 6,38 4,33
13-methylmyristova 29,55 18,39 22,49 18,76 40,30 23,13 18,78 20,73
12-methyltetradekanova 1,38 0,75 0,55 0,53 1,36 0,56 0,60 0,50
pentadekanova 2,48 0,82 0,97 0,91 1,22 0,86 0,98 0,57
palmitova 74,88 65,78 54,39 46,26 | 131,43 | 55,98 64,67 35,59
transpalmitoolejova 8,97 3,23 28,35 28,04 57,72 19,52 30,47 14,91
sapienova 6,90 5,90 13,91 10,63 10,38 11,08 7,93 8,40
cis palmitoolejova 0,52 0,51 0,98 0,88 4,62 0,99 0,48 0,46
14-methylhexadekanova 0,33 0,44 0,75 0,42 1,01 0,60 0,33 1,18
heptadekanova 1,42 2,79 1,55 1,70 4,71 1,93 3,67 1,25
16-methylheptadekanova 0,90 0,84 1,01 0,75 1,06 0,97 0,78 0,66
stearova 1,08 0,80 1,53 1,36 1,40 1,91 1,40 1,25
trans vacenova 141,68 | 35,32 50,87 47,46 77,39 54,79 | 104,62 | 84,08
olejova 5,23 1,35 4,94 6,48 4,97 2,51 5,57 2,91
vacenova 3,08 3,16 3,87 3,29 9,99 3,78 3,61 3,49
nonadekanova 36,66 24,59 22,51 25,38 32,25 22,48 61,33 52,47
linolova 1,01 0,38 1,09 0,83 0,86 0,68 0,66 0,86
gama-linolenova 0,65 0,72 1,29 0,94 3,70 1,39 0,75 0,83
arachidova 0,76 0,93 5,32 4,62 1,85 0,82 1,60 1,14
alpha-linolenova 1,34 1,92 2,10 1,84 2,33 2,16 3,51 1,43
oktadekadienova 5,07 2,18 20,93 17,12 4,13 3,10 2,93 0,78
oktadekadienova 44,34 75,94 26,58 30,46 56,90 48,00 33,00 4,81
stearidova 15,93 2,96 1,54 1,57 2,08 7,41 3,82 1,71
cis 8,11,14-eikosatrienova | 1,71 1,16 6,55 5,44 0,90 0,41 0,28 0,20
behenova 2,12 3,49 4,42 3,49 18,36 7,16 4,78 2,56
arachidonova 2,53 0,84 2,44 2,04 14,46 1,99 3,35 1,28
eikosatetraenova 22,94 1,52 3,73 3,29 3,37 1,28 2,24 1,12
eikosapentaenova 12,59 6,53 24,23 24,27 44,05 10,86 11,10 6,25
lignocerova 3,85 0,83 6,01 6,28 6,33 2,37 4,04 2,77
dokosatetraenova 1,53 0,95 1,17 1,03 2,64 0,95 0,93 0,87
nervova 16,28 5,48 24,81 27,34 42,32 14,76 25,20 33,27
dokosapentaenova 5,50 5,29 4,70 5,05 5,04 5,66 4,53 3,90
dokosapentaenova 0,31 0,30 0,25 0,35 0,61 0,28 0,39 0,28
dokosahexaenova 1,97 0,57 0,95 0,69 4,45 0,74 0,82 0,49
cerotova 3,54 0,60 3,48 3,29 2,16 0,71 1,41 0,60
tetrakosatetraenova 18,74 4,79 13,76 14,34 5,69 3,04 13,02 8,14
tetrakosapentaenova 2,12 1,32 1,33 1,20 1,16 2,15 1,16 1,02
tetrakosapentaenova 0,56 0,50 0,39 0,35 0,48 0,30 0,33 0,34
tetrakosahexaenova 1,34 1,21 1,60 1,14 1,42 1,19 1,54 0,86
9-desaturaza 4,87 1,69 3,51 4,85 3,90 1,48 4,02 2,31
9-desaturaza x 100 0,69 0,78 1,82 1,94 3,59 1,74 0,81 1,33
elongaza x 100 1,44 1,21 2,79 2,99 1,08 3,62 2,31 3,62
5-desaturaza 1,48 0,75 0,39 0,39 20,95 4,83 16,18 8,86
6-desaturaza x 100 172,30 | 314,51 | 636,90 | 663,21 | 117,08 | 61,12 47,44 22,68
de novo lipogeneze 77,04 | 175,55 | 54,06 56,60 | 181,01 | 85,25 | 103,39 | 4545
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