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Omega-3 mastné kyseliny z moirskych ryb v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni

MUDr. Jan Kopecky DrSc.
Oddéleni biologie tukové tkdné, Fyziologicky ustav AVCR, Praha

Q-3 mastné kyseliny z morskych ryb (w-3) jsou pfirodni latky se silnymi biologickymi ucinky. Vétsina
populacnich studii (1, 2) a také intervencni pokusy na laboratornich zvifatech prokazuji tlumivé
pUsobeni w -3 na zanét a hyperlipidémii, ochranny vliv na glukézovou homeostazu a citlivost k
inzulinu u lidi i u zvifat a preventivni plsobeni pfi vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. Vlivem w -3
se podafilo opakované prokdzat reversi resistence k inzulinu u laboratornich zvirat. Zlepseni
glukézové homeostazy vlivem w -3 suplementace bylo popsano u prediabetik( (3, 4). Naproti tomu
naprosta vétsina randomizovanych klinickych studii (RCT) na pacientech s diabetem mellitus 2 typu
vliv w-3 na citlivost k inzulinu neprokazala (5), i pres to, Ze hypolipidemicky vliv w-3 se jasné projevil.
Ani velké RCT z posledni doby, zaméfené na vliv w -3 na riziko opakovani kardioavaskularnich
onemocnéni [napf. ORIGIN trial (6); a JELIS trial (7); viz nize] nevypovidaji o tom, zda intervence s w-3
mUze snizit riziko vzniku diabetu u prediabetikd. Na rozdil od fady RCT v minulosti [nap¥. GISS/ trial
(8)], se ve vétsiné recentnich RCT vliv w-3 na sekundarni prevenci kardiovaskularniho onemocnéni
nepodafilo prokazat (ORIGIN vs. JELIS trial). Rozdilné vysledky starSich a novéjsich studii mohou
odrazet vliv mnoha faktor(, napf. zlepsenou farmakoterapii zaméfenou na minimalizaci
kardiovaskuldrnich rizik (9) ¢i delsi prodlevu po prvnim kardiovaskularnim onemocnéni (infarktu
myokardu) pred zahajeni intervence s w -3. Je pravdépodobné, Ze w-3 mohou za urcitych podminek
snizit riziko opakovani kardiovaskularniho onemocnéni, zejména pokud je suplementace zahdjena do
dvou tydn( po pfedchozim infarktu myokardu (10).

U¢inek w-3 zavisi na jejich bioavalabilité, tj. podilu w-3, které se dostavaji z potravy do
organizmu. V bioavailabilité jsou interindividualni rozdily a tento proces je ovlivnén fadou faktor(
(11). Napf. tuky v potravé bioavalabilitu zna¢né zvysuji indukci pankreatickych lipaz. Dilezita je i
forma, v jaké jsou w-3 podavany (vyssi bioavailabilita w-3 pfi jejich podani ve formé fofolipid{ nez ve
formé triglycerid( ¢i ethyl esterl). Optimalnim markerem bioavaliability je w-3 index, t.j. pomér mezi
obsahem w-3 a celkovym obsahem mastnych kyselin pfi jejich stanoveni bud v membrdanach krevnich
erytrocyt, nebo v celkovych fosfolipidech v plazmé. Stanoveni w-3 indexu je vyznamné pro
interpretaci vysledk( studii na zdravych i nemocnych lidech (11-13). Zejména prospektivni studie, ve
kterych byl w-3 index poufzit jako biomarker, pfinesly jasné dikazy o vyznamu zvyseni pfijmu w-3 pro
prevenci kardiovaskularnich chorob.

Podporeno grantem IGA MZ (NT13763-4)
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Effect of different dietary docosahexaenoic acid/eicosapentaenoic acid ratio on plasma lipids level
in rats

Tomas Komprda, Ondrej Skultéty, Soria Kiizkova, Gabriela Zornikova, Veronika Rozikova,
Richard Krobot

Mendelova univerzita v Brné

komprda@mendelu.cz

The hypothesis that oils with different ratio of n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA)
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) affect plasma lipids level in rats in a
different degree was tested using the diets with 6 % of fish oil (FO) and Schizochytrium microalga oil
(Sch0); the diet with 6 % of safflower oil (5a0; high content of n-6 PUFA linoleic acid) was used as a
control. EPA+DHA content in the Sa0O, FO and SchO diet was 1.6, 21.8 and 32.1 % of the sum of total
fatty acids; the DHA/EPA ratio was 1.3, 1.3 and 11.3, respectively. The difference between FO and
SchO was established only in the case of plasma triacylglycerol (TAG) level: plasma TAG of the FO rats
did not differ from the control rats (P > 0.05), while SchO decreased (P < 0.05) plasma TAG to 46 % of
the control. On the other hand, FO and SchO decreased (P < 0.05) total plasma cholesterol (TC) in
rats in the same extent, to 73 % of the control. Regarding the underlying mechanisms for the TC
decrease, both SchO and FO up-regulated hepatic Insig-1 gene (181 and 133 % of the control; P <
0.05), which tended (P = 0.15 and P = 0.19, respectively) to decrease the amount of hepatic nSREBP-2
protein (61 and 66 % of the control). However, neither SchO nor FO influenced hepatic 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA reductase gene expression (P > 0.05); SchO (but not FO) increased (P < 0.05)
hepatic low-density lipoprotein receptor mRNA. It was concluded that the decrease of total plasma
cholesterol might be caused by an increased cholesterol uptake from plasma into the cells (in the
case of Sch0), but also by other (in the present study not tested) mechanisms.

Nitrované mastné kyseliny: endogenni regulatory kardiovaskularnich a imunitnich funkci

Pekarova M.", Ambrozova G.%, Martigkova H."%, Klinke A.>, Ravekes T.%, Lojek A., Kubala L.}, Rudolph
T}

! BiofyzikdlIni ustav, Akadenie véd Ceské republiky v.v.i., Brno, CR

2 0ddéleni exp. biologie a imunologie, Pfirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Brno, CR
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Srdecni selhdni, jako Casté a zdvainé onemocnéni, je stdle jednou z nejvétSich ekonomickych zatézi
ve zdravotnictvi. Pfi¢inou tohoto patofyziologického stavu je naruseni komplexnich fyziologickych
procesll v organizmu a také funkci rGznych typld bunék (jako jsou kardiomyocytl, bunky hladké
svaloviny, vaskularni endotelidlni bunky). JelikoZz klicovym terapeutickym cilem moderni kardiologie
je minimalizace poskozeni srdec¢ni tkané, je nezbytné pochopit a objasnit molekularni mechanizmy a
biologické principy uplatiujici se v nové zavadénych terapiich. Cilem této prace je objasnit roli
nitrovanych mastnych kyselin (nitro-MK), jenZ jsou endogenné produkovany v rlznych tkanich a
bunéénych membranach, jako latek, které by se mohli podilet na IéCbé a prevenci srdecniho selhani.
V poslednich nékolika letech vicero studii potvrdilo protizanétlivé ucinky nitro-MK v rlznych in vivo a
in vitro modelech, véetné modulace aktivace makrofagl, prevence aktivace leukocytll, krevnich
desticek a rozvoje aterosklerézy. Nase vysledky ukazaly, Ze nitro-MK maji kardioprotektivni a
onemocnénich. Tyto ucinky jsou zprostfedkované predevsim redukci produkce reaktivnich
metabolitd kysliku a dusiku, chemotaktickych latek a také ovlivnénim aktivace intracelularnich
signalnich drah, které jsou spojeny s rozvojem kardiovaskularni a také imunitni dysfunkce.



Strukturni variabilita lipidi produkovanych lidskou kazi

Josef Cvacka’, Vladimir Vrkoslav', Eva Hakova™?, Lenka Subéikova?, Michal Hoskovec?,
Radka Mikova'?

! Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., Praha

2 Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédeckd fakulta, Katedra analytické chemie, Praha
cvacka@uochb.cas.cz

KlZe je nejvétsSim orgdnem lidského téla. Je sloZzena z vrstev nékolika druhd bunék a tvofi bariéru
funkce ochrannd. Pfi oslabeni kozni bariéry dochazi ke vzniku zdvazinych onemocnéni, napfiklad
atopického ekzému nebo lupénky. Ve fyziologii a patologii kiize hraji zasadni roli lipidy. Ty vznikaji ve
vrstvé pokozky zvané stratum granulosum a v mazovych zlazach. Kize vytvari bohatou smés lipid( jiz
béhem prenatalniho vyvoje. Lidsky plod je od pocatku posledniho trimestru téhotenstvi pokryty
vrstvou novorozeneckého mazku (vernix caseosa), ktery jej chrani pfed maceraci v plodové vodé.
Novorozenecky mazek je tvofeny vodou (80 %), proteiny (10 %) a lipidy (10 %). Vyskytuje se pouze u
Clovéka a je zajimavy svymi unikdtnimi hojivymi a antibakterialnimi ucinky s mozinym vyuzitim
v mediciné. Nas vyzkum se zaméfuje na detailni charakterizovani komplexni smési lipidd
novorozeneckého mazku.

Lipidy novorozeneckého mdzku byly ziskany extrakci organickymi rozpoustédly a rozdéleny
pomoci sloupcové chromatografie na nékolik desitek frakci. Jednotlivé frakce byly dale separovany
pomoci HPLC a identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Podrobné jsme se vénovali ttidé
diester( 1,2-diol(i (1,2-DDE), ktera se vyskytuje v mazku, ale neni produkovana kizi dospélych. 1,2-
DDE byly separovany na koloné Nova-Pak C18 s gradientovou eluci v systému acetonitril/ethylacetat.
Molekulové druhy 1,2-DDE opoustély kolonu v zavislosti na celkovém poctu uhlikovych atom( a
dvojnych vazeb v fetézcich, tj. podle poradi jejich hodnoty ECN. Amonné adukty byly podrobeny
vicenasobné kolizné indukované fragmentaci (MS?, MS?) s vyuZitim datové-zavislych skend. Timto
zplsobem jsme identifikovali vice nez dva tisice 1,2-DDE. Nejhojnéji zastoupenymi byly mono-
nenasycené estery kombinujici diol C22:0 a mastnou kyselinu C18: 1 spolu s mastnymi kyseliny C16:0,
C14:0 nebo C15:0.

Tato prdce vznikla za podpory GACR P206/12/0750 a projektu RVO 61388963.



Lipidomicka analyza pomoci superkritické fluidni chromatografie a hmotnostni spektrometrie
Miroslav Lisa a Michal Hol¢apek

Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologickd, Katedra analytické chemie, Pardubice
miroslav.lisa@upce.cz

Ptirodni vzorky lipid(i predstavuji velice komplexni smési s velkou strukturni odliSnosti jednotlivych
latek, coz klade vysoké naroky na analytické techniky pouzivané pro jejich charakterizaci. V soucasné
dobé jsou pro lipidomickou analyzu pouzivany predevsim dva zdkladni pristupy. Shotgun analyza
vyuZiva analyzy vzorku pomoci hmotnostni spektrometrie a specialnich skenl bez predchozi separace
lipid(. Vyhodou je relativné rychld analyza vzorku, avsak mlzZe dochazet k potlacovani ionizace latek
navzdjem diky pfitomnosti vSech latek najednou v iontovém zdroji a neumoziuje identifikaci vétsiny
izomer(l. Dalsi pfistup vyuziva separace a identifikace lipidd pomoci kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (MS). Tento pfistup poskytuje detailnéjsi informace o sloZeni lipidd véetné
identifikace izomer(l, ale casto je potfeba kombinovat nékolik chromatografickych metod kvdli
sloZitosti vzorku, coz je ¢asové narocné.

Cilem této prace bylo vyvinout rychlou analytickou metodu pro komplexni lipidomickou
analyzu pomoci superkritické fluidni chromatografie (SFC) s MS identifikaci. Byly optimalizovany
parametry SFC separace s cilem rozlisit maximalni mnozstvi tfid lipidG. Finadlni SFC/MS analyza
umozZiuje separaci 16 tfid polarnich a nepolarnich lipidd v ramci 6 min. Zaroven bylo dosaZeno
Castecné separace jednotlivych lipidd v rdmci tfid na zakladé rdzného poctu dvojnych vazeb a délky
acyl(. Tridy lipidl a sloZeni esterifikovanych acyld byly identifikovany na zdkladé namérenych
tandemovych hmotnostnich spekter pomoci ESI ionizace v pozitivnhim i negativnim zdznamu iontd.
Pro separaci lipida koeluujicich v SFC byla vyuZita iontova mobilita jako dalsi separacni dimenze, ktera
umozfiuje separaci lipidd podle délky acylu a poctu dvojnych vazeb. Finalni SFC/MS metoda byla
pouZzita pro charakterizaci sloZeni lipid( v biologickych tkanich.

Tato prdce byla podporovand projektem ERC CZ & LL1302 MSMT.

Mechanismy biosyntézy a produkce triacylglycerolti olejotvornymi mikroorganismy

Tomas Rezanka
Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i., Praha
rezanka@biomed.cas.cz

Rasy, sinice i bakterie produkuji “single cell oils” (SCO), které obsahuji jako hlavni slozku
triacylglyceroly (TAG), jez jsou dulezitym zdrojem polyenovych mastnych kyselin a dalSich
neobvyklych mastnych kyselin dllezitych pro vyzivu lidi i zvifat, ale uplatiuji se i jako zdroje biopaliv
3. generace. Cilem predkladané teze bylo vibec poprvé analyzovat SCO, pokud jde o obsah a
spektrum intaktnich TAG. Ty se lisi délkou acyld, poctem a polohou dvojnych vazeb, stereochemickou
pozici a cis/trans izomerii. Vysledkem je obrovsky pocet izomerd s podstatné odlisnymi vlastnostmi a
vyZivovou hodnotou, ale i hodnotami dulezZitymi pro biopaliva, jako jsou bod zdkalu a tuhnuti.
Separace TAG pomoci HPLC byla optimalizovana pouZitim nékolika kolon v sérii k dosaZeni co nejvyssi
selektivity separace. Analyza zahrnuje LC-MS-APCI (hmotnostni spektrometrie-chemicka ionizace pfi
atmosférickém tlaku) a LC-MS/ESI (ionizace elektrosprejem) s kladnou nebo zapornou ionizaci.
Mikrobidlni oleje SCO z Sirokého spektra pfirodnich vzork(, zahrnuji pfedevsim (a) SCO dUlezité pro
vyZivu, a (b) SCO obsahujici neobvyklé mastné kyseliny, pfipravené pomoci prekurzorem fizené
biosyntézy, s lichym poctem uhlikl, mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem, neobvyklymi
polohami dvojnych vazeb a/nebo vétvenymi alkylovymi Fetézci, pouzitelné jako biopaliva.



Charakterizace desaturas mastnych kyselin z kvasinky Candida parapsilosis produkujicich
vicenenasycené a hydroxylované mastné kyseliny

A. Bugek®, P. Matougkova', H. Sychrovéz, . Pichova®, O. Hru§kové—HeidingsfeIdové1
! Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., Praha

? Fyziologicky ustav AV CR, v.v.i., Praha

bucek@uochb.cas.cz

Nenasycené mastné kyseliny hraji klicovou roli v fadé bunéénych déjd, jako je napt. udrZovani
optimalnich fyzikdlnich a biologickych vlastnosti bunéénych membran. Nenasycené mastné kyseliny
jsou biosyntetizovany z nasycenych mastnych kyselin prostfednictvim dvou evolu¢né nepfibuznych
skupin desaturas: 1) rozpustné desaturasy v plastidech rostlin a 2) membranové desaturasy (déle jen
desaturasy), které se vyskytuji u vSech eukaryotnich jedno- i mnohobunécénych organismi a také u
nékterych bakterii. Vyzkum desaturas u kvasinek a hub je motivovan predevsim snahou nalézt
desaturasy s enzymovymi specifitami, které by bylo mozno vyuZit pro produkci vicenenasycenych
mastnych kyselin (PUFA, z angl. PolyUnsaturated Fatty Acid) a dalSich primyslové hodnotnych
mastnych kyselin. Navic hraji desaturasy mastnych kyselin dlleZitou roli v ristu a morfogenezi
kvasinek, které jsou rostlinnymi ¢i lidskymi patogeny, a jsou tak moznym cilem antifungdlnich
pripravkd.

V této praci jsme izolovali geny CpFAD2 a CpFAD3 pro desaturasy mastnych kyselin z
oportunisticky patogenni kvasinky Candida parapsilosis a pomoci GC/MS stanovili produkované
PUFA. Desaturasy CpFad2 a CpFad3 byly exprimovany v kvasince Saccharomyces cerevisiae, ktera
pfirozené disponuje pouze A9-desaturasou a je tak vhodnym hostitelskym organismem pro
charakterizaci desaturas, které produkuji PUFA. CpFad2 produkovala smés Al12- a A15-PUFA.
Hlavnimi produkty byly kyselina linolova (A9,A12-18:2) a hexadekadienova (A9,A12-16:2)
doprovazena kys. a-linolenovou (A9,A12,A15-18:3) a kys. hexadekatrienovou s dvojnou vazbou v
neobvyklé koncové poloze (A9,A12,A15-16:3). Analyzou trimethylsilylovych derivati mastnych
kyselin byla identifikovana kys. ricinolejova (kys. 12-hydroxy-9-oktadekanovd) jako dalsi produkt
CpFad2. Tyto vysledky naznacuji, Ze detailni analyza produktl "Al12-desaturas" také u dalSich druh
hub a kvasinek by mohla odhalit Siroké spektrum produkovanych minoritnich PUFA a
hydroxylovanych mastnych kyselin [1].

[1] Bucek et al.: PLoS ONE 9 (3): doi:10.1371/journal.pone.0093322 (2014).



Inovativni postupy pro podrobnou analyzu smési uhlovodikii s dlouhymi alifatickymi Fetézci

Vladimir Vrkoslav®, Petra Horkad™?, Martin Vit"?, Jind¥ich Jind¥ich?, Ivan Jelinek? Josef Cvacka®
Y Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., Skupina hmotnostni spektrometrie, Praha
2 Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédeckd fakulta, Praha
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V soucasnosti neni dostatek metod, pomoci kterych by bylo mozné podrobné studovat uhlovodiky s
velmi dlouhymi alifatickymi retézci. Tyto latky vSak v prirodé zastavaji, zejména u hmyzu a rostlin,
dilezité biologické funkce. Nejcastéji pouzivanou metodou analyzy uhlovodiki je plynova
chromatografie a spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC/MS). K ionizaci
uhlovodikl se nejéastéji pouziva elektronova ionizace (El), pripadné chemicka ionizace (Cl). Metoda
je idedlni pro kvantitativni a kvalitativni analyzu kratSich uhlovodik(i s mensim poctem dvojnych
vazeb. Dal$i moZnosti strukturni analyzy je vyuziti vhodné derivatizacni reakce a analyza produktt
GC/EI-MS. Zminéné metody lze jednoduse aplikovat na smés alifaticky uhlovodik( s délkou fetézce
do 35 uhlovodiki. Pro vyssi uhlovodiky se pouziti GC/MS s délkou fetézce a poétem dvojnych vazeb
komplikuje. Hlavnimi divody jsou vy3si bod varu a nestabilita dvojnych vazeb pfi vyssich teplotach.
Pro strukturni analyzu zvlasté nenasycenych uhlovodikl s dlouhym uhlikovym fetézcem je vhodné
vyuzit principidlné odlisSné metody.

Pro zjistovani struktury uhlovodik(l s dlouhym alifatickym retézcem je vyhodné smés rozdélit a
nasledné analyzovat on-line nebo off-line pomoci hmotnostniho detektoru. Bylo studovano retencni
chovani a byla optimalizovidna separace uhlovodikd metodou argentacéni vysokoucinné kapalinové
chromatografie (Ag'-HPLC) a chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC). Pomoci RP-HPLC byly
uhlovodiky rozdéleny podle hydrofobicity. Na rozpustnost uhlovodikli ma nejvétsi vliv délka jejich
alifatického fetézce a pocet dvojnych vazeb. Ag*-HPLC vyuZiva interakce dvojnych vazeb uhlovodikd
sionty stfibra pfitomnymi ve stacionarni fazi. Analyty byly vtomto pripadé separovany primarné
podle poctu dvojnych vazeb.

lonizace uhlovodikli mékkymi ioniza¢nimi technikami kompatibilnimi s HPLC neni triviadlni. Bylo
demonstrovdno vyuZiti ionizace laserem za uUcasti matrice (MALDI) a chemické ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) pro ionizaci uhlovodiki a jejich strukturni charakterizaci pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS). MALDI bylo vyuZito pro off-line charakterizaci frakci
ziskanych RP-HPLC smeési kutikuldrnich uhlovodikG masarky Neobellieria bullata. Pro detekci
uhlovodik( v Ag*-HPLC bylo mozné vyuZit APCI-MS detekci on-line.

Tato prdce byla financovdna z prostfedkii GACR P206/12/1093



GCxGC TOFMS: uZitecny nastroj pro identifikaci a charakterizaci sloZitych smési

Pavel Jiros
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Aplikace: Voskové estery s C12 alkoholy: nové identifikovany ve frontalni Zlaze vojaka inkvilinnich
druhi termitt z ¢eledi Termitinae. Funguji jako domovska viné?

Anna JiroSova, Pavlina Kyjakova, Klara DolejSova, Andrej Jancafik, Robert Hanus

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., Praha

luxova@uochb.cas.cz

Nékteré tropické druhy termitd Ziji tzv. inkvilinnim zplUsobem, tedy nestavi si vlastni hnizda, nybrz Ziji
v hnizdech postavenych a obyvanych jinymi druhy termit(. Takovy zpUsob souZiti nabizi otazku,
jakymi mechanismy dokdZou nezvani obyvatelé zajistit souziti s hostitelem a vyhnout se jeho zcela
pochopitelné agresivni reakci. Pravé tyto mechanismy zkoumame u dvou druhd inkvilin( z destného
pralesa Francouzské Guyany, Inquilinetremes a Spinitermes (Termitidae: Termitinae).

Sekrece z obranné frontalni Zlazy kasty vojakl samostatné Zijicich termitl obvykle obsahuje
toxické chemikdlie sobrannou funkci. Avsak my jsme pfi analyze frontdlni sekrece vojakl u
inkvilinnich druhd identifikovali velké mnoiZstvi netoxickych voskovych esterl slozenych z C12
alkoholtd: (Z)-dodec-3-en-1-olu DE, (3Z,6Z)-dodeka-3,6-dien-1-olu DDE a (37,6Z,8E)-dodeka-3,6,8-
trien-1-olu DTE a strukturné rozmanitych mastnych kyselin. C12 alkoholy DE, DDE a DTE jsou zndmy u
celé fady termitd jako stopovaci feromony vyluCované délniky v nanogramovych mnoiZstvich,
poptipadé jako pohlavni feromony u pohlavnich jedincl. Nalez vosk( téchto C12 alkoholl ve frontalni
Zlaze inkvilinnich vojakd v mnozZstvi radové vyssim otevrel spekulace o jejich nové funkci. V soucasné
dobé testujeme hypotézu o domovské vini inkvilinnich termit(, tedy cileného uvolfiovani C12
alkohol(l z vosk( a jejich pouziti ke znaceni ¢asti hnizda obyvané inkviliny.

K identifikaci zminénych voskovych esterl byla pouZita komprehensivni dvoudimensionalni
GC s TOF-MS detektorem, v sestavé nepolarni kolona v prvni dimenzi a poldrni kolona v druhé.
K uréeni struktur v komplexni smési v malém mnoZstvi byla potfeba fada derivatizacnich technik od
reesterifikace voskl dle Stranského po urceni polohy dvojné vazby po reakci s DMDS. Struktura byla
rovnéz potvrzena GC-CI-MS s vysokym rozliSenim a GC-FTIR. Pfedseparace smési byla provedena
pomoci preparativniho GC.

Po vyhodnoceni analytickych dat byly vybrané navriené molekuly vosk(i DE a DDE synteticky
pfipraveny a jejich struktura byla ve frontalnich Zlazach vojakl Inquilinetremes a Spinitermes
potvrzena po porovnani se syntetickymi standardy.
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Charakterizace triacylglycerolli pomoci acetonitrilového aduktu vznikajiciho ve zdroji pro APCI

Eva Hakova?, Vladimir Vrkoslav?, Josef Cvacka®

Y Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédeckd fakulta, Katedra analytické chemie, Praha

2 Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., Skupina hmotnostni spektrometrie, Praha
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Triacylglyceroly (TGs) se fadi k nejhojnéji zastoupené lipidové tfidé jak u rostlin, tak u Zivocich(, u
nichz se vyskytuji hlavné v tukové tkani. V rostlinach tvofi nejvétsi zasobarnu uhlik( a podileji se tak
na vyvoji rostlin [1,2]. TGs patfi mezi slouceniny se zna¢nou strukturni variabilitou a jejich délka délky
acylovych rtetézcli, stupné nenasycenosti a polohy dvojnych vazeb (DB) koreluji s chemicko-
fyzikalnimi vlastnostmi TGs a biologickou aktivitou [3].

Metoda pro lokalizaci dvojnych vazeb u TGs vyuzivd tandemovou hmotnostni spektrometrii s
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Polohu DB je mozZné urcit pomoci radikalkationtu
C3H5N™ (m/z 55), ktery vznika reakcemi acetonitrilu v APCI zdrojich. Fragmentaci molekuldrniho
aduktu [M+55]"" |ze pozorovat ionty, které odpovidaji $té€peni C-C vazeb v okoli plvodni DB [4]. Dle
intenzit signalG fragment( ndleZicich neutrdlnim ztratdm mastnych kyselin (FAs) umozZniuje tato
technika také rozliSit regioizomery. Pro podrobnou studii fragmentacnich spekter byly vyuZity jak
standardy TGs, tak standardy pfipravené randomizacni syntézou provadénou v mikroméfitku, jez
maji na glycerolovém fetézci navazané acyly s odliSnym poctem DB i délkou uhlovodikového retézce.
Touto nové vyvinutou metodou a spojenim s HPLC technikou, byly nasledné studovany vzorky
pfirodnich oleji a novorozeneckého mazku.

[1] Laakso P.: Eur. J. Lipid Sci. Technol. 104, 43 (2002).

[2] Eastmond P.J.: Triacylglycerol mobilisation in plants (pfistupné online na adrese:
http://lipidlibrary.aocs.org/plantbio/tag_mobilisation/index.htm).

[3] Mitchell T. W., Pham H., Thomas M. C., Blanksby S. J.: J. Chromatogr. B 877, 2722 (2009).

[4] Vrkoslav V., Hdkova M., Peckova K., Urbanova K., Cvacka J.: Anal. Chem. 83, 2978 (2011).

Tato prdce vznikla za podpory SVV260084 a grantu GACR P206/12/0750.
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Optimalizace metody pro extrakci eikosanoidli z biologickych vzorki

Marie Moravcovd, Ondiej Kuda, Jan Kopecky
Fyziologicky ustav AV CR, v.v.i., Oddéleni biologie tukové tkdné, Praha 4
mmoravcova.l@seznam.cz

Eikosanoidy jsou slouceniny odvozené od polynenasycenych mastnych kyselin (PUFAs) s retézcem
dlouhym 20 uhlika. Jsou to lipidické signalni molekuly syntetizované z kyseliny arachidonové (AA),
eikosapentaenové (EPA) nebo dokosahexaenové (DHA). Po stimulaci bunky enzym cytosolickd
fosfolipaza A2 (cPLA2) uvolni AA z bunécnych fosfolipidl a volnd AA mizZe byt pfeménéna tfemi
raznymi oxidacnimi drahami na stovky bioaktivnich produktd. Eikosanoidy se tGcéastni fyziologickych
funkci organismu, jako je regulace stah( hladkého svalstva, propustnost cév a srazeni krevnich
desticek, jsou také spojeny se zanétlivymi, autoimunitnimi a alergickymi procesy. Prvni krok pfi
analyze eikosanoidd je jejich extrakce z biologickych vzork(l. PouZivané metody zahrnuji extrakci
rozpoustédlem a extrakci na pevné fazi (SPE). SPE je nyni nepostradatelnou soucasti analyzy
eikosanoidl pomoci modernich analytickych metod jako je HPLC/MS. Byla optimalizovana metoda
pro preseparaci eikosanoid( ze vzorku gonadalniho tuku mysi za poufZiti extrakce na pevné fazi
pomoci ¢tyf kolonek s reverzni fazi: Strata X 60 mg/3 ml, 33 um (Phenomenex, USA), Chromabond
HR-X 60 mg/3 ml, 45 um (Macherey-Nagel, Germany), Strata C18 200 mg/3 ml, 55 pm (Phenomex,
USA) a Oasis HLB 60 mg/3 ml, 30 pum (Waters, USA). Porovnanim Gcinnosti separace bylo zjisténo, Ze
na vSech kolonkadch lze separovat frakci eikosanoidl. Jednoznadné nejvyssi efektivitu separace
vykazuje kolona Strata X 60 mg/3 ml, 33 um (Phenomenex, USA) se styren-divinylbenzen
kopolymernim sorbentem. SPE na koloné Strata X predstavuje robustni a stabilni metodu pro
separaci eikosanoidll z biologickych vzorkl, vzhledem ke schopnosti Géinné zadrzet eikosanoidy a pro
rychly a snadny postup pfi extrakci.
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Analyza antioxidantt v lupinovém oleji

Portychova L., Hrbac J., Jirovsky D., Halouzka V., Riman D., BartoSova Z., Horna A.
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Lupina je rostlina péstovana zejména v Severni a Jizni Americe, ale v mensi mire téZ v Evropé. Jedna
se o typ lusténiny, kterou zarazovali do svého jidelnicku jiz stafi Egyptané. DuleZitou sloZkou (tvofici
cca 8 % objemu) semen této rostliny je lupinovy olej, ktery obsahuje nenasycené mastné kyseliny a je
bohaty na antioxidanty rozpustné v tuku. Olej je ze semen vétSinou ziskavan extrakci oxidem
uhli¢itym. V poslednich letech vyrazné roste zajem o ptirodni antioxidanty diky jejich blahodarnému
ucinku pfi prevenci rlznych onemocnéni. V této praci jsme se zaméfili na méreni antioxidacni
kapacity lipofilnich vzork( (lupinového oleje) a na stanoveni pfitomnych antioxidant(. Kvantitativni
analyza antioxidant( v ¢astech rostlin obecné predstavuje velky analyticky problém. Pro méreni byla
vyuzita metoda kapalinové chromatografie ve spojeni s elektrochemickou detekci (s aktivovanou
mikroelektrodou z uhlikového vldkna) a modifikovand chemiluminiscence. Bylo zjiSténo, Ze
antioxidacni kapacita lupinového oleje je asi tfetinova ve srovnani s antioxidacni kapacitou oleje
olivového. Tyto dva druhy oleji se vsak lisi typem pfitomnych antioxidantl. V lupinovém oleji se
vyskytuji zejména karotenoidy (zeaxantin, lutein) a tokoferolové izomery.

Tato prdce byla podpofena Technologickou agenturou Ceské republiky (grant & TA01010737),
Grantovou agenturou Ceské republiky (projekt P206/12/0796) a studentskymi projekty Univerzity
Palackého (PrF_2013_031).

TLC lipidi s ambientni hmotnostné spektrometrickou detekci

Jan Rejsek, VIadimir Vrkoslav, Josef Cvacka
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., Skupina hmotnostni spektrometrie, Praha
janrejsek@centrum.cz

Ambientni ionizaci v hmotnostni spektrometrii se rozumi ionizace, kterd probiha v otevieném
prostoru vné hmotnostniho spektrometru. V dnesni dobé je znamo asi 30 typl ambientnich
ionizacnich technik. Jejich hlavnimi vyhodami jsou rychlost analyzy a fakt, Ze nevyzaduji Zddnou, nebo
minimalni predupravu vzorku. V této praci byly studovédny techniky desorpcni elektrosprejové
ionizace (DESI, desorption electrospray ionization) [1] a desorpcni fotoionizace za atmosférického
tlaku (DAPPI, desorption atmospheric pressure photoionization) [2]. Tyto metody vyuzivaji
sprejovani rozpoustédel k desorpci a ionizaci analytu z pevného substratu. Techniky byly vyuZzity pfi
spojeni TLC/MS, kdy byly nalezeny vhodné podminky pro DESI analyzu Sesti zastupcl Sesti rliznych
lipidovych tfid po separaci na HPTLC desce a rovnéz pro DAPPI analyzu nékolika lipid{ po separaci na
HPTLC desce. DAPPI bylo dale aplikovano pro detekci nékterych slozek lipidové povahy celkového
lipidového extraktu novorozeneckého mazku po separaci na HPTLC desce.

[1] Takats Z., Wiseman J.M., Gologan B., Cooks R.G.: Science 306, 471-473 (2004).
[2] Haapala M., Pol J., Saarela V., Arvola V.,Kotiaho T.,Ketola R.A., Franssila S.,Kauppila T.J., Kostiainen
R.: Anal. Chem. 79, 7867-7872 (2007).

Tato prdce byla financovdna z projektu GACR P206/12/0750 a programu interni podpory projektd
mezindrodni spoluprdce AV CR M200551204.
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Vyvoj metody MALDI imaging pro zobrazovani distribuce uhlovodikl na povrchu rostlin a hmyzu
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Povrch téla vyssich rostlin a hmyzu je pokryt vrstvou kutikularniho vosku. SloZzeni kutikularnich vosk
je u jednotlivych organism( odlisny. Vidy se jedna o latky s velmi nizkou polaritou. V kutikularnich
voscich se c¢asto vyskytuji uhlovodiky, voskové estery, estery cholesterolu, ketony, aldehydy a
karboxylové kyseliny s dlouhymi alifatickymi fetézci. Maji hlavné funkci ochrannou - ochranuji
organismus pred vysychanim, ultrafialovymi paprsky a prinikem patogenl [1]. Nékteré jeho slozky
mohou také hrat duleZitou roli ve vnitrodruhové komunikaci hmyzu nebo ovliviiovat vztahy mezi
rostlinami a hmyzimi skldci. Lokalizace lipidd na povrchu organismld muZe vyrazné prispét
k pochopeni téchto vztahu. Jiz v nasem dFivéjsim studiu téchto latek metodou MALDI imaging [2] byla
vyuZita tvorba molekuldrnich aduktl lipidd s alkalickymi kovy. Tato metoda ovSem nedosahovala
dostatecnych detekénich limith hlavné pro nejméné polarni slozku kutikularnich lipidG — uhlovodiky.
Instrument byl vybaven dusikovym laserem (337 nm), ktery dosahoval maximalni frekvence jen 20
Hz. Tato frekvence nedovolovala monitorovat velké plochy s rozlisSenim vyssim nez 0,2 mm.

Predkladand prace popisuje proces optimalizace pfipravy vzorku a podminky méreni MALDI
MSI uhlovodikl na pfistroji UltrafleXtreme (Bruker, Némecko) vybaveného NdYAG laserem (355 nm,
1000 Hz). Jako modelovy objekt byla vybrdna ktidla masarky Neobelieria bullata. Byly pouZity
kombinace matric kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové (DHB) a vanilinu (VA) s Li* a Ag’ ionty. Zminéné
kationty jsou schopny zprostfedkovat ionizaci uhlovodikl za tvorby molekuldrnich adukt& [M+Li]%,
respektive [M+Ag]’. Matrice byly nandseny na povrch technikou sprejovani. Vyvinutd metoda
dosahuje lepsi citlivost nez metoda prezentovana v roce 2010 [2].

1. R.J. Hamilton (Ed.): Waxes: Chemistry, Molecular Biology and Functions, The Qily Press Ltd.,
Dundee 1995.

2. V. Vrkoslav, A. Muck, J. Cvacka, A. Svatos, MALDI Imaging of neutral cuticular lipids in insects and
plants, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 21, 220-231 (2010).

Tato prdce byla financovdna z prostredkii GACR P206/12/1093
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