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Uvod

Biologicky aktivni mastné kyseliny se vyznamné podileji na zdravi Clovéka.
Do této skupiny se fadi zejména nenasycené omega-3 (n-3) a omega-6 (n-6)
mastné kyseliny, které jsou esencialni a ziskavaji se tak pouze ze stravy. Ackoliv
jsou n-6 mastné kyseliny také vyznamné pro fyziologické funkce v téle Clovéka,
na rozdil od n-3 mastnych kyselin zvySuiji riziko pfitomnosti zanétl, nadvahy a
s tim spojené riziko kardiovaskularnich onemocnéni. Zabranénim téchto rizik l1ze
dosahnout udrZzovanim spravného poméru n-3 a n-6 v krvi. NejefektivnéjSim
feSenim je tak Uprava stravy a zafazeni ryb a morskych ploda.

Aktualné je na trhu dostupna Siroka Skala jednotlivych druht ryb a rybich
vyrobku, které se odliSuji zpracovanim, jako jsou vyrobky mrazené, chlazené a
konzervované. Druh ryby a jeji nasledné zpracovani muzZe mit vyrazny vliv na
zastoupeni n-3 nenasycenych mastnych kyselin.

Béhem skladovani rybich tkani mdze dojit k nezadouci autooxidaci lipidu.
Pfidanim antioxidantu je mozné tuto oxidaci vyznamné omezit. S pomoci
necilené metabolomické analyzy s vyuzitim kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (LC/MS) byly v této praci sledovany rozdily v zastoupeni
nenasycenych mastnych kyselin mezi tfemi druhy ryb v riznych zpracovanich.
Dale byla testovana jejich stabilita po pfidani antioxidantu BHT béhem pfipravy

jednotlivych vzorka.
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1 Biochemie lipidi a mastnych kyselin

Lipidy jsou skupina hydrofobnich organickych slou€enin s relativné nizkou
molekulovou hmotnosti (do 1000 Da). Nejbéznéjsi kategorie lipidl, zejména
ZivoCisné tuky a rostlinné oleje, obsahuji ve své molekule nepolarni mastné
kyseliny vazané esterovou vazbou na glycerol nebo jiny alkohol. Chemicky je Ize
popsat jako estery vysSich mastnych kyselin a alkoholu. Jejich sou¢asti mohou
byt také izoprenové jednotky s linearni nebo cyklickou strukturou a rdznym
po¢tem substituentd (napfiklad karboxylové kyseliny, hydroxylové skupiny,
heteroatomy) (Christie 2023). Na zakladni skelet mize byt kovalentné vazana i
jina polarni molekula, napfiklad fosfat nebo sacharid, coz zvySuje amfifilni

charakter molekul (Obrazek 1).
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Obrazek 1: struktura fosfatydilcholinu, oznaceni sn 1, 2, 3 znazorfiuje pozice
jednotlivych substituentu, pfevzato a upraveno dle MacDonald et al. 2019

V disledku velké rozmanitosti pfipojenych aduktd a rdzného umisténi dvojnych
vazeb v nepolarnich fetézcich jsou lipidy zna¢né heterogenni skupinou molekul.
Pfesny pocet molekularnich druh( lipidl zatim neni znam. Databaze Lipid Maps
aktualné obsahuje pres 47 tisic znamych lipidovych struktur, které Ize rozdélit do
8 kategorii (Tabulka 1).



Tabulka 1: rozdéleni lipidd do 8 kategorii a jejich poCetné zastoupeni dle

databaze Lipid Maps (www.lipidmaps.org, citovano 6. 5. 2023)

Kategorie kuratorované  pocitaCové generované celkem
Mastné kyseliny 8677 1878 10555
Glycerolipidy 354 7379 7733
Glycerofosfolipidy 1747 8328 10075
Sfingolipidy 1801 3168 4969
Steroly 3651 0 3651
Prenoly 2405 0 2405
Sacharolipidy 51 1294 1345
Polyketidy 7151 0 7151
Celkem 25837 22047 47884

Lipidy jsou souéasti tuki a oleju. Clovék je pfirozené ziskava ze stravy a vétsinu
z nich je schopen i znovu syntetizovat. Mezi glycerolipidy se fadi triacylglyceroly,
které jsou pro Clovéka vyznamnym zdrojem energie. Glycerofosfolipidy a
sfingolipidy tvofi strukturalni sloZzku membran, dale se podileji na bunécné

signalizaci a regulaci (Brown, Marnett 2011).

1.1 Mastné kyseliny

Zdrojem mastnych kyselin (MK) je pfevazné oxidace triacylglycerolt (TAG). DalSi
biochemickou pfeménou mohou byt MK vyuzity napfiklad pro tvorbu energie ve
formé ATP nebo jsou zabudovany do fosfolipidt (Bergé, Barnathan 2005).

TAG jsou odbouravany burikach jater pfi procesu traveni, kdy dochazi
k jejich hydrolytickému Stépeni pomoci lipaz na monoacylglycerol nebo
diacylglycerol a mastné kyseliny. Odbouravani mastnych kyselin pak probiha
v matrix mitochondrii. K oxidaci dochazi na tzv. beta-uhliku, proto se proces
nazyva beta-oxidace. Vyslednym produktem beta-oxidace MK je pak
acetylkoenzym A (acetyl-CoA). V myocytech slouzi tento produkt jako substrat
pro cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA) a k nasledné tvorbé energie ve formé
ATP. V hepatocytech je acetyl-CoA vyuzit pro syntézu ketolatek pfi hladovéni po
vyCerpani zasob glykogenu (Talley, Mohiuddin 2023).


http://www.lipidmaps.org

Syntéza lipidl, neboli lipogeneze, zahrnuje procesy premériujici uhlikové
produkty Stépeni Zivin na znovu vyuzitelné molekuly. Prvnim krokem lipogeneze
je biosyntéza mastnych kyselin. V TCA cyklu v mitochondrii je citrat preménén a
acetyl-CoA za katalyzy ATP-citrat lyazy. Ten je nasledné pfeménén pomoci
acetyl-CoA karboxylazy na malonylkoenzym A (malonyl-CoA). Oba vysledné
produkty jsou spojeny za ucasti enzymoveho systému syntazy mastnych kyselin
(FAS — ,Fatty acid synthase®). Opakovanim kondenzaci acetylovych skupin
vznika zakladni 16 uhlikova nasycena MK - kyselina palmitova. Kyselina
palmitova je dale prodluZzovana a desaturovana za vzniku raznych typa MK, které
mohou byt vyuZity k syntéze dalSich biomolekul, jako jsou TAG, fosfatidylcholint
(PC), fosfatidylethanolamint (PE) nebo fosfastidylserind (PS) (Baenke et al.
2013).

Mastné kyseliny jsou skupiny alifatickych monokarboxylovych kyselin
tvofici nepolarni ¢ast molekul lipidd. Obecné obsahuji sudy po&et atomua uhliku,
navic mohou obsahovat nasycené nebo nenasycené dvojné vazby ve
specifickych polohach v cis konfiguraci. MK v Zivo€iSnych tkanich obvykle
obsahuji 14-22 uhlikovych atomu v Fetézci a 0-6 dvojnych vazeb.

Na zakladé obsahu dvojnych vazeb Ize MK rozdélit na nasycené
(SFA - ,saturated fatty acids“), neobsahujici Zadnou dvojnou vazbu,
mononenacené (MUFA — ,monounsaturated fatty acids®) obsahujici pouze jednu
dvojnou vazbu a polynenasycené (PUFA — ,polyunsaturated fatty acids) s vice
nez jednou dvojnou vazbou. PUFA obsahuji obvykle 2-6 nenasycenych dvojnych
vazeb (Christie, Bridgwater 1989).

Ackoliv PUFA mohou mit rznou délku, pfi Cislovani fetézcu je v urcité
nomenklatufe posledni methylovy uhlik oznaCovan feckym pismenem omega w,
které predstavuje posledni pismeno fecké abecedy. Podle polohy dvojné vazby

muzeme PUFA rozdélit na omega-3 (n-3) a omega-6 (n-6).
1.1.1 Zdroj biologicky aktivhich mastnych kyselin

Clovék prirozené nedokaze syntetizovat dvojnou vazbu na pozici 6 a méné, proto
se n-3 a n-6 MK Ffadi mezi esencialni, Ize je ziskat pouze ze stravy (Ruiz-
Rodriguez, Reglero, Ibafiez 2010). Mezi zastupce n-6 MK patfi napfiklad kyselina
linolova (LA) a kyselina arachidonova (AA). Jednotlivé druhy n-3 MK jsou
prehledné znazornény v Tabulce 2.
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Tabulka 2: rozdéleni jednotlivych n-3 MK, jejich strukturni vzorce a bézné
pouZivané zkratky dle Shahidi, Ambigaipalan (2018)

Mastna kyselina Zkratka Vzorec
kyselina a-linolenova ALA 18:3
kyselina stearova SDA 18:4
kyselina eikosapentaenova EPA 20:5
kyselina dokosapentaenova DPA 22:5
kyselina dokosahexaenova DHA 22:6

Vyznamnym zdrojem AA a LA se skupiny n-6 MK jsou vejce, hovézi a jehnéci
maso, dale séjovy a slunecnicovy olej (Mariamenatu, Abdu 2021).

Primarnimi producenty oleju bohatych na n-3 MK jsou vétSinou
jednobunécni protisté a rasy, které jsou bohatym zdrojem zejména EPA a DHA.
Tato protista jsou sbirana zooplanktonnimi korysi, ktefi se Zivi filtrovanim. KorysSi
jsou zase ucinné sbirani rybami, které se Zivi zooplanktonem. V téchto kratkych
potravnich fetézcich nedochazi k biohydrogenacnim reakcim, takze zastoupeni
biologicky vyznamnych MK zustava v téle ryb zachovano.

Rozdéleni ryb podle jejich vyskytu na pelagické a hlubinné se obecné
vztahuje na rozdéleni tu¢nych a méné tuénych ryb. Zasoby oleji bohatych na
n-3 MK jsou u pelagickych ryb uloZzeny pfedevsim ve svaloviné (losos, makrela,
sardinka). Zatimco oleje u hlubinnych ryb jsou ulozeny v jatrech (treska). Z tohoto
davodu nejsou filety z tresky bohatym zdrojem EPA a DHA, zatimco tresci jatra
obsahuji podobné mnozZstvi téchto MK jako filé lososa, makrely a sardinek
(Sargent 1997).

Ackoli hlavnim zdrojem n-3 MK jsou mofské organismy, obsahuiji je také
néktera semena rostlin. Napfiklad semena Inu, chia a fepky obsahuji ALA, ktera
slouZi jako prekurzor pro syntézu EPA a DHA. Nicméné tato biokonverze je
v lidském téle omezena, proto je nutny pfijem EPA a DHA zejména ze stravy
(Shahidi, Ambigaipalan 2018).

1.1.2 Vyznam nenasycenych mastnych kyselin ve vyzivé

V souCasné dobé je moderni stravou ziskavano vétsi mnozstvi n-6 MK a pfijem

n-3 je stale velmi omezen. Zatimco naSi pfedkové konzumovali n-3 a n-6 MK

11



v poméru 1:1-2, v pribéhu vyvoje doslo ke znaéné zméné stravovacich navyku
a soucCasny pomér n-3 a n-6 MK je 1:20-50. Tato zména negativné pfispiva
k prevalenci zanétli, nadvahy a sni spojeny vySSi vyskyt hypertenze a
kardiovaskularnich onemocnéni (Mariamenatu, Abdu 2021).

Kyseliny n-3 a n-6 jsou kompetitivné oxidovany v jatrech stejnym
souborem enzymu desaturaz za vzniku rlznych typl produktl, které maji
v lidském téle antagonistické funkce. V dusledku vyssiho pfijmu n-6 MK ze stravy
vznika vice eikosanoidi posilujici zanét, agregaci krevnich destiCek,
vazokonstrikci, navic pfispivaji k nadvaze. Naopak autakoidy odvozené od
n-3 MK pusobi protizanétlivé, inhibuji agregaci krevnich desti¢ek a pfispivaji
k vazodilataci. Tyto faktory maji pfiznivy uc€inek u pacientd s rlznymi
onemocnénimi, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni (aterosklerdza,
trombdza, infarkt myokardu), diabetes, rakovina. Pfijem DHA olejua ze stravy
téhotnych a kojicich Zen ma pfiznivy vliv na vyvoj plodu a kojenct, zejména pro
spravnou funkci mozku a o€i (Shahidi, Ambigaipalan 2018).

Ackoliv vySSi zastoupeni n-6 predstavuje znacna rizika pro rozvoj
onemocnéni, jejich pfitomnost v tele Clovéka je taktéz dulezita. Jejich zastoupeni
v bunéénych membranach pfispiva napfiklad ke zdravému vzhledu kizZe nebo ke
snizenému mnozstvi LDL lipoproteind v krvi (Djuricic, Calder 2021). Spravny
pomér n-3 a n-6 MK ziskany ze stravy je tedy nezbytny pro spravné fungovani
organismu i pro prevenci pfed zavaznymi nemocemi.

Nejjednodussim feSenim zvySeni poméru n-3 ku n-6 MK je jejich vysSi
pfijem ze stravy. Zdrojem n-3 PUFA a lipidQ, které obsahuji n-3 PUFA ve své
strukture jsou tedy pfevazné mofisti obratlovci. U Clovéka se tyto molekuly
hromadi ve fosfolipidech bunéénych membran, zejména v burikach mozku, srdci
a varlatech (Bergé, Barnathan 2005). Podle kanadskych dietologl se
doporucena hladina ALA pohybuje mezi 1,1 a 1,6 g/den v zavislosti na véku a
pohlavi. Kromé toho se také doporucuje pfijem alespori dvou porci ryb tydné,
¢imz se zajisti 0,3-0,45 g EPA a DHA denné. Ryby jsou kromé& vyznamného
zdroje n-3 PUFA také zdrojem vitamind a minerall, proteiny ryb maji navic

vysokou nutriéni hodnotu (Shahidi, Ambigaipalan 2018).
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2 Metabolomika a lipidomika

S nastupem systémové biologie, ktera zkouma vliv interakci biomolekul na
funkénost organismu bylo navrZzeno a zdokonaleno nékolik bioanalytickych
metod. Dfive se k ziskani informaci o jednotlivych funkcich téchto makromolekul
pouzivaly zejména pfistupy molekularni biologie a fyziologie, a to pfedevsim
techniky zaloZzené na chromatografii a ligandech (Hill 2009). Obé strategie vSak
poskytovaly pouze omezené udaje o cilové biomolekule a jeji metabolické draze
a nebyly schopny charakterizovat biologicky systém uplnym a integrovanym
zpusobem (Klassen et al. 2017). Z tohoto divodu se koncem 80. let 20. stoleti
zaCaly k presnégjsi identifikaci postupné vyvijet jednotlivé omické strategie
zahrnujici technologie kurCeni celého souboru biomolekul obsazenych ve
tkanich, bunkach nebo tekutinach.

Prvni omicka strategie, genomika, umoznila uplné sekvenovani lidského
genomu a zajistila rychlé urCeni genovych sekvenci proteini a dalSich
makromolekul. Tyto pfevratné informace podnitily védce, aby se posunuli za
hranici genomu a zacali se zabyvat biologickou roli genovych produktu a jejich
dasledkd na organismus. Pokracujici vyzkum poté pfinesl nové omické strategie,
vCetné transkriptomiky, proteomiky a metabolomiky. Spolu s pokroky
v biostatistice a vypocetni technice umozniuji detailné zkoumat sloZité biologické
procesy s Vétsi citlivosti a rozliSenim ve srovnani s tradiCnimi biochemickymi
metodami. Zatimco tradicni metody jsou zaméfeny na konkrétni cilovou
molekulu, omické technologie nabizeji vysoce vykonné pfistupy pro sledovani
nékolika cill sou¢asné (McColl et al. 2019). Integrace umélé inteligence do
omickych strategii tak zajistila moznost generovat velké mnozstvi dat rychlym
a efektivnim zpusobem (D’Adamo, Widdop, Giles 2021). Na Obrazku 2 je
znazornéno, jak spolu koreluji jednotlivé omické pristupy a jejich pfislusné
objekty (biomolekuly) studia.
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Genomika
DNA

Tr&nskripce Transkriptomika
mRNA
Translace Proteomika
Proteiny
Enzymatickd Nukleotidy Lipidy
reakce

Metabolomika

Sacharidy Aminokyseliny

Obrazek 2: korelace mezi jednotlivymi omickymi pfistupy pouzivanych pfi
studiich v systémové biologii (pfevzato a upraveno z Metabolomics: From

Fundamentals to Clinical Applications, Sussulini, 2017)

Metabolomika je nejnovéjSim védnim oborem v systémové biologii
(Resurreccion, Fong 2022). V roce 2001 definoval Fiehn metabolomiku jako
komplexni a kvantitativni analyzu metabolomu studovaného biologického
systéemu. Jedna se o multidisciplinarni pfistup spojujici analytickou chemii
s disciplinami umozrujici zpracovat surova data a nasledné tato data
interpretovat (Fiehn 2001). Metabolom je soubor metabolitd pfedstavujici
jakékoliv chemické slouceniny, endogenniho i exogenniho plvodu. Patfi zde
geneticky nezakdédované nizkomolekularni latky, zejména substraty, produkty
a meziprodukty metabolismu (Jewett, Hofmann, Nielsen 2006).

V porovnani s geny a proteiny, které poskytuji rozsahlé informace
o genotypu a podléhaiji posttranslaénim modifikacim, nejsou metabolity ovlivnény
Zadnymi epigenetickymi zménami. Mnozstvi urcitych metabolitd tak I1épe odrazi
¢innost buriky a Ize je snaze korelovat s fenotypem (Patti, Yanes, Siuzdak 2012)

Ackoliv vSechny omické pfistupy Ize aplikovat pro vysvétleni bunécnych
déju, metabolomika poskytuje kli¢ pro stanoveni pfimych souvislosti mezi
genotypem a fenotypem organismu. Jeji technologické pfistupy se staly velmi
ucinnymi nastroji pro interpretaci a odhalovani biomarkerd. Metabolom je

dynamicky systém, ktery neustale méni své slozeni v zavislosti na prostredi.
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Zmény v hladinach metabolitd jsou nejen vysledkem genové exprese, ale
zaroven odpovédi bunky na urcité podnéty, jako je zavedeni farmakologické
|éCby nebo zména stravy (Zampieri, Sauer 2017).

2.1 Metabolomické pristupy a metody studia

Na rozdil od nukleonovych kyselin a proteinl nemaji metabolity pevnou strukturu,
jsou heterogenni a lisi se svymi fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi. V dusledku
toho neni mozné zméfit cely metabolom najednou jedinym analytickym
nastrojem. Proto se k jejich studiu vyuziva nékolik riznych metod i pfistupu.
Obecné se vyuzivaji dva hlavni pfistupy, a to pristup cileny a necileny (Lu et al.
2017).

Cilena metabolomicka analyza se obecné zaméfuje na identifikaci
a kvantifikaci jiz pfedem definovaného malého souboru metabolitd (v fadu
desitek az stovek molekul).

Naopak necilena metabolomicka analyza méfi velkou Skalu latek, a to jak
jiz znamych, tak neznamych. Vyhyba se tak potfebé& pfedem definovat
specifickou hypotézu o konkrétnim souboru metabolitd. Timto pfistupem je
ziskan kompletni metabolicky profil analyzovaného vzorku. Toho Ize nasledné
vyuzit zejména pro identifikaci novych metabolitd a zkoumani novych znamych
i neznamych metabolickych zmén. Tyto dva pfistupy je mozné mezi sebou
efektivné kombinovat — data z necilené analyzy Ize pouZit pro stanoveni novych
hypotéz, které Ize dale studovat cilenym pfistupem (Schrimpe-Rutledge et al.
2016).

Pro metabolicky vyzkum se pouzivaji tfi analytické techniky: metabolické
profilovani, ,fingerprinting® a ,footprinting“.

Metabolické profilovani umoziiuje detekci Sirokého spektra metabolitt
pomoci jedné analytické techniky (shotgun MS) nebo jejich kombinaci
(LC-MS, GC-MS), ucelem je ziskat komplexni metabolicky profil, ktery souvisi
s urCitou metabolickou drahou.

Cilem metabolického .fingerprintingu“ neni identifikace celého souboru
metabolitd, ale ziskani a nasledné porovnani urcitych vzorcl (otiskd) jednotlivych
metabolitli, které se méni v reakci na zménu prostiedi (napfiklad po expozici

toxind nebo 1éku). Otiskem kazdého metabolitu mize byt napfiklad NMR nebo
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hmotnostni spektrum &i chromatogram. Nasledné porovnani se provadi pomoci
statistickych nastroja.

Zatimco u predchozich dvou pfistupti se méfi endogenni metabolity, tedy
molekuly, které vznikly pfi metabolismu uvnitf buriky, metabolicky ,footprinting*
analyzuje pfedevsim exogenni metabolity (tzv. exometabolom), které se nachazi
mimo vnitini prostfedi buriky v extracelularni tekutiné (Dettmer, Hammock 2004;
Vivanco et al. 2011).

2.2 Lipidomika a lipidomicka analyza

Bunécéné lipidy predstavuji velmi komplexni a heterogenni skupinu metabolit{.
Zatimco metabolomika se zaméfuje zejména na analyzu polarnich hydrofilnich
latek (aminokyseliny, sacharidy, nukleotidy), lipidomika usiluje o komplexni
identifikaci a kvantifikaci vSech druhu lipidd, tedy latek nepolarni hydrofobni
povahy. Lipidomika je pomérné nova védni disciplina, kterou v roce 2003
definovali Han a Gross a tradi¢né se fadi k jednomu z odvétvi metabolomiky.
Nicméné vzhledem ke strukturni i funk&ni rozmanitosti téchto latek spolu s jejich
vysokym endogennim mnozstvim se lipidomika postupné stava samostatnou
omikou (Wang et al. 2020). Lipidomickeé pfistupy jsou obecné velmi podobné jako
ty metabolomické s vyjimkou extrakce, kdy je tfeba oddélit polarni a nepolarni
latky ze vzorku.

Integrace metabolomiky a lipidomiky do vyzkumu pfinasi uplné nové
informace ve smyslu hlubSiho pochopeni buné€nych mechanismd. Vzhledem
ktomu, Ze lipidy a polarni metabolity jsou Casto soucasti spolecnych
metabolickych drah, muZe propojeni téchto strategii slouZit k potvrzeni jejich
naruseni. Zarovenn je mozné tyto pfistupy vyuzit kidentifikaci klic¢ovych
metabolitll, jeZ jsou zodpovédné za biologické aberace, které jsou soucasti
bunéénych procest nebo onemocnéni.

Velkou vyzvu stale pfedstavuje identifikace/anotace metabolitd a lipidu,
a to zejména v necilenych pfistupech pfi jejich studiu. Navzdory velkému
technologickému pokroku v oblasti analytickych pfistroja, ktery umoznil detekci
tisich metabolitd z velmi malych objemu vzorkd, mdze pfi zpracovani dat zustat
identifikovana pouze velmi mala ¢ast. MoZnym divodem obtiZné identifikace je,

Ze zalezi na referencni shodé urcitych vlastnosti, jako je pomér hmotnosti ku
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naboji nebo retenéni Cas s aktualné dostupnymi databazemi, které jsou z velké

¢asti zatim neuplné (Belhaj, Lawler, Hoffman 2021).

3 Chromatograficka separace lipidt

Pouze mala €ast méficich technik pouzivanych pro chemickou analyzu je
specificka pro jediny chemicky druh. Z tohoto divodu je potfeba izolovat analyt
od interferujicich slozek, které mohou zeslabit signal a vytvofit nezadouci pozadi.
Cilem analytické separace je obvykle sniZzeni nebo Uplné odstranéni balastnich
latek, aby bylo mozné ziskat informace o studovaném analytu ze sloZitych smési
(Skoog 2014, s. 847).

3.1 Vysokouéinna kapalinova chromatografie

Ke snizeni nebo uplnému odstranéni interferenci Ize vyuzit Sirokou Skalu metod.
V poslednich letech je nejpouzivanéjSi metodou vysokouc€inna kapalinova
chromatografie (HPLC — ,High performance liquid chromatography®). Jde o typ
analytické techniky zaloZeny na principu elu¢ni chromatografie - sloZzky smési
jsou prenaseny pres fixovanou stacionarni fazi proudem mobilni faze
(tzv. eluénim cinidlem). Samotna separace analytu je zaloZzena na rlznych
interakcich mezi stacionarni a mobilni fazi. HPLC systémy vyuZivaji ve
stacionarnich fazich velmi malé astice v fadech mikrometrd a diky tomu je
mozné pouziti mensich chromatografickych kolon. Efektivni pritok mobilni faze
pres kolonu pak zajisti vykonné vysokotlaké Cerpadlo. Dusledkem takového
usporadani je zvySeny tlak v systému, coz umozni zvysit uc€innost separace.
(Skoog 2014, s. 847-854).

3.1.1 Instrumentace HPLC

Na Obrazku 3 je schematicky znazornéno typické usporadani HPLC systému.
Moderni HPLC pfistroj je béZné vybaven jednim nebo vice sklenénymi zasobniky
s objemem od 500 ml. Soucasti jsou vakuové odplyriovace (tzv. degasséry),
odstranujici vzduchové plyny a prach z mobilni faze, které mohou narusit

pritokovou rychlost nebo odezvu detektoru. Tato zafizeni mohou mit rizna
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usporadani, napfiklad systém v némz jsou rozpusténé plyny vytlaCovany
z roztoku jemnymi bublinkami inertniho plynu.

Mobilni faze je poté davkovana do kolony pomoci ventilu, diky kterému Ize
dosahnout raznych typl eluce. Eluce rozpoustédlem konstantniho sloZeni (Cista
latka nebo smeés) se nazyva izokraticka. DalSim typem je gradientova eluce,
vyuzivajici dva a vice typu rozpoustédel, které se vyrazné liSi polaritou. SloZeni
smeési se béhem separace meéni v ur€ittm poméru pfedem naprogramovanym
zpusobem. Tento typ eluce Casto zlepSuje ucinnost separace (Skoog 2014, s.
915).

Systém dale zahrnuje automaticky davkovac vzorku a vysokotlaké pumpy,
které vytvareji tlak az do 40 MPa, ¢imZz umozZni pratok kolonou
od 0,1 do 10 ml/min. Mezi davkova¢ a analytickou kolonu Ize pouZit kratkou
ochranou pfedkolonu obsahujici stejnou stacionarni fazi. Jejim ucelem je zachytit
necCistoty nebo pevné cCastice ze vzorku a zabranit tak kontaminaci kolony.
U nékterych aplikaci HPLC je navic nutna kontrola teploty, k tomuto ucelu slouzi
termostaty, které zajisti ohfev kolony na pfedem nastavenou teplotu. VysSSi
teploty v chromatografickém systému mohou zkratit separacni Cas, zvysSit
u€innost separace a snizit protitlak kolony (Skoog 2014, s. 916-918).

Po separaci na chromatografické koloné se vzorek pfesouva na detektor.
V sou€asné dobé neni pro HPLC k dispozici Zadny vysoce citlivy univerzalni
detektorovy systém, proto se vyuzivaji rizné typy detektoru a jejich volba zavisi
na povaze vzorku. NejCastéji se vyuzivaji UV-VIS detektory, spektrofotometry
nebo kombinace s hmotnostni spektrometrii. Signal z detektoru je poté pfenesen
do pocitace, vysledkem separace je chromatogram. (Skoog 2014, s. 919)

I » | Odplyriovaé Kolona — Detektor

Zasobniky
mobilni faze

Pumpa ——p Davkovac vzorku

Obrazek 3: usporadani jednotlivych komponent v HPLC systému
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3.1.2 Chromatografické kolony pro HPLC

Odolnost chromatografickych kolon proti vysokym tlakim zajistuji zejména
kvalitni pevné materialy, obvykle se vyuziva nerezova ocel nebo polymerni
materialy jako je PEEK (polyetheretherketon). Vétsina kolon pro HPLC ma délku
od 5 do 25 cm (Skoog 2014, s. 917).

Vnitfni prostfedi analytické kolony tvofi material s velikosti ¢astic od 3 do
5 um. Napln predstavuje tzv. stacionarni fazi, neboli nepohyblivou slozku
chromatografického systému, na které dochazi samotné separaci. Clenéni
stacionarnich fazi neni v dnesni dobé jednoznacné, protoze pouzity material
naplné muzZe vykazovat rizné vlastnosti i pouZiti. Velmi struéné Ize rozdélit
stacionarni faze podle skupenstvi na kapalné a tuhé, dale napfiklad podle
chromatografického modu na systémy vyuzivajici normalni nebo reverzni fazi.

NejrozSifené&jSim polarnim anorganickym sorbentem je silikagel. Pouziva
se jak v nezménéné formé& (pro normaini fazi), tak i v chemicky modifikované

formé (pro reverzni fazi) (Novakova, Dousa 2013, s. 91, 152, 157).

3.1.3 Systémy s reverznimi fazemi

V sou€asné dobé je vyuzivana Siroka Skala separa¢nich moédu. Majoritni
separacni technikou je v posledni dobé separace v systému reverznich fazi
(RP-HPLC — ,reversed phase HPLC"), ktera se pouziva ve vice nez 70% aplikaci
Pro separaci v reverznim usporadani jsou pouzivany nepolarni stacionarni faze.
Povrch silikagelu je modifikovan napfiklad navazanim alkylovych fetézcl. Tato
modifikace zplUsobi zménu polarity stacionarni faze, jejiz mira je ur€ena délkou
navazaneého fetézce. NejCastéjSimi zastupci komercné dostupnych stacionarnich
fazi jsou nepolarni faze s alkylovymi fetézci o délce C, az Cso.

Mobilni faze ma v tomto systému vodné-organickou povahu, tj. vyuzivaji
se vodné roztoky polarnich organickych rozpoustédel, pficemz s klesajici
polaritou rozpoustédla se zvySuje eluéni sila mobilni faze. NejpouzivanéjSimi
rozpoustédly pro RP-HPLC jsou alkoholy (napf. methanol, acetonitril).

Povrch reverzni stacionarni faze je schopen interagovat pouze velmi
slabymi nespecifickymi interakcemi. Polarni interakce, napf. vodikové vazby

nebo interakce dipdl-dipdl, jsou silngjsi, proto polarni analyty maiji vétsi afinitu
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k mobilni fazi a jsou ze systému eluovany jako prvni. Retence analytu na
stacionarni fazi je tedy fizena: (i) zménou interakce analytu s mobilni fazi,
(ii) délkou alkylu navazaného na povrch silikagelového nosice, pficemz retence
nepolarnich latek roste s délkou alkylu, (iii) funkéni skupinou analytd — ¢im ma
analyt vy$si pocet polarnich funkénich skupin (napf. -NH2, -OH, -COOH), tim je
retence niZSi (Novakova, Dousa 2013, s. 216-229).

3.2 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra-vysokoudinna kapalinova chromatografie (UHPLC - ,Ultra-high
performance liquid chromatography“) je jednim ztrendd HPLC vyuZivajici
k separaci Castice mensi nez 2 um. Dlsledkem pouZiti takto malych ¢astic je pak
mnohonasobné zvyseny tlak v systému (az na 150 MPa), ktery pfinasi znacné
vyhody oproti klasickym metodam HPLC. Vlivem vysSiho tlaku je zvySena
separacni ucinnosti, rychlejSi analyza a vyssi rozliseni chromatografickych piku.
DalSi praktickou vyhodou je pouZiti kratSich analytickych kolon. Vysledné prutoky
mobilni faze jsou velmi nizké, €¢imz dochazi k vyrazné uspofe pouzitych
rozpous$tédel (Lucie Novakova, Michal Dousa 2013, s. 333-334).
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4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS — ,mass spektrometry“) je analyticka technika pro
ur€ovani hmot molekul a jejich ¢asti. lontové-opticky pfistroj pro tuto analyzu se
nazyva hmotnostni spektrometr. Vystupem této analyzy je hmotnostni spektrum
predstavujici graf zavislosti intenzity iontl na jejich poméru hmotnosti ku naboji
(m/z) (HolCapek 2011, s. 6).

4.1 Historie a vyvoj hmotnostni spektrometrie

Vznik MS se tradi¢né pfipisuje anglickému fyzikovi J. J. Thomsonovi, ktery na
konci 19. stoleti objevil elektron pomoci elektrického pole uvnitf katodoveé trubice.
Tento objev ved| k vytvofeni prvniho ,hmotnostniho spektrografu, ktery se
pouZzival k méfeni atomovych hmotnosti prvkd (Yates 2011).

Az do 40. let 20. stoleti dominovalo pouzivani MS ke studiu zakladnich
vlastnosti atomu. Postupnym vylepSovanim konstrukce tohoto zafizeni vznikl
sektorovy hmotnostni spektrometr, ktery vyuzival jako hmotnostni analyzator
elektricky nebo magneticky sektor, pfipadné jejich kombinaci. Americkému
fyzikovi A. Nierovi se podafilo ukazat praktické vyuziti této techniky, a to
predevs§im vyzkumem vyznamnych izotop(. Objevem izotopu uhliku 3C pfispél
napriklad ke studiu metabolickych drah.

V obdobi od 40. do poloviny 50. let se rozvijel vyvoj hmotnostnich
analyzatord. V roce 1946 vytvofil W. E. Stephnes upIné prvni hmotnostni
analyzator doby letu (TOF — , Time-Of-Flight“) a na zaCatku 50. let pfispél W. Paul
vynalezem kvadrupélového analyzatoru (Stephens 1946).

Koncem 50. let vyuzil biochemik Klaus Biemann MS poprvé ke studiu
neznamych struktur pfirodnich latek, pfedevsim steroidu.

S rychlym rozvojem chromatografickych metod se zaCala MS vyuZivat
k detekci separovanych analytl. V roce 1959 se poprvé podafilo tuto techniku s
propojit plynovou chromatografii (GC/MS - ,Gas chromatography/mass
spectrometry“) (Gohlke 1959). Propojeni s kapalinovou chromatografii bylo
slozitgjsi, jelikoZ nebylo mozné prevést separované analyty do plynné faze. Az
vroce 1973 se podafilo americkému chemikovi F. W. McLaffertymu propojit
chromatografickou kolonu se zdrojem chemické ionizace pomoci kapilary. Timto
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zpusobem tedy vzniklo prvni propojeni LC/MS (,Liquid chromatography/mass
spectrometry“), které umoznilo stejné analytické moznosti jako GC/MS
(kvalitativni nebo kvantitativni analyzu), ale s omezenim pouze na tékavé analyty
a slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti (Baldwin, McLafferty 1973).

Do 80. let 20. stoleti se MS bé&Zné vyuZivala ke studiu malych organickych
molekul. Vétsi vyzvu vSak prfedstavovaly makromolekuly, zejména velké proteiny
a nukleonové kyseliny, které bylo velmi obtizné ionizovat v plynné fazi bez
rozsahlé fragmentace. V roce 1988 se pak téméf souCasné vyvinuly dvé nové
ionizac¢ni techniky: ESI (,Elektrospray ionisation“) a MALDI (,Matrix assisted laser
desorption/ionization®), které zpUsobily revoluci v biologickém vyzkumu a dodnes
jsou dominantni formou ionizace makromolekul (Griffiths 2008).

Koncem 20. stoleti se postupné rozvijelo spojovani hmotnostnich
analyzatoru do hybridnich systému, pfedevsim za u€elem vyuziti fragmentace ke
studiu chemickych struktur velkych biomolekul. Mezi prvni hybridni systémy patfil
napriklad TOF/TOF nebo kvadrupdl-TOF.

MS je v dnesSni dobé& dynamicky rozvijejici technikou. Jeji velkou vyhodou
je nejen vysoka citlivost, ale i univerzalni pouziti pro rizné typy analytl. Aplikace

se tak prolina do raznych obort v€etné klinické praxe.

4.2 Separace iontl a instrumentace hmotnostniho spektrometru

Méfeni probiha ve tfech zakladnich krocich: (i) pfevod slou€enin na ionty
v plynné fazi, (ii) separace iontd v hmotnostnim analyzatoru podle hodnot
pomeéru hmotnosti ku naboji (m/z), (iii) detekce separovanych iontd (Yates 2011).

Tvorba iontu je zajisténa v tzv. iontovém zdroji, kterému predchazi vstupni
systém zavadéni vzorkd, ktery se liSi v zavislosti na pouzité ionizacni technice.
Obecné Ize rozdélit iontové zdroje podle mékké nebo tvrdé ionizace. Tvrdou
ioniza¢ni technikou je napfiklad elektronova ionizace (El) vyvolana proudem
elektront emitovanych katodou. Elektrony polarizuji magnetické pole plynnych
molekul a dochazi bud k zachyceni elektronu (tvorba kationt) nebo k odstranéni
elektronu (tvorba aniontd). Pfi El se vytvareji ionty s velkou zbytkovou energii,
coz zpusobi jejich fragmentaci (HolCapek 2011, s. 11). Naopak mékké ionizani
techniky tvofi ionty s nizSi zbytkovou energii, proto je fragmentace méné
pravdépodobna. Takové techniky, napfiklad elektrosprej (ESI) jsou vhodné pro
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studium biologickych vzorkd, u kterych je dllezita jejich integrita (Gault et al.
2016).

Po ionizaci se molekuly v iontové optickém systému fokusuji na uzky
svazek a jsou prevedeny do hmotnostniho analyzatoru. lonty jsou rozdéleny za
pritomnosti vysokého vakua na zakladé jejich poméru m/z. Toho Ize dosahnout
na zakladé rudznych fyzikalnich principd — rdzna stabilita oscilace iontd
v kombinaci stejnosmérného a stfidavého napéti (kvadrupdl nebo iontova past),
rizna doba rychlosti letu iontd (analyzator doby letu), rlzna frekvence
harmonickych oscilaci v Obitrapu a nékolik dalSich. Kromé separace mohou byt
urcité typy analyzatorl pouzity k fragmentaci (napfiklad kvadrupoly) (HolCapek
2011, s. 7-11).

Po hmotnostnim analyzatoru vétSinou nasleduje samostatny detektor
slouzici kur€eni relativni intenzity (Cetnosti) iontl v hmotnostnim spektru.
PouZiva se napfiklad elektronovy nasobi¢ nebo Faradaylv detektor. Vyjimky
tvofi Orbitrap a FTICR (lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci), kde zaroven se separaci probiha i detekce iontl (Gross 2011).
Jednoduché schéma hmotnostniho spektrometru znazorriuje Obrazek 4.

Vzorek
}

Vstupni  _ lontovy zdroj —  Analyzator —  Detektor

systém
Vakuovy Zpracovani
systém signalu

l

Data

Obrazek 4: Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru
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4.3 Orbitrap

Orbitrap je v sou€asné dobé nejnovéjSim hmotnostnim analyzatorem s iontovou
pasti. Koncept vyvinul na pocatku 20. let 20. stoleti K. H. Kingdon. Kingdonova
past se skladala z vnéjsi valcové elektrody a katody z tenkého dratu (centralni
elektrody). Mezi drat a valcovou elektrodu bylo pfivedeno stejnosmérné napéti,
které vytvofilo radialni logaritmicky potencial a ionty zacaly obihat centralni
elektrodu v kruhovych trajektoriich (Perry, Cooks, Noll 2008).

Na tento zakladni koncept navazal na konci 90. let rusky fyzik A. Makarov,
ktery zahaijil technologicka vylepSeni Orbitrapu jez vyustila v komeréni zavedeni
tohoto analyzatoru do hybridnich pfistroji v roce 2005 (Hecht et al. 2019).

4.3.1 Konstrukce a vstupni systém

Hmotnostni analyzator Orbitrap se sklada ze tfi elektrod z nerezové oceli. Dvé
vnéjSi elektrody ve tvaru ,poharku“ jsou od sebe vzdaleny pfiblizné 100 um
a mezi nimi se nachazi kfemikovy dielektricky prstenec. Treti je vietenovita
centralni elektroda, na kterou je pfivedeno napéti, zachycuje ionty pfi jejich
orbitalnim pohybu a drzi past pohromadé (Hecht et al. 2019).

lonty jsou davkovany pulznim vstfikovanim z externiho zafizeni C-past,
které se sklada ze zakfivené elektrody a Stérbiny orientované smérem
k Orbitrapu (Obrazek 5). Zafizeni ucinné oddéluje analyzator od iontového
zdroje, diky tomu lze k nému pfipojit dalSi analyzator separujici prekurzorové
ionty nebo jakoukoliv fragmentaéni techniku (Zubarev, Makarov 2013)
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Analyzator
Orbitrap Proud ionta

C-trap

Prubéh napéti

NLUs
>_. - Detekovany signal

Zesilovac

Obrazek 5: Priifez analyzatorem Orbitrap a zafizenim C-past. Do tohoto zafizeni
pfiveden dusik, ktery ucinné ochlazuje ionty, po ochlazeni se rapidné snizi
amplituda radio-frekvenéniho pole, coz zpUsobi jejich kumulaci. Nakonec jsou na
centralni elektrodu pfivedeny pulzy stejnposmérného napéti. lonty jsou
fokusovany do uzkého svazku a vypuzeny kolmo k centralni elektrodé Orbitrapu
(Perry, Cooks, Noll 2008, obrazek upraven podle Hecht et al. 2019)

4.3.2 Mechanismus spiralniho pohybu iontt

lonty jsou vstfikovany kolmo k centralni elektrodé Orbitrapu (osa z). Po pfivedeni
napéti vytvareji osové symetrické elektrody kvadrologaritmicky elektrostaticky
potencial (Obrazek 6) (Zubarev, Makarov 2013).

U(r,2) = (zz ’2)+ (R)l[ ]+C

Obrazek 6: Obecna rovnice pro kvadrologaritmické rozlozeni potencialu mezi
elektrodami, kde r, z jsou cylindrické soufadnice, k je zakfiveni pole a Rn popisuje
charakteristicky polomér zakfiveni, C je konstanta (Makarov 2000).
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V disledku elektrostatického pole a nenulové vzdalenosti iontd od osy z,
zahdji ionty o stejné hodnoté poméru m/z svij pohyb ve tfech osach: (i) rotaéni
pohyb kolem centralni elektrody (ii) radialni pohyb (iii) axialni oscilace podél
centralni elektrody (Hecht et al. 2019).

Radialni elektrické pole ohyba trajektorii iontd smérem k centralni
elektrodé, zatimco tangencialni rychlost vytvafi odstfedivou silu. Pfi spravné
volbé parametrd se vytvaii rovhovaha mezi pfitazlivou silou iontd s elektrodou
a odstifedivou silou. Po splnéni této podminky zuUstavaji ionty uvnitf pasti
a pohybuji se po témér kruhovych trajektoriich (Obrazek 7). Zaroven axialni
elektrické pole zplsobené kuzelovitym tvarem elektrod tlaci ionty smérem
k nejSirSi Casti pasti a iniciuje harmonické axialni oscilace s frekvenci w
(Obrazek 8) (Zubarev, Makarov 2013).

Obrazek 7: pohled na prifez hmotnostniho analyzatoru Orbitrap zobrazujici
stabilni spiralovou trajektorii iontll po ose z. Modra Sipka s oznaenim ¢
predstavuje obé&znou trajektorii iontl, Sipky ra z pfedstavuji soufadnice (pfevzato
od Hecht et al. 2019)

Frekvence pohybu iontd po rotaCni a radialni ose je nepfimo umérna
odmocniné poméru hmotnosti ku naboji (Obrazek 8), zatimco axialni frekvence

je pfimo umérna tomuto poméru.

w = 4/(g/m)k

Obrazek 8: definice frekvence oscilaci v ose (Makarov 2000).
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Zjednodusené je tedy velikost frekvence pohybu iontd podél axialni osy
zavisla na poméru hmotnosti ku naboji daného iontu. Tento pohyb iontl poté
indukuje proud, ktery je zesilovan a detekovan vnéjSimi elektrodami.
Digitalizovany proud je poté pfeveden pomoci Fourierovy transformace na
hmotnostni spektrum (Makarov 2000).

Pouziti axialni frekvence na rozdil od rota¢ni nebo radialni je zasadni,
protoZe je zcela nezavisla na energii a prostorovém rozloZeni iontd. Tato
nezavislost je pfi¢inou vysokého hmotnostniho rozliSeni Orbitrapu (Makarov
2000). Hmotnostni analyzator Orbitrap umozZriuje analyzovat vzorky o velké
molekulové hmotnosti. Zatimco hmotnostni rozsah je pro kvadrupdl az 4000 m/z
pfi rozliSeni 2000 FHWM (pfi m/z 1000), pro Orbitrap je tento limit
nékolikanasobné vétsi, a to od 50 000 m/z pfi rozliseni 100 000 FHWM (pfi m/z
1000) (Hoffmann, Stroobant 2007, s. 89). Vzhledem k tomu, Ze metabolity jsou
vétSinou nizkomolekularni latky (<1 500 Da), avSak Casto ve velmi nizkych
koncentracich, pro necilené metabolické analyzy se vyuziva spiSe vysoké
citlivosti detekce analyzatoru.

4.4 Vyuziti Orbitrapu jako detektoru v tandemové hmotnostni
spektrometrii

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS") je druh instrumentalni analyzy,
ktera vyuziva fragmentace prekurzorovych iontl s vyuZitim jednoho nebo vice
hmotnostnich analyzatorll za ucelem ziskani fragmentanich hmotnostnich
spekter molekul. Standardnim postupem je pfipravit prekurzorové ionty v jiném
hmotnostnim analyzatoru a nasledné pouzit Orbitrap k detekci produktd
fragmentace (Makarov et al. 2006). Prikladem takového uspofadani je Orbitrap
Elite (Obrazek 9).
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Ctvercovy
kvadrupdl s
Soustava neutralnim Kvadrupélovy 'HCD
Zdroj ESI S-Cocek blokatorem Oktapdl Linearni iontova past filtr C-past kolizni cela
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Obrazek 9: Schéma hmotnostniho spektrometru Obitrap Elite MS (pfevzato

——

Hmotnostni analyzator Orbitrap

a upraveno dle Thermo Fisher Scientific Orbitrap Elite Hardware Manual, s. 13)

Hmotnostni spektrometr Obitrap Elite se sklada ze &tyf hlavnich &asti:
(i) dvojtlaka linearni iontova past, (ii) zakfivena C-past, (iii) hmotnostni analyzator
Orbitrap, (iv) HCD kolizni cela.

Systém vyuzZiva k ionizaci analyzovanych molekul rizné techniky,
napfiklad elektrosprej (ESI) nebo chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
(APCI). Vzniklé ionty jsou pfeneseny pfes Ctvercovy kvadrupdl a oktapdl do
dvojtlaké linearni iontove pasti. V linearni pasti mohou byt analyzovany MS i MS"
spektra molekul, ale s relativné nizkym rozliSenim i pfesnosti oproti Orbitrapu.
Systém se sklada ze dvou kvadrupodlovych pasti, které jsou oddéleny stfedovou
c¢oCkou. Na obé pasti plsobi stfidavé napéti a zaroven nezavislé stejnosmeérné
napeéti, které slouzi k transportu iontd. V prvni vysokotlaké pasti jsou ionty
ochlazovany a zpomalovany tokem hélia. V druhé nizkotlaké pasti jsou
usmérnéneé ionty vypuzeny pres kvadrupolovy filtr smérem k zakfivené C-pasti
(Olsen et al. 2009). Kvadrupdlovy filtr slouZi k izolaci a detekci prekurzorovych
iontd o pozadované hodnoté m/z. V pfipadé aplikace tohoto systému pro
fragmentaéni analyzu jsou ionty pfeneseny skrze C-past do HCD cely (,Higher
Energy Collisional Dissociation®). Tato cela pfedstavuje multipdl, ktery je napajen
srazkovym plynem (napfiklad dusikem), ktery v cele zajisti zvySeny tlak.
Napétovy posun urychli prekurzorové ionty do kolizniho plynu uvnitf HCD cely,
dojde ke srazce a fragmentaci iontl. Produktové ionty se pak vraceji do C-pasti,
kde jsou stabilizovany a pfivedeny do hmotnostniho analyzatoru Orbitrap
k detekci. Vysledkem je fragmentacni hmotnostni spektrum (Thermo Scientific
2011).
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4.41 DDA a DIA médy

V souCasné dobé se vyuzivaji tfi rezimy ziskavani MS dat pro necilenou
metabolomiku: upIné skenovani, datové zavisly sbér dat (DDA — ,data dependent
acquisition®) a datové nezavisly sbér dat (DIA — ,data independent acquisition®).
Obvykle je necilena metabolomika zaloZena na LC-MS provadi v rezimu uplného
skenovani. Tento postup vSak oddéluje kvantifikaci od strukturniho uréeni, coz
vyzaduje dalsi ¢as na instrumentalni analyzu i potfebné objemy vzorku.

a to DDA mod. Vrezimu DDA pfistroj provede analyzu MS? ze seznamu
prekurzorovych iontd ziskanych z uplného skenovani (,full scan®). V tomto
nastaveni |ze pfi stejné analyze ziskat jak kvantitativni (z iplného skenovani), tak
strukturni informace (ziskané z MS? spekter). Tento postup tak umozni sou¢asné
zpracovani dat a identifikaci metabolitd. Nevyhodou tohoto nastaveni je, ze vybér
prekurzorovych iontt pro MS? analyzu zavisi na intenzité iontl ve spektru. Maze
tedy nastat situace, ze zajmové metabolické prvky s nizkou abundanci nemusi
byt vybrany pro fragmentaci a nebudou o nich ziskana MS? data.

ReSenim tohoto omezeni mlze byt pouziti DIA médu. Zde jsou
generovana MS? spektra po vSechny prekurzorové ionty, proto je mozné
identifikovat vice metabolitd o nizké koncentraci a intenzité. V reZimu DIA se
vyuziva napfiklad fragmentace vSech iontd (AIF — ,all-ion fragmentation®), kdy
jsou fragmentovany vSechny prekurzory, DIA teoreticky umoZzniuje kontinualni
a nezkreslené ziskavani informaci MS? spekter pro véechny metabolity. PfestoZe
DIA je atraktivni strategii metabolomického profilovani, mize byt obtiZné ziskat
vazbu mezi MS spektrem prekurzoru a jejich MS? spektrem. To predstavuje
velkou vyzvu pro dekonvoluci nezpracovanych MS? spekter pro naslednou

identifikaci metabolit(i. Vizualni srovnani vSech rezimu je na Obrazku 10.
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Obrazek 10: srovnani tfi reziml pro ziskavani dat v necilené metabolomice,

pfevzato z Guo, Huan (2020)

V soucasné dobé zatim neexistuje pfimé srovnani téchto tfi rezimu, které
by urcilo nejvhodnéjsi zpusob sbéru dat bez ovlivnéni kvality vysledkd. Nyni se
vétSina vyzkumnych laboratofi pfiklani k rezimu akvizice, ktery je jiz rutinné
zaveden, a to bez zvazovani, ktera metoda by mohla fungovat lépe. To muze
pFedstavovat urcitou vyzvu do budoucich vyzkuma (Guo, Huan 2020).

Velka rozmanitost analytu i jejich Siroky koncentraéni rozsah €ini analyzu
konvenénimi hmotnostné spektrometrickymi technikami zdlouhavou. Spojenim
kapalinové chromatografie s naslednou detekci pomoci hmotnostni
spektrometrie vyuZzivajici fragmentacni techniku zna¢né usnadnuje identifikaci

a objasnéni struktury velkého poc¢tu metabolitt (Perry, Cooks, Noll 2008).
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5 Zpracovani metabolickych dat

Pouzitim necileného pfistupu v metabolomické analyze je ziskano velké
mnozstvi dat. Naslednou vizualizaci jsou ziskana prehledna data, ktera usnadni

definovat zavéry studie (Saccenti et al. 2013).

5.1 Predzpracovani dat

Po ziskani dat pomoci metody méfeni zaloZzené na MS detekci je nutné prevést
surova data na extrahovana data, které lze snadno zpracovat pomoci
statistickych nastroja. Ziskani téchto dat zahrnuje nékolik obtiznych kroku, v této
kapitole je popsano pouze par zakladnich postupu.

Prvnim krokem je tzv. ,peak picking“, ktery po nastaveni urcitych
parametru, zajisti integraci naméfenych pikd a zna¢nou redukci Sumu. K tomuto
ucelu se vyuzivaji jak freeware softwary napf. MZmine (Pluskal et al. 2010)tak i
komeréni napf. Compound Discoverer od firmy Thermo Fisher Scientific .

DalSim krokem je korekce systematickych chyb, které mohou byt
zpusobeny napfiklad interakci sloZzek vzorku s povrchem pfistroju, pfipadné
nestabilitou analytické platformy v Case. Systematické chyby znacné ovliviuji
naméfenou odezvu analytu a mohou timto zplsobem zkreslovat vysledky
experimentu. Ktomuto ucelu se mezi sekvenci analyzovanych vzorkd navic
vkladaji vzorky kontroly kvality (QC — ,quality control“). Samotna korekce se poté
provadi softwarové s vyuzitim algoritmd napfiklad pomoci spline kfivky nebo
linearni regrese (Gertsman, Barshop 2018).

Pfed samotnou vizualizaci je vhodné data normalizovat a Skalovat. Cilem
normalizace je odstranit rozdily souvisejici s odbérem vzorku napf. vliv zfedéni.
Pfikladem muaze byt normalizace PQN (,Probabilistic Quotient Normalization®).
Metoda PQN urcuje fedici faktor kazdého vzorku porovnanim kvocientl mezi
hmotnostnim spektrem vzorku a referenénim hmotnostnim spektrem, které
predstavuje pramérny obsah lipidi ze vSech vzorkl (kromé slepych vzorka).
Nasledna normalizace je pak provedena pomoci takto vypocitaného fediciho
faktoru (Dieterle et al. 2006). Skalovanim se pak eliminuji rozdily v koncentracich
jednotlivych analytt (Hendriks et al. 2011).
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5.2 Metody statistického zpracovani dat

Statisticka analyza je v metabolomickém vyzkumu zaméfena na identifikaci
rozdild mezi jednotlivymi analyty ve velkych souborech pfedpracovanych dat
(napfiklad z tabulky pikd). V metabolomice jsou vyuzivany jednorozmérné i
vicerozmérné metody (Hendriks et al. 2011).

5.2.1 Jednorozmérné metody statistické analyzy

Rozdil mezi jednorozmérnymi a vicerozmérnymi metodami je v poctu
proménnych. V pfipadé sledovani pouze jedné proménné se pouZziva
jednorozmérna analyza. Metody této analyzy Ize rozdélit na zakladé charakteru
pozorovanych dat na neparametrické a parametrické. Neparametrické metody
nevyzaduji zadné rozdéleni pravdépodobnosti rozptylu sledovanych dat. Naopak
parametrické metody vyZaduji konkrétni rozdéIni dat, napf. Gaussovo rozdéleni.
Mezi paramerické metody patfi napfiklad analyza rozptylu (ANOVA — ,analysis
of variance®) nebo t-test (Vinaixa et al. 2012) Data mohou byt vizualizovana
pomoci krabicovych grafu.

Krabicovy graf znazorfiuje pét hodnot: minimum, prvni kvartil, median, treti
kvartil a maximum. Soucasti diagrami mohou byt také dvé useCky smeéfujici
kolmo nahoru a dolii ke stfedni &asti. Useéky znazorriuji variabilitu dat pod prvnim
kvartilem a nad tfetim kvartilem. Odlehlé hodnoty jsou znazornény jako body
v okoli usecek (McGill, Tukey, Larsen 1978).

Soucasti jednorozmérné analyzy je testovani hypotéz. Vysledkem
t-testu nebo ANOVA testu je p-hodnota, ktera se slouzi k ureni vyznamnosti
diskriminujicich metabolitd. Ackoliv je hladina p-hodnoty ovlivnéna pfitomnosti
odlehlych hodnot a po¢tem analyzovanych vzorkd, obecna hranice, pfi které je
biomarker vyznamny je pod 0,05 (Berker, Muti, Cheng 2022).

Pfi analyze dat je mozné se setkat se situaci, kdy je potfeba testovat vice
hypotéz zaroven, nejen sledovat rozdily mezi nulovou a alternativni hypotézou.
V dasledku vysokého poctu testovanych hypotéz pak roste pravdépodobnost ziskani
faleSné pozitivnich vysledkd. To pak v praxi vede k tzv. problému nasobného
testovani hypotéz (,multiple testing problém®). Pokud tedy stanovime mezni
p- hodnotu pod 0,05, fikame tim, Ze je 5% pravdépodobnost, Ze vysledek je falesné
pozitivni. Napfiklad pokud na 2000 sloucenin v souboru pouzijeme test ANOVA, pak
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muzeme ocekavat, Ze 100 vysledkl (neboli 5%) bude faleSné pozitivnich. Existuje
fada pfistupl jak tomuto problému zabranit a jejich spole€nym rysem je korekce
p-hodnoty. Prikladem je Bonferroniho korekce, ktera sniZuje pocet faleSnych
vysledkl, nicméné zaroven snizuje i pocet pravdivych vysledkd. Novéjsim pfistupem
je pak korekce typu FDR (,false-discovery rate®). Tato korekce nicméné kontroluje
oCekavana podil faleSnych vysledkl pouze mezi zamitnutymi hypotézami. Tato
metoda je méné strikini a poskytuje vice opravdu pozitivnich vysledku
(www.nonlinear.com, citovano 9. 5. 2023).

Grafickym znazornénim vyznamnosti maze byt vulkanovy graf pfedstavujici
zavislost p-hodnoty na ,fold change® (FC). Hodnota FC se vypocita jako logaritmicka
transformace poméru mezi prdmérmym mnozZstvim metabolitd mezi dvéma
porovnavanymi vzorky. Ve vulkanovém grafu je pak na ose x logoFC a na ose y
p-hodnota. Metabolity, jejichz mnozstvi se mezi obéma vzorky vyrazné nezménilo
se vykresli jako body uprostfed grafu (nizka hodnota FC). Naopak metabolity
s vyznamnou p-hodnotou a tedy s vyznamnym zastoupenim se vykresli dal od
stfedu. Zjednodusené lze tedy fici, Ze body, které jsou vykresleny dal od stfedu
vyznamné odliSuji dva pozorované vzorky (Hur et al. 2013).

5.2.2 Vicerozmérné metody statistické analyzy

Pokud jsou v pribé&hu experimentu méfeny dvé a vice proménnych soucasné
jsou vysledna data mnohorozmérna. Sledovani nékolika proménnych navic
umozni identifikovat vztahové vzorce mezi nimi (Saccenti et al. 2013). Metody
mnohorozmérné analyzy Ize rozdélit na supervisované a nesupervisované (z
anglického ,supervised“ a ,unsupervised”). Supervisované metody pracuiji
s daty (vzorky), které jsou pfedem zafazeny do nam znamych skupin,
nesupervisovaneé metody takova data nevyuzivaji.

V metabolomickych studiich se nejCastéji setkame s nesupervisovanou
metodou hlavnich komponent (PCA — ,principal component analysis®). PCA se
vyuziva pro sledovani metabolickych rozdili mezi skupinami vzorkud. Vysledkem
je dvourozmérny nebo trojrozmérny shlukovy graf, kde se jednotlivé vzorky
predstavuji body. Pokud tyto body (vzorky) maji podobny metabolicky profil,
shlukuji se v grafu blize k sobé. Odlehlé body od téchto shluki se naopak svym

profilem lisi.
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Mezi supervisované statistické pfistupy patfi analyza nejmensich tvercu
(PLS-DA — Partial Least Squares Discriminant Analysis) a jeji ortogonalni forma
(O-PLS-DA - Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis) (Worley,
Powers 2016).

Numerické nebo vizualni vystupy komplexni statistické analyzy jsou
dulezitou soucasti kazdého experimentu. Lze je efektivné uplatnit napfiklad pfi
interpretaci dat v zavérech metabolomickych studii.
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6 Material a metody

6.1 Analyticka metoda

Separace a identifikace jednotlivych lipidovych frakci byla provedena UHPLC-MS
necilenou metabolomickou analyzou dle metody publikované v roce 2021
(Jankevics et al. 2021). Pro separaci byl vyuzit UHPLC systém Dionex Ultimate
3000 RS od firmy Thermo Scientific, CA, USA v reverznim uspofadani fazi s
pouzitou kolonou Accucore C30 (2,6 um, 250x2,1 mm, Thermo Fisher Scientific,
MA, USA). Kolona byla temperovana na teplotu 55 °C.

Separace sloZek byla provedena technikou gradientové eluce. SloZeni
mobilni faze A: 20 mM mraven&an amonny v poméru 60:40 acetonitril:voda (v:v).
SloZeni mobilni faze B: 20 mM mravenan amonny v poméru 85,5:9,5:5
isopropanol:acetonitril:voda (v:viv). Na Obrazku 11 je znazornén prubéh
gradientové eluce mobilnich fazi A a B s prutokovou rychlosti 0,400 ml/min.
Injek&ni objem vzorku byl nastaven na 2 ul a separace probihala 30 minut. Pro
nastaveni jednotlivych parametrd a ovladani pfistroju byly pouZity softwary
Chromeleon a XCalibur (Thermo Scientific, USA).
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Obrazek 11: pribéh gradientové eluce

Analyty separované na chromatografické koloné byly nasledné
detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru Obitrap Elite (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA). Pfed samotnou detekci byly molekuly ionizovany pomoci
HESI (Heated Electrospray lonization). Parametry iontového zdroje byly
nastaveny nasledovné: pratok ,sheath® plynu 48 AU, prutok ,aux“ plynu 15 AU,
pratok ,sweep® plynu 0 AU, zdrojové napéti na kapilare 3,2 kV pro pozitivni rezim
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a 2,7 kV pro negativni rezim, teplota kapilary 350 °C, teplota ,aux gas heater”
400 °C, S-lens RF level 60 RF. Data byla ziskana zvlast pro rezim pozitivni a
negativni ionizace s nastavenym hmotnostnim rozsahem 150-2000 m/z a
hmotnostnim rozliSeni 70 000 (FWHM pfi m/z 200).

6.1.1 Méreni fragmentacnich hmotnostnich spekter

Planovany sbér MS/MS dat (Scheduled MS/MS ID) je modifikovana DDA akvizice
pro naslednou identifikaci a kvantifikaci jednotlivych analytd. Navrzeny algoritmus
umozniuje vyuZiti retenénich ¢asl pfi monitorovani vice nasobnych reakci, a to
sledovanim mensiho rozsahu hmotnostnich pfechodd pouze kolem
oCekavaného eluéniho c¢asu urcité ftfidy lipidd vramci jediného nastfiku
poolovanéo QC vzorku. BEéhem detekce separovanych molekul tak neni nutné
pouziti celého hmotnostniho rozsahu prekurzorovych oken (Jankevics et al.
2021).

Prvni data byla ziskana uplnym skenovanim v souborech bez fragmentaénich
skenu. Nastaveni bylo nasledujici: hmotnostni rozliSeni = 17 500 (FWHM pfi m/z
200); izola¢ni Sitka okna = 3,0 m/z; ,stepped normalised collision energies
(,stepped NCE*) = 20, 40, 100 pro rezim pozitivni ionizace
a ,stepped NCE" = 40, 60, 130 pro rezim negativni ionizace.

FragmentaCni spektra byla ziskana detekci srlznym nastavenim
hmotnostnich rozsahl prekurzord v riznych Castech chromatogramu, tyto
rozsahy jsou prehledné znazornény v Tabulce 3. Metoda byla nastavena v
rezimu "Discovery mode" s cyklem skenovani 1 Full MS a 5 DDA MS/MS skenu
(TopN = 5). Nasledné zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu
Compound Discoverer 3.3 SP1 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA).

Tabulka 3: nastaveni hmotnostnich rozsaht prekurzort v riznych castech

chromatogramu
Cas Hmotnostni rozsah (m/z)
0 -6 min 150-1100
6 - 12 min 550-1250
12-17 min 550-1500
17 - 30 min 550-1100
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Tento typ akvizice slouZi jako u€inny nastroj pro analyzu slozitych smeési a
zaroven pro anotaci lipidovych tfid na zakladé MS/MS dat. Zarover tato metoda
vyzaduje mensi objemy vzorku a pouze 40% Casu pfistroje ve srovnani

s klasickou analyzou DDA s vice nastfiky.

6.2 Pristrojové vybaveni

- analytické vahy Kern ABT 120-5DM (Kern, Némecko)

- hmotnostni spektrometr Obitrap Elite s elektrosprejovou ionizaci (Termo
Scientific, MA, USA)

- homogenizator (FastPrep 24-7 (, MP Biomedicals, CA, USA)

- chlazena centrifuga Rotina 420R (Hettich, Némecko)

- chromatograficka kolona Accucore C30 (2,6 pym, 2,1 mm,x 250,0 mm,
Thermo Scientific, MA, USA).

- tfepacka zkumavek Vortex Genius 3 (IKA, Némecko)

- UHPLC systém Dionex Ultimate 3000 RS (Thermo Scientific, CA, USA

- ultrazvuk Ultrasonic Cleaner PS-20 (Jeken, Japonsko, Némecko)

6.3 Biologicky material

Veskery biologicky material pro experimentalni €ast bakalafské prace byl
zakoupen v komerc¢nich fetézcich. Vzorky se podafilo druhové sjednotit, kromé
mrazeného filé tresky aljasské (Gadus chalcogrammus), ktera nahradila mrazené
filé tresky obecné (Gadus morhua). Toto nahrazeni vzorku bylo nutné vzhledem
ke Spatné dostupnosti této ryby v mraZzeném stavu.
- chlazeny losos filet s kGzi (Salmon salar, Albert rybi trh)
- mrazeny losos filet s kuzi (Salmon salar, Mylord)
- konzerovany losos v produktu Salmon pate (Salmon salar, tosos Ustka,
Albert)
- chlazeny tunak Zlutoploutvy steak (Thunnus albacares, Albert rybi trh)
- mrazeny tunak Zlutoploutvy steak (Thunnus albacares, Mylord)
- konzervovany tunak Zlutoploutvy kousky ve vlastni stavé (Thunnus
albacares, Gianna)

- chlazena treska obecna filé (Gadus morhua, Globus)
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- mrazena treska aljasska filé (Gadus chalcogrammus, Mylord)
- konzervovana jatra ztresky obecné ve vlastni stavé (Gadus morhua,

Gianna)

6.4 Pouzité chemikalie

VSechny pouzité chemikalie byly v Cistoté vhodné pro LC-MS analyzu.
- acetonitril (ACN, Fluka Analytical, USA)
- BHT (Thermo Scientific, USA)
- chloroform (Sigma-Aldrich, USA)
- isopropanol (IPA, Honeywell, USA)
- methanol (VWR Chemicals, USA)
- mravenCan amonny (Sigma-Aldrich, USA)
- standard Splash Lipidomix Mass Spec Standard (Avanti, USA)
- voda (VWR Chemicals, USA)

6.5 Priprava vzorku

6.5.1 Jednofazova extrakce

Extrakce biologického vzorku pomoci organického rozpoustédla tvofici pouze
jednu fazi. Vysledné sloZeni vzorku by mélo byt co nejvice podobné iniciaCnim
podminkam mobilni faze na LC.

Ke 30 mg biologické materialu bylo pfidano 500 ul vychlazeného roztoku
IPA:H20O (3:1, v:v) do pfedem pfipravenych vychlazenych mikrozkumavek se
Sroubovacim vickem. Do kazdé mikrozkumavky byla pfidana jedna Izicka kulicek
kfemicCitanu zirkoniCitého o velikosti 2 mm, takto pfipraveny vzorek byl
homogenizovan v homogenizatoru po dobu 20 s pfi rychlosti 6 m/s. Dale byly
vzorky chlazeny 10 minut na ledu, nasledovala 30 s homogenizace na vortexu a
dalSich 5 minut byly vzorky opét chlazeny na ledu. Poté bylo odebrano 300 pl
z kazdého vzorku do Cistych vychlazenych mikrozkumavek. Takto pfipravené
vzorky byly centrifugovany ve vychlazené centrifuze na teplotu 4 °C po dobu
20 minut pfi 24 400 g. Na zaveér bylo pfeneseno 150 pl supernatantu z kazdého
vzorku do pfedem popsanych a vychlazenych HPLC vialek. Ze zbylého objemu

byly pfipraveny poolované vzorky kontroly kvality (QC). Ze supernatantu kazdého
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vzorku bylo odebrano 20 ul do jedné vychlazené mikrozkumavky, dikladné
zvortexovano, a nasledné bylo pfeneseno 65 pl do oznacenych vialek. Slepy
vzorek (blank) byl pfipraven stejnym zplsobem bez pouZiti biologického
materialu.

PFi pouziti antioxidantu butylhydroxytoluenu (BHT) bylo navazeno 30 mg
BHT do koénické zkumavky. K navazce bylo pfidano 30 ml vychlazeného roztoku
IPA:H20 (3:1). Obsah zkumavky byl homogenizovan v ultrazvuku po dobu
10 minut.

Pro kvantitativni analyzu bylo k roztoku obsahujici IPA, vodu a BHT
pfidany nasledujici interni standardy: 1,5 ml Splash mix; 18,72 yl FA 20:4, d8;
15,8 yl CER (d18:1), d7/15:0.

6.5.2 Dvoufazova extrakce

Extrakce biologického materialu organickymi rozpoustédly tvofici polarni a
nepolarni fazi. Upraveno dle Blight, Dyer (1959).

K pfiblizné 30 mg biologické materialu byla pfidana smés methanol:voda
(2:0,8), methanol v ekvivalentu 15 pl na mg tkané a voda 6 pl na mg tkane,
pridany objem byl normalizovan dle navazky. Do kazdé mikrozkumavky byla
pridana jedna lziCka kuliCek kfemiCitanu zirkoniCitého o velikosti 2 mm, takto
pripraveny vzorek byl homogenizovan v homogenizatoru po dobu 20 s pfi
rychlosti 6 m/s. Dale bylo odebrano maximalni mnozstvi vzorku (v€etné zbytkl
nehomogenizované rybi tkané) do pfedem popsanych a vychlazenych
mikrozkumavek. Ke kaZdému vzorku byl pfidan chloroform v ekvivalentu
15 pl na mg tkané a voda 7.5 pl na mg tkané, pfidany objem byl normalizovan
dle navazky. Nasledovala homogenizace na vortexu 20 s, dale byly vzorky
vychlazeny na ledu po dobu 10 minut. Po vychlazeni byly vzorky centrifugovany
ve vychlazené centrifuze na 4 °C, 10 minut, pfi 1735 g. Po centrifugaci byly vzorky
stabilizovany 10 minut pfi pokojové teploté. Poté byla odebrana spodni nepolarni
faze do nové vychlazené mikrozkumavky, odebirany objem odpovidal
nejmenSimu pfidanému objemu chloroformu. Na zavér byly vzorky
zakoncertovany proudem dusiku a uloZzeny do mrazaku vychlazeného na -80°C.
\nasledujici den pfi re-supendaci bylo ke vSem vzorkim pfidano 150 ul roztoku,
ktery je podobny iniciaénim podminkam mobilni faze na LC, tedy IPA:H20 (3:1),
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vzorky byly udrzovany po celou dobu na ledu a poté homogenizovany na vortexu
30 s.

Pfi pouziti antioxidantu BHT bylo navazeno pfiblizné 30 mg BHT do
konické zkumavky, poté bylo pfidano 30 ml vychlazeného roztoku methanol:voda
(2:0,8) — 1 mg BHT/ 1 ml roztoku, objem roztoku byl normalizovan dle navazky.
Obsah zkumavky byl homogenizovan v ultrazvuku 10 minut. Roztok obsahuijici
methanol, vodu a BHT byl pfidan ke vzorku pfi homogenizaci, pfidany objem byl
normalizovan dle navazky, tedy methanol v ekvivalentu 15 pl na mg tkané a voda
6 pl na mg tkané. Vzorky byly zakoncertovany proudem dusiku a ulozeny do
mrazaku vychlazeného na -80°C. Pfi re-suspendaci bylo pfidano 150 pl roztoku
obsahujici IPA, vodu a BHT (pfiprava viz jednofazova extrakce).

Pro pfipravu QC vzorkl bylo odebrano 30 ul od kazdého vzorku do jedné
mikrozkumavky, obsah byl homogenizovan na vortexu 30 s. VSechny vzorky
(vzorky po homogenizaci i QC vzorky) byly centrifugovany 20 min, 24 000 g pfi
4°C.

Nakonec bylo odebrano 100 pl vzorku do vychlazenych HPLC vialek.
Obsah mikrozkumavky pro QC vzorky byl rozdélen do 10 HPLC vialek (100 ul na
jeden vzorek, pfi nastfiku 2 pl na jednu QC vialku). Slepy vzorek (blank) byl
pfipraven stejnym zpusobem bez pouziti biologického materialu.

6.6 Priprava mobilnich fazi

Pfed pfipravou mobilnich fazi byly lahve vyplachnuty LC-MS vodou a jednotlivé
odmérné valce LC-MS organickymi rozpoustédly. Pro pfipravu 1 litru mobilni
faze A bylo smichano 600 ml ACN, 350 ml vody a 50 ml 400 mM roztoku
mraven¢anu amonného. Pro pfipravu 1 litru mobilni faze B bylo smichano
900 ml IPA se 100 ml ACN. Smés byla promichana a nasledné bylo nahrazeno
50 ml smési za 50 ml 400 mM roztoku mraven€anu amonného. Obé& mobilni faze
byly homogenizovany v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Nakonec byly smési
stabilizovany pfes noc pfi laboratorni teploté.
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7 Vysledky

7.1 Identifikace dat v necilené metabolomice

Na nasledujicich grafech jsou znazornény procentualni podily anotovanych a
neanotovanych latek. V negativnim médu ionizace (Obrazek 12) bylo detekovano
celkem 340 metabolitd z lipidového extraktu lososa obecného (Salmon salar).
Z toho 69 % latek bylo neanotovanych a 31 % latek bylo anotovanych podle

databaze hmotnostnich spekter s anotacni chybou mezi -10 a 10 ppm.

31%

69%

m anotované latky = neanotované latky

Obrazek 12: podil anotovanych (zelena) a neanotovanych latek (Cervena)

v negativnim modu ionizace
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V pozitivnim modu ionizace bylo detekovano celkem 3335 latek, z toho
42 % latek bylo neanotovanych a 58 % latek bylo anotovanych podle databaze
hmotnostnich spekter s anotacni chybou mezi -10 a 10 ppm (Obrazek 13).

42%

58%

m anotované latky = neanotované latky

Obrazek 13: podil anotovanych (zelena) a neanotovanych latek (Cervena)

v pozitivnim modu ionizace

7.2 Optimalizace extrakéni metody

Jednim z cilt prace bylo vyhodnotit vhodnou extrakéni metodu pro analyzu lipida
obsahujici PUFA a zda ma néjaky vliv pfidani antioxidantu BHT na vysledné
analyty. JelikoZ jsou mastné kyseliny viditelné pfevazné v negativhim modu
ionizace, bylo dalSi vyhodnoceni vysledkll provedeno pro negativni ionizaéni
mod. Po porovnani chromatogram( lipidového extraktu lososa obecného
(Salmon salar) na Obrazku 14 bylo zjiSténo, Ze pfi dvoufazové extrakci

vv v

neobsahuje extrakt témér zadné polarni latky.
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Obrazek 14: Zaznam ,base peak® chromatogramu lipidového extraktu lososa
obecného v negativnim modu ionizace (Salmon salar) znazorfiujici porovnani
mezi jednofazovou a dvoufazovou extrakci, Cerny chromatogram — jednofazova
extrakce bez BHT, Cerveny chromatogram — jednofazova extrakce s obsahem
BHT, zeleny chromatogram - dvoufazova extrakce bez BHT, modry

chromatogram — dvoufazova extrakce s obsahem BHT.
Pomoci jednofazové extrakce jsme detekovali celkem 178 analyti a

pomoci dvoufazové extrakce celkem 149 analytd. Rozdil byl zpuUsoben
pfitomnosti vice polarnich analytd v jednofazové extrakci (Obrazek 15).
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jednofazova extrakce dvoufazova extrakce

Obrazek 15: pocet detekovanych analytu pro jednofazovou a dvoufazovou

extrakci

Dale byl vytvofen vulkanovy graf porovnavajici jednofazovou extrakci
s obsahem BHT a bez BHT (Obrazek 16). Pfi tomto porovnani nebyly detekovany
Zadné metabolity s p-hodnotou < 0,05 nebo s FC > 1. Nakonec bylo zvoleno
pouziti BHT pfi pfipravé vzorkd z divodu oCekavané lepSi stability analytd v Case
a béhem analyzy.
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Obrazek 16: porovnani mnozstvi analytu ze tfidy PUFA u jednofazové extrakce
s pfidanim antioxidantu BHT (vlevo od stfedové osy) a bez pfidani BHT (vpravo

od stfedové osy)
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7.3 Chromatograficka separace

Pomoci softwaru Compound Discoverer 3.3 SP1 a identifikace lipidi na zakladé
jejich MS/MS spekter bylo mozné vytvorit pfiblizné eluéni intervaly pro bézné
detekovatelné tfidy lipidd vcetné tfidy mastnych kyselin (Obrazek 17).
V pozitivnim médu ionizace bylo eluovano vice tfid lipidi obsahujici PUFA.
V negativnim modu ionizace byly v prvnich 6 minutach eluovany volné MK, kde
fadime i n-3 nenasycené mastné kyseliny. Z tohoto duvodu byly nasledujici

vysledky vypracovany pouze pro negativni mod ionizace.
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Obrazek 17: zaznam ,base peak® chromatogramu lipidového extraktu lososa
obecného (Salmon salar) znazorfiujici Sitky eluCnich intervall jednotlivych
lipidickych tfid po pouziti modifikované DDA akvizice planovaného sbéru dat pfi
aplikaci pozitivniho médu ionizace (€erny chromatogram nahofe) a negativniho
modu ionizace (Cerveny chromatogram dole). LPC — lysofosfatidylcholiny, CER
— ceramidy, PC - fosfatidylcholiny, PE - fosfatidylethanolaminy, SM -
sfingomyeliny, PS — fosfatidylseriny, TG — triacylglyceroly, FA — mastné kyseliny,
Pl — fosfatidylinositoly
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Nasledné byly porovnany tfi druhy ryb a v riznych typech zpracovani.
Porovnanim chromatograma lipidového extraktu z chlazeného filé tresky obecné
(Gadus morhua), mrazeného filé tresky aljaSské (Gadus chalcogrammus) a jater
tresky obecné (Gadus morhua) jsou viditelné velké rozdily (Obrazek 18).
U vzorku konzervovanych jater tresky obecné (Gadus morhua) je jsou viditelné
nejvyssi intenzity v oblasti volnych PUFA (prvnich Sest minut separace).
Podobné je na tom vzorek chlazené tresky obecné (Gadus morhua), kde je
viditelny intenzivni pik v ase 3,96 minut, ktery odpovida n-3 mastné kyseliné
DHA. U vzorku mrazené tresky aljasské (Gadus chalcogrammus) nejsou viditelné
intenzivni piky v oblasti volnych PUFA, nicméné u tohoto vzorku je vice pikl
v oblasti lipidu, které obsahuji PUFA ve své strukture.
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Obrazek 18: zaznam ,base peak® chromatogramu lipidového extraktu tresky
obecné (Gadus morhua) a tresky aljasské (Gadus chalcogrammus), Cerna —
konzervovana tresci jatra (treska obecna — Gadus morhua), Cervena treska
mrazena (treska alja8ska — Gadus chalcogrammus), zelena treska chlazena
(treska obecna — Gadus morhua)
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v v

obecného (Salmon salar) v konzervovaném zpracovani (Obrazek 19). Nejvyssi
intenzity volnych PUFA jsou viditelné u vzorku mrazeného filé, kde je opét
viditelny intenzivni pik DHA. Na chromatogramu vzorku chlazeného filé jsou
viditelné vysokeé intenzity lipida, ze tfidy PC a PE, které mohou obsahovat PUFA

ve své strukture.

RT 0.00-30.00

=
l"]
FEP TP I |

Intensity
>
¢
i
o
1

=
l_"']
1

Intensity
>
=
m
&
1

=
I:Y,
1

lad.l

Intensity
¥
5
i
o
P

Obrazek 19: zaznam ,base peak chromatogramu lipidového extraktu lososa
obecného (Salmon salar), Cerna — konzervované zpracovani, ¢ervena — mrazené

zpracovani, zelena — chlazené zpracovani
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Dale byly porovnany chromatogramy turidka Zlutoploutvého (Thunnus
albacares) (Obrazek 20). U vSech typl zpracovani jsou viditelné intenzivni piky
jak v oblasti volnych PUFA, tak v oblastech eluce lipida obsahujici PUFA ve své

strukture.
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Obrazek 20: zaznam ,base peak® chromatogramu lipidového extraktu tunaka
Zlutoploutvého (Thunnus albacares), Cerna — konzervované zpracovani, ervena

— mrazené zpracovani, zelena — chlazené zpracovani
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Na zavér byl z intenzit chromatografickych pika vytvofen sloupcovy graf

pFedstavujici relativni koncentrace lipidi obsahujici PUFA (Obrazek 21).
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Obrazek 21: Relativni koncentrace lipidd obsahujici PUFA, modra — treska
obecna (Gadus morhua) a treska aljasska (Gadus chalcogrammus), Cervena —
losos obecny (Salmon salar), zelena - tuiak Zlutoploutvy (Thunnus albacares)

7.4 Vicerozmérna analyza jednotlivych vzorku rybi tkané

Ze vSech detekovanych 671 latek bylo po vyfiltrovani ziskano 81 latek z 5 tfid
lipidd obsahujici PUFA ve své struktufe (tfidy PC, LPC, PE, SM, CER).
Srovnanim prvnich dvou hlavnich komponent PC1 a PC2 (Obrazek 22) se
ukazalo, Ze slozeni lipidi obsahujici PUFA ve vzorku jater tresky obecné (Gadus
morhua, oranZové body) bylo podobné vzorku mrazené tresky aljasské (Gadus
chalcogrammus, svétle zelené body). Vzorek chlazeného filé tresky obecné
(Gadus morhua, tyrkysové body) se vSak obsahem lipid0 podobal spiSe lososu
obecnému (Salmon salar) nez-li tresce aljasSské (Gadus chalcogrammus).

Dale byly porovnany vzorky lososa obecného (Salmon salar). Vzorky
lososa v konzervovaném zpracovani (tmavé modré body) a v chlazeném
zpracovani (tmavé zelené body) se ve sloZeni lipidl shodovaly vice nez vzorek

obsahujici lososa v mrazeném stavu (Zluté body).
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Nakonec byly porovnany vzorky turidka Zlutoploutvého

(Thunnus

albacares). Vzorky ve vSech stavech zpracovani vykazovali nejmensi variability

lipidového profilu v porovnani s ostatnima rybama (fialové, svétle modré a

Cervené body).

o®

konzervovany losos j
chlazeny losos

@ COD,CANNED

@ TUNA CANNED

@0
. o %
2 4 (Q)
g 0
& ‘. chlazeny tuniak
(&)
g O%
-2 4
.‘ konzervovany tunak
4
o
mraZena treska (GC) ®
ry (©)
(@)
©)
5 M 2 0 2 4 6

PC 1(33.9%)

@ COD,CHILLED
@ SALMON,CANNED @ SALMON,CHILLED @ SALMON, FROZEN
@ TUNA, CHILLED

@ COD,FROZEN

@ TUNA FROZEN

Obrazek 22: PCA graf srovnavajici jednotlivé druhy ryb v riznych zpracovanich,

Cod - treska obecna (Gadus morhua), mrazena treska aljasska (Gadus

chalcogrammus), Salmon — losos obecny (Salmon salar), Tuna - tunak

Zlutoploutvy

(Thunnus albacares),

Canned

Chilled — chlazené zpracovani, Frozen — mrazené zpracovani
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Pro porovnani lipidd obsahujici PUFA mezi mraZzenym filé a
konzervovanymi jatry bylo pouZito vulkdnového grafu (Obrazek 23). U vzorku
mrazeného filé bylo pozorovano snizeni 20 lipidl obsahujici PUFA (10 ze tfidy
PC a LPC, 7 CER, 2 SM a 1 LPE), u vzorku jater bylo pozorovano 25 vyrazné
zvySenych lipida (22 ze tfidy PC a LPC, 1 SM, 1 CER, 1 PE).
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Obrazek 23: Porovnani metabolitd ze tfidy PUFA u vzorku mrazZeného filé
(zelena, vlevo od stiedové osy) a konzervovanych jater (Cervena, vpravo od

stfedové osy) tresky obecné (Gadus morhua)
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V dalS§im porovnani byl vzorek mrazeného filé a chlazeného filé lososa
obecného (Salmon salar). U vzorku mrazeného filé bylo pozorovano snizeni
37 lipidd obsahujici PUFA (33 PC a LPC, 1 PE, 3 CER) u vzorku chlazeného filé
bylo pozorovano zvySeni 19 lipidi obsahujici PUFA (12 PC A LPC, 1 PE, 2 SM,
4 CER) (Obrazek 24).
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Obrazek 24: Porovnani vyznamnych metabolitd ze tfidy PUFA u vzorku
mrazeného filé (zelena, vlevo od stfedové osy) a chlazeného filé (Cervena, vpravo

od stfedové osy) u lososa obecného (Salmon salar)
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Nakonec byly porovnany vzorky mraZzeného filé a chlazeného filé turiaka

Zlutoploutvého (Thunnus albacares). U vzorku mrazeného filé byly vyznamné
snizeny 2 lipidy obsahujici PUFA ze tfidy PC a LPC a vyznamné zvySeny 3 lipidy
obsahujici PUFA ze tfidy PC. (Obrazek 24).
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Obrazek 25: Porovnani vyznamnych metabolitd ze tfidy PUFA u vzorku

mrazeného steaku (zelena, vlevo od stfedové osy) a chlazeného steaku

(Cervena, vpravo od stfedové osy) u turidka zlutoploutvého (Thunnus albacares).
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8 Diskuze

Soucasti tzv. ,data processingu® je identifikace a anotace molekul v naméfeném
datasetu. Tato funkce je pro metabolomiku zasadni z divodu uvedeni dat do
biologického kontextu. Dle Sumner et al. (2007) muZeme rozdélit zprocesovana
data do 4 urovni: (i) anotované slouceniny (ii) domnéle anotované slouceniny
(iii) domnéle charakterizované tfidy sloucenin (iv) neznamé slouceniny. Domnéle
anotované slouceniny jsou anotovany bez pouziti internich standardl, pouze na
zakladé podobnosti spekter s knihovou. Domnéle charakterizovaneé tfidy
sloucenin jsou charakterizovany na zakladé spektralni podobnosti se znamymi
slouCeninami dané chemické tfidy.

Identifikace metaboliti by méla byt pecliva a pfisna, aby bylo mozné
identifikace validovat. Podle Kirwan et al. (2022) je mozné lepSi identifikace a
nasledné spravné interpretace dosahnout zavedenim QC vzorku, internich
standardd a slepych vzorkd. Interni standardy umoZiuji Iépe kontrolovat
chromatograficky drift a zvySovat kvalitu spekter. Slepé vzorky slouzi ke
zvyraznéni kontaminantl, které jsou pfi zpracovani surovych dat odstranény.
V tomto experimentu byly pouzity vSechny tfi uvedené pristupy pro zlepseni
identifikace metabolitd.

V negativnim moédu ionizace bylo anotovano 31 % latek. V pozitivhim
modu ionizace bylo detekovano 58 % latek (grafy na Obrazku 12 a 13). Dlvodem
pro¢ v pozitivnim modu bylo identifikovano vice latek je znacné vySSi pocet
detekovanych sloucenin (zejména latky ze skupiny triacylglycerol() které jsou jiz
dobfe popsany v knihovné spekter). Porovnanim ziskanych analytl s rozsahlou
spektralni knihovnou pak pfispiva ke uspésné identifikaci.

Dale byla vyhodnocena vhodna extrakcni metoda pro lipidy obsahujici
PUFA ve své struktufe. Lipidy jsou velmi heterogenni skupina organickych latek
a vsouCasné dobé neexistuje jedina extrakCni metoda, ktera by dokazala
extrahovat vSechny tfidy lipidua z biologické matrice. Nejpouzivanéjsi je extrakce
typu kapalina-kapalina. Pomérné rychlou a jednoduchou metodou je pouZiti vody
a organickych rozpoustédel (napf. ACN) ke srazeni proteind a dalSich
nelipidovych slozek. V pfipadé€, Ze vznika pouze jedna kapalna faze obsahuijici
lipidy a pevna frakce obsahujici ostatni latky, jedna se o jednofazovou extrakci.
Pfi pouZiti extrakce dle Bligh, Dyer 1959 vznikaji ve zkumavce faze dvé, a to
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horni polarni (voda + metanol) a spodni nepolarni (chloroform), které jsou
oddéleny pevnou proteinovou frakci, jedna se o dvoufazovou extrakci. Uskalim
dvoufazovych extrakci je v3ak vysoka pravdépodobnost kontaminace vzorku
kvuli nutnosti ziskat lipidy ze spodni vrstvy bohaté na chloroform (Gil et al. 2018).

Béhem pfipravy a skladovani extrahovanych vzork( tkani mize dojit
k autooxidaci lipida, které by mohly byt klinicky nebo statisticky vyznamné.
Pfidanim vhodného antioxidantu je teoreticky mozné tuto oxidaci omezit, a to
zpomalenim nebo inhibici tvorby volnych radikall. NejucinnéjSi antioxidanty
obsahuji aromatické kruhy, jelikoz pfedavaji vodik volnym radikalim vznikajicich
pfi oxidaci a samy se stavaji radikalem. Timto procesem je mozné prerusit
fetézovou reakci volnych radikall (Yehye et al. 2015). Jednou z moznych variant
je pridani butylhydroxytoluenu (2,6-ditert-butyl-4-methylphenol, BHT). BHT je
organicka sloucenina rozpustna v tucich. Je pfitomna v nékterych rostlinach a
fytoplanktonu, vétSinou se vSak pfipravuje synteticky. Pouziva se pfedevsim jako
antioxida¢ni pfisada do potravin (E321), kosmetiky a I1ékd (PubChem, National
Library of Medicine (US), citovano 13. 4. 2023)

Po porovnani chromatogramu (Obrazek 14) lipidového extraktu lososa
obecného (Salmon salar) mezi jednofazovou a dvoufazovou extrakci s pouzitim
BHT i bez byly viditelné intenzivnéjsi piky u dvoufazové extrakce. Nicméné tento
typ extrakce hlfe extrahuje polarng;jsi lipidy, kam fadime taktéZ mastné kyseliny
(a jejich oxidované produkty), coz je patrné také z chromatogramu na Obrazku
14. Pro experimenty s dalSimi vzorky ryb byla vybrana jednofazova extrakce
z divodu vétdiho poctu detekovanych lipidd (graf na Obrazku 15). K lipidovym
extraktd byl pfidan antioxidant BHT z divodu o¢ekavané lepsi stability analytd
béhem pfipravy a méfeni vzorku, ackoliv prvotni experiment neodhalil Zadny
vyznamny efekt na nami sledované lipidy (graf na Obrazku 16).

Metodou dle Jankevics et al. (2021), byla provedena chromatograficka
separace jednotlivych lipidickych tfid. Pfi separaci na reverzni fazi se ruzné tfidy
lipidd eluuji v riznych reten¢nich ¢asovych oknech na zakladé jejich polarity (vice
polarni analyty se eluuji dfive a méné polarni pozdéji — s klesajici polaritou latek
roste jejich retenéni €as). Polaritu molekul a zaroven jejich retenéni €as ovlivriuje
rovnéz pocCet alifatickych fetézch pfitomnych v molekule. Molekuly
s jednoduchym fetézcem (napf. mastné kyseliny) se tak eluuji dfive neZz molekuly

az se tfemi fetézci (napf. triacylglyceroly). Zaroven snizuje retenci analytl pocet
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dvojnych vazeb jelikoz jejich pfitomnost zplUsobuje ,,ohybani“ molekuly a plocha
interakce se stacionarni fazi je mensi nez u alifatického fetézce. MK ve své
struktufe obsahuji karboxylovou skupinu, proto se snaz ionizuji jako anionty
(ztrata H*, pfi daném pH) a jsou lépe viditeIné v chromatogramu po pouziti
negativni ionizace. Tuto teorii potvrzuji taktéz dva vysledné chromatogramy
(Obrazek 17), kde Ize pozorovat eluci mastnych kyselin v prvnich 6 minutach
separace v negativnim modu a lipidy ze skupiny PE az od 6 do 16 minuty.

Dle Sargent (1997) by mély byt vy8Si koncentrace n-3 PUFA a lipidu
obsahujici n-3 PUFA ve sveé struktufe u jater hlubinnych ryb, jako je napfiklad
treska. Porovnanim relativnich koncentraci mezi jatry tresky obecné (Gadus
morhua), chlazenym filé tresky obecné (Gadus morhua) a mrazenym filé tresky
aljaSské (Gadus chalcogrammus) byly vypozorovany rozdily (graf na
Obrazku 21). Ackoliv jsou tedy tresCi jatra povazovana za nejbohatSi zdroj
nenasycenych mastnych kyselin, nejvice lipidd obsahujici PUFA mél vzorek
mrazené tresky aljaSské (Gadus chalcogrammus). | kdyz vzorek trescich jater
mél v porovnani se vzorkem mrazeného filé tresky mensi relativni koncentraci
lipidd s PUFA, u trescich jater bylo pozorovano vyrazné zvyseni u 25 lipidu,
zejména ze tfidy PC a LPC obsahujici PUFA v porovnani se vzorkem mrazeného
filé, kde bylo pozorovano vyrazné snizeni 20 lipidi obsahujici PUFA, zejména ze
tfid PC a LPC (graf na Obrazku 23). ZvySené mnozstvi téchto lipidu je dano
pravdépodobné typem tkané. Na snizZeni latek mizZe mit vliv typ mrazeného
zpracovani, kdy mohlo dojit k hydrolyze lipidd b&éhem zpracovani, ale také jiny
druh ryby — mrazené filé pochazelo z tresky aljaSské (Gadus chalcogrammus).
V pfipadé porovnani relativni koncentrace lipidd s PUFA v ramci zpracovani
jednoho druhu, tedy tresky obecné (Gadus morhua), jsou bohatSi na lipidy
s PUFA jatra této tresky v porovnani s chlazenym filé, které mélo ze vSech vzorku
nejmensi zastoupeni lipida s PUFA.

U vzorku lososa obecného (Salmon salar) byla relativni koncentrace lipida
obsahujici PUFA nejvy$Si u mraZzeného filé (graf na Obrazku 21). Nejmensi
zastoupeni lipid s PUFA je u vzorku konzervovaného lososa, coZ je také zfejmé
z chromatogramu na Obrazku 19. Nami testovany vzorek pravdépodobné
obsahoval velmi nekvalitni maso lososa obecného (Salmon salar).

Prekvapivy vysledek pfineslo porovnani vzorkd tunaka zlutoploutvého

(Thunnus albacares), kde rybi maso v konzervovaném zpracovani obsahovalo
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nejvice lipidd s PUFA (graf na Obrazku 21). U vzorku chlazeného filé bylo
relativni zastoupeni lipidu taktéz mensi, stejné jako u chlazeného filé lososa
obecného (Salmon salar). Moznym divodem, pro¢ mohou byt lipidy obsahujici
PUFA v chlazeném stavu zastoupeny v menSim mnoZstvi je nespravna
manipulace s rybimi produkty a nedodrzeni postupu pfi zpracovani, které je
slibovano vyrobcem. Zatimco mrazené filé ziskané z ryby miZze byt zpracovano
a zamrazeno ihned po odebrani, coz miZze zachovat vy$Si stabilitu lipidd s PUFA,
v pfipadé chlazeného filé, mizZe dojit k delSi manipulaci s masem, popfipadé
k nékolika zmraZzenim a rozmraZzenim pfed uvedenim produktu na pult. Tato
Spatna manipulace muze zpusobit hydrolyzy lipidd a degradovat tak volné i
vazaneé PUFA.

Pfi porovnani chlazeného a mrazeného stavu zpracovani mezi lososem
obecnym (Salmon salar) a tunakem Zlutoploutvym (Thunnus albacares) je lépe
zpracovano maso tunaka Zlutoploutvého (Thunnus albacares), jelikoz
porovnanim vzorkd mezi chlazenym a mraZzenym stavem bylo pozorovano velmi
malé sniZeni a zvySeni lipidd s PUFA (grafy na Obrazku 24 a 25), zaroven se
vzorky tunfidka Zlutoploutvého (Thunnus albacares) nijak vyrazné neodliSovaly
svym lipidovym profilem (graf na Obrazku 22) a taktéz mély vSechny vzorky
tunidka Zlutoploutvého (Thunnus albacares) intenzivni chromatografické piky u
vSech typu zpracovani (chromatogram na Obrazku 20).
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9 Zaver

Jednim zcili prace bylo pochopeni problému identifikace v necilené
metabolomice. Z vyslednych grafl v této praci je zfejmé, Ze velké procento dat
neni stale jesté mozné s jistotou identifikovat a anotovat.

Jako vhodna metoda pro extrakci téchto lipida byla zvolena jednofazova
extrakce z dlivodu lepSi separace vice polarnich lipidd a tedy i volnych PUFA a
lipidd, které je obsahuji ve své struktufe. Z divodu oCekavané vétsi stability
extrahovanych lipida byl pfidan k extrakci antioxidant BHT.

Z vysledku a nasledné diskuze vyplyva, Ze mrazené filé tresky aljasské
(Gadus chalcogrammus) ma nejvysSi relativni zastoupeni lipidd s obsahem
PUFA ze vSech testovanych vzorkl. Naopak nejmensi relativni zastoupeni téchto
lipidd mél vzorek konzervovaného lososa obecného (Salmon salar). U vSech
druht ryb meélo vyssi zastoupeni lipidd s PUFA mrazené filé v porovnani
s chlazenym filé. Velmi zajimavym zavérem vsak je, Ze dle lipidového profilu se
nejvice podoba chlazené filé tresky obecné (Gadus chalcogrammus) a mrazené
filé lososa obecného (Gadus chalcogrammus). Lipidovy profil se nijak vyrazné
neliSil u vzorku tufidka Zlutoploutvého ( 7Aunnus albacares), 1ze tedy fici, ze pfi
zpracovani biologického materialu nedochazi k vyraznym zménam v zastoupeni

lipida pfi jeho zpracovani.
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