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CiLE PRACE

e Vypracovat literarni reSersi na dané téma.

e Komunikovat se zoologickou zahradou hlavniho mésta Prahy, nasledné fesit logistiku
sbéru a pfevozu vzorka krve k analyze.

e Piipravit vzorky krve na analyzu vitamina B.

e Provést analyzu obsahu vitaminG B v krvi.

e Vyhodnoceni obsahu jednotlivych vitaminu B v krvi vybranych zivocichu.
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1 Uvod

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické slouceniny, které jsou nepostradatelné pro
spravnou funkci organismu. Lidskeé télo si je neumi syntetizovat samo a z toho dvodu musi byt
piijimany z potravy. Kromé potravy ziskavame nékteré vitaminy prostfednictvim stfevnich
bakterii (konkrétné vitamin K a vitamin B12) nebo je syntetizujeme ve spodnich vrstvach pokozky
pusobenim  ultrafialového  zafeni  (vitamin D).  Pifi  nedostateCném  piijmu
vitamina, hypovitaminoze, dochazi k riznym porucham jednotlivych funkci organismu, které
mohou vést k zavaznym onemocnénim. Pfi Gplné absenci vitamini hovoiime o avitamindze.
Naopak hypervitaminéza se vyznacuje nadmérnym piijmem vitamind a také muze vést v
nekterych ptipadech k poskozeni organismu.

Funkce vitaminu se uplatiiuje pfedevS§im v metabolickych reakcich, jsou soucasti mnoha
enzymu a chrani bunééné struktury pred oxida¢nim stresem.

Obecné lidsky organismus vyzaduje adekvatni mnozstvi dohromady 13 vitaminu. A to
vitamini rozpustnych v tucich (vitamin A, vitamin D, vitamin E, vitamin K) a vitaminu
rozpustnych ve vodé (komplex vitamini B a vitamin C).

Kapalinova chromatografie patii mezi nejvhodné;si analytické metody pro kvalitativni 1
kvantitativni stanoveni vitamina ¢i organickych sloucenin obecné. Tato fyzikalné-chemicka
metoda spociva v mnohonasobné opakovaném ustanovovani rovnovazné distribuce délenych
sloucenin mezi dvémi fazemi. Pro chromatografickou separaci se v posledni dobé nejvic vyuziva
vysokou¢inna kapalinova chromatografie, ktera v kombinaci s hmotnostni detekci patii

k nejefektivn€jsSim metodam.



2 Teoreticka cast

2.1 Vitaminy komplexu B

Komplex vitaminu B pfedstavuje skupinu 8 ve vodé rozpustnych vitaminu: thiamin (B1),
riboflavin (B2), niacin (B3), kyselina pantothenova (BS), vitamin B6, biotin (B7), kyselina
listova (B9) a vitamin B12. Tyto slouCeniny jsou chemicky odli$né a zastavaji ruzné funkce. Jsou
nezbytné pro bunécné interakce a zastupuji funkci koenzymu, které hraji dalezitou roli
v katabolickych a anabolickych enzymatickych reakcich. Jejich kolektivni vliv prevlada
predevsim ve spravné funkci centralni nervové soustavy, produkci energie ve formé
adenosintrifosfatu (ATP) a syntézy mnoha neurochemickych a signaliza¢nich molekul a dalsich
metabolita.

Vitaminy B-komplexu jsou obvykle syntetizovany v rostlinach, a to predevsim
v chloroplastech, mitochondriich a cytosolu[1]. V rostlinach zastupuji stejné funkce jako
v zivoCiSnych organismech. Vyjimkou je vitamin B12, ktery je produkovan pomoci stfevnich
bakterii. Mezi potraviny rostlinného pavodu bohaté na vitaminy B patfi obiloviny, lusténiny,
ofechy, zelena listova zelenina a ovoce. Mimo potraviny rostlinného pavodu jsou vitaminy hojné
zastoupeny i v zivo¢iSnych produktech, predevs§im v masu, mléce a mlécnych vyrobcich, vejcich
a rybach. Pro adekvatni pfijem téchto vitamini je doporuceno dodrzovat tzv. sttedomoiskou
dietu, ktera je typicka zastoupenim potravin jako je ovoce, zelenina, lusténiny, olivovy olej,
cervené vino, rozumna konzumace ryb a bilého masa. Tato dieta je spojena s vysokou hladinou
vSech vitamind a mineralt zahrnujici B-komplex. Naopak se nedoporucuje dodrzovat tzv. zapadni
dietu, ktera je zastoupena potravinami, jako jsou rafinované obiloviny a jejich vyrobky, dopfedu
hotova jidla, zpracované Cervené maso (uzeniny a jakékoliv masné vyrobky), dezerty a sladkeé,
smazena jidla a produkty s vysokym obsahem tuki. Typicka je snizena konzumace ovoce a
zeleniny[2]. Tato dieta snizuje pfijem potiebnych vitamina a mineralta[3].

Vitaminy B pusobi jako koenzymy ve vyznamnych enzymatickych reakcich. Tyto
koenzymy jsou biologicky aktivni formy vitamind, které se vazi na proteinovy apoenzym za
vzniku holoenzymu, ktery nasledné zajist'uje vlastni enzymatickou ¢innost. Obecné muze byt
zapojeni vitamini do enzymatické Cinnosti rozdélena podle katabolickych (rozkladnych) ¢i
anabolickych (syntetickych) reakci.

Pii katabolickych reakcich vznika primarné bunécna energie v podobé ATP. Mnoho

z vitamini B-komplexu se podili na jednotlivych ¢lancich katabolického procesu vedouci
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k tvorbe bunécné energie. Aktivni formy thiaminu, riboflavinu, niacinu a kyseliny pantothenové
jsou  nepostradatelné  koenzymy v bunécném  dychani, glykolyze, @ Krebsoveé
cyklu a elektrontransportnim fetézci vedouci k vytvoreni ATP.

Pii anabolickych reakcich jsou na vitaminech komplexu B zavislé napi. Krebsuv
cyklus, ktery zprostiedkovava vznik klicovych slouCenin nebo prekurzoria pro vznik
aminokyselin, nukleotidu a syntéza mastnych kyselin[2].

Je prokazano, ze B-komplex ma podstatny vliv na funkci centralni nervové
soustavy, konkrétné mozku. To je dano hlavné tim, ze mozek je jednim z nejvice metabolicky

aktivnich organa celého téla.

2.1.1 Thiamin (B1)

Thiamin, také znamy jako vitamin B1 nebo aneurin je bezbarva krystalicka latka slozena
z pyrimidinového cyklu spojeného s methylenovou skupinou na patém uhliku s N thiazolovym
cyklem[4 —str.255]. Pi1 nizkych teplotach je stabilni, ale po zahtati uvoliuje toxické vypary oxidu
dusnatého a oxidu sifi¢itého. Ma mirny zapach zpusobeny thiazolem a hofkou chut. Rozklada se
pii cca 248 °C[5 — str.22].

Mezi potraviny bohaté na thiamin patii obiloviny, hnéda ryze, vepfové a drubezi
maso, ofechy, hrach a cerealie. Denni doporucena davka (DDD) pro dospélé se pohybuje kolem
1,2 mg/den pro muze a 1,1 mg/den pro Zeny. Pro déti v utlém véku je doporuceno tuto davku
snizit na 0,2 mg/den a postupné tuto davku navySovat spolecné s piibyvajicim vékem. Téhotné
zeny by naopak mély svou DDD thiaminu navysit na 1,4 mg/den [6]. Jakmile je thiamin z potravy
vstieban do krve z gastrointestinalniho traktu, putuje voln€ pomoci obéhového systému v plazmé
a Cervenych krvinkach, dokud neni vyloucen v mo¢i. Thiamin muaze byt skladovan v jatrech,
ale maximalné po dobu 18 dni[6].

V okamziku, kdy je vstieban do krve, je thiamin jako provitamin pfeménén pomoci
fosfotransferazy na jeho aktivni formu — thiaminpyrofosfat nebo spravnéji thiamindifosfat (TPP).
Tento koenzym je velmi dulezity pro energeticky metabolismus. Muzeme ho najit
v pyruvatdehydrogenazovém komplexu, kde TPP funguje jako kofaktor pfeménujici pyruvat na
hydroxyethyl-TPP a oxid uhliéity. V tomto komplexu vznikaji NADH molekuly, které mohou
dale prispivat ke vzniku ATP. Mimo jiné€ je tento komplex dulezity také pro vznik acetylcholinu
nebo myelinu. Kromé tohoto komplexu najdeme TPP také v cyklu kyseliny citronové jako
kofaktor v enzymatickém komplexu nazyvaném jako oxoglutaratdehydrogenaza, ve kterém je

a-ketoglutarat dekarboxylovan na sukcinyl-CoA a oxid uhli¢ity. Mimo dulezitost této reakce pii
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ziskavani energie skrze citratovy cyklus, je tato reakce dulezita pro udrzeni hladin glutamatu,
aspartatu a kyseliny y-aminomaselné, ktera funguje jako inhibi¢ni neurotransmiter v centralni
nervoveé soustave zabrafiujici nadmérné excibilité neuront. V neposledni fadé je TPP vyzadovan
jako kofaktor v pent6zofosfatovém cyklu vytvarejici NADPH a ribozu-5-fosfat[6].

Nedostatek thiaminu maze vést ke snizené enzymatické aktivité, pozménéné mitochondrialni
¢innosti, naruSenému oxidativnimu metabolismu a sniZzené produkci energie, ktera muze
zapricinit poSkozeni az smrt bunék[6]. Mezi znamé nemoci spojené s nedostatkem vitaminu B1
patii beri-beri a Wernicke-Korsakoviv syndrom.

Nemoc beri-beri se vyskytuje u lidi se snizenym piijmem thiaminu, ale mize se objevit
iu lidi s nadmérnou konzumaci alkoholu. Existuji 2 formy této nemoci, a to sucha a vlhka. Do
projevu vlhké formy beri-beri spadaji onemocnéni srdce zahrnujici zvétSené srdce, otoky, srde¢ni
selhavani, hromadéni vypotku v dutinach a srdecni dilataci s ptiznaky varixa[6]. Oproti tomu
komplikace spojené se suchou formou beri-beri jsou spiSe neurologického charakteru postihujici
predevS$im periferni nervovy systém. U jedinct se suchou formou muze dochazet
k parestézii, sydromu foot drop, kachektizaci svalu, znecitlivéni a chybéjici reflexy kotniku[6].

Wernicke-Korsakoviv syndrom je zivot ohrozujici nemoc postihujici centralni nervovou
soustavu zpusobena nedostatkem vitaminu B1 pfevazné u chronickych alkoholiki, ale muze
vzniknout 1 za jinych okolnosti nesouvisejicimi s alkoholem[7], jako jsou podvyzivové stavy[8],
onemocnéni gastrointestinalniho traktu (napf. Crohnova choroba, pankreatitida), psychiatrické
stavy (napf. schizofrenie, mentalni anorexie)[7, 9] a jiné. Tento syndrom zahrnuje dva samostatné
syndromy, a to Wernickovu encefalopatii a Korsakoffav syndrom. Wernickova encefalopatie je
charakterizovana nezanétlivou lézi mozku, ktera se vyznacuje ataxii, oftalmoplegii, mozkovym
krvacenim a pozménéné mentalni kondici. Wernickova encefalopatie se cCasto vyvine
v Korsakoffuv syndrom. Jedinci s timto syndromem maji znamky blouznéni a trvalé vypadky
paméti[6].

Nadbytek vitaminu B1 nezpisobuje zadné zavazné nemoci, ale mezi nejCastéji hlasené
nezadouci uCinky patii navaly tepla, kopfivka, svédéni, angioneuroticky edém, poceni

a anafylaxe[6].

2.1.2 Riboflavin (B2)
Riboflavin, téz znamy jako vitamin B2 je zluto-oranzova organicka sloucenina skladajici se
z heterocyklického isoalloxazinového jadra, flavinu a z cukerného alkoholu, ribitolu. Je tepelné

stabilni, ale velmi citlivy na svétlo, kdy dochazi k jeho rozkladu.



Miéko a mlécné produkty obsahuji vysoky obsah riboflavinu. K dal$im potravinam bohatym
na vitamin B2 patii maso, tucné ryby, tmavé zelena zelenina, ovoce a cerealie[10]. DDD
riboflavinu se u dospélych zen pohybuje kolem 0,9-1,1 mg/den. U muzu je tato davka vyssi, a to
od 1,1 do 1,3 mg/den. U kojenct se DDD pohybuje mezi 0,3 a 0,4 mg/den. Opét by se tato davka
méla zvySovat do dospivani s tim, ze mezi 10 a 18 lety Zivota by DDD nemeéla presahnout 1,3
mg/den. U téhotnych Zen by se pfijem riboflavinu mél zvysit z davodu prechodu vitaminu pies
placentu. Jestlize je ptijem riboflavinu béhem te€hotenstvi nedostacujici, je vice pravdépodobné,
ze se narodi dité trpici nedostatkem toho vitaminu, coz mize vést ke zvySenému riziku vyskytu
vrozené srdecni choroby. Vétsina riboflavinu je vstiebana v proximalni ¢asti tenkého stieva[11].
Télo si vitamin B2 neuklada ve velkém mnozstvi, ale malé zasoby muzeme najit napiiklad
v jatrech, srdci ¢i ledvinach[11].

Funkce riboflavinu v organismu hraje klicovou roli v metabolismu. Riboflavin je
intracelularné fosforylovan na flavinmononukleoktid (FMN) a dale metabolizovan na
flavinadenindinukleotid (FAD). Oba flavoproteinové koenzymy jsou zasadni v mnoha bunécnych
enzymatickych pochodech, jako je naptiklad syntéza hemoproteint (zahrnujici hemoglobin), jsou
soucasti komplext mitochondrialniho elektrontransportniho fetézce (konkrétné v komplexu I
a komplexu II), ucastni se transportu kysliku a jeho nasledného uskladnéni[3]. Nadto jsou
flavoproteiny dulezité jako kofaktory v metabolismu mastnych kyselin, absorpci a vyuziti
zeleza[12]. Derivaty riboflavinu pusobi také jako antioxidanty pro jeho ucast v obnové
glutathionu, ktery je kliCovy pro ochranu bunécnych struktur ped volnymi radikaly[13].

Nedostatecny pfijem riboflavinu je oznaCovan také jako ariboflavindza, ktera zahrnuje
Seroslepost, Sedy zakal, tinavu, anémii, migrény, periferni neuropatie a dermatologické piiznaky
jako je cheiloza, glositida, popraskané rty a Supinaté kozni exantémy v oblasti Sourku a vulvy[14].

Nadbytecny piijem vitaminu B2 neni zZivot ohrozujici situace, jelikoz enterocyty tento
nadbytek neabsorbuji. U téhotnych Zen je nutna opatrnost pii podavani velkych davek z davodu

neSkodného zbarveni modi.

2.1.3 Niacin (B3)

Termin niacin zahrnuje Siroky soubor vitameru zastavajicich biologickou aktivitu spojenou
s nikotinamidem. Do tohoto souboru patii nikotinamid, kyselina nikotinova a rizna $kala struktur
pyridinovych nukleotidd. Skupina téchto latek je obecné oznacovana jako vitamin B3. Kyselina

nikotinova je bila krystalicka pevna latka, pii pokojové teploté na vzduchu stabilni [4 — str.196].



Vysokou hladinu niacinu v kazdodenni stravé najdeme napiiklad v Cerveném mase, kufecim
mase, rybach, arasidech, kave, fazolich, pSenici a dalSich. Mimo jiné si télo dokaze syntetizovat
tento vitamin z potravin bohatych na tryptofan, ktery je obsazen jak v rostlinné, tak 1 zivocisné
stravé (napf. maso, mlécné vyrobky, obilniny)[15]. DDD niacinu se udava v jednotkach
NE - niacin ekvivalent. Hodnota 1 NE je rovna bud’ 1 mg niacinu nebo 60 mg tryptofanu.
Pro muze je stanovena na 16 NE, pro zeny 14 NE. U déti jsou tyto hodnoty pfizpusobeny vékovym
skupinam a postupneé se zvysuji od 6 NE denné u batolat az po 12 NE u nactiletych[16]. U niacinu
jsou stanoveny 1 hodnoty pro horni limit, které jsou zalozeny na riziku zarudnuti kize. Za toto
zarudnuti je zodpovédny vysokoafinitni niacinovy receptor 1 (NIACR1)[3]. Tyto hodnoty jsou
stanoveny na 35 NE pro dospélé a 10 NE pro déti[4 — str. 198]. Slouceniny niacinu vstupuji do
vratnicového obéhu, kde jsou internalizovany erytrocyty nebo jsou transportovany do jater. Jatra
jsou ustiednim organem, kde se niacin zpracovava a nasledné se kyselina nikotinova
a nikotinamid metabolizuji na NAD nebo vznikaji slouCeniny pro vylu¢ovani moci v zavislosti na
mnozstvi niacinu v organismu[3].

Kyselina nikotinova a nikotinamid jsou nutri¢ni prekurzory bioaktivnich molekul, jako je
nikotinamidadenindinukleotid (NAD) a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP). Tyto latky
jsou dulezité kofaktory pro vétSinu bunéénych redoxnich reakci a jako takové jsou nezbytné pro
udrzZeni bunécného metabolismu a dychani[16]. Kromé produkce energie k nim patii oxidacné
redukeni reakce, antioxidacni ochrana, metabolismus (zahrnujici glykolyzu), oprava kyseliny
deoxyribonukleové (DNA), bunécné signalizace (prostfednictvim intracelularniho vapniku) a
preména folatu na jeho tetrahydrofolatovy derivat[3].

Nedostatek niacinu se projevuje nemoci zvanou pellagra. Tato nemoc se témér nevyskytuje
ve vyspelych zemich, kde byla jako projev primarniho nutri¢niho deficitu témét vymycena. Misto
toho hlavni pficiny sekundarni pellagry v téchto podminkach je chronicky alkoholismus,
malabsorpéni syndrom, mentalni anorexie a drogami vyvolany nedostatek niacinu[17, 18].
Typické kozni 1éze pellagry jsou doprovazeny nespavosti, ztratou chuti, ibytkem na vaze, bolesti
ust a jazyka, zazivacimi potizemi, prujmem, bolestmi bficha, pocity paleni v raznych ¢astech téla,
zavratémi, bolestmi hlavy, necitlivosti, nervozitou, obavami, dusevnim zmatkem a sklerézou.
Niacin je také klicovy pro podporu metabolismu gluk6zy v mozku a centralni nervové soustave.
Pii naruSeni dochazi k paralyze koncetin, ktera muze vézt ke kieCovému nebo ataxickému
pohybu, ktery je doprovazen zanétem perifernich nervu[17].

Pi1 nadbytku je niacin vylu¢ovan moci, proto nejsou znamy zadné projevy jeho nadbytku.



2.1.4 Kyselina pantothenova (BS)

Kyselina pantothenova, téz kyselina D-pantothenova ¢i vitamin BS5, je slozena
z B-alaninu, ktery je pfipojeny na 2,4-dihydroxy-3,3-dimethylbutyrovou (pantoovou) kyselinu
prostrednictvim amidové vazby. Cista kyselina pantothenové je ve vodé rozpustna viskozni Zluta
sloucenina. Je stabilni pfi neutralnim pH, ale je snadno degradovana kyselinami, zasadami
¢i teplem. D-pantothenan vapenaty je forma kyseliny pantothenové, ktera se obvykle vyskytuje
v komer¢nich vitaminovych doplicich stravy diky vétsi stabilité nez ma Cista kyselina. Jedna se
o bilou krystalickou latku bez zapachu[4 — str. 290].

Kyselina pantothenova se vyskytuje v mnoha potravinach rostlinného 1 zivo¢isného pavodu,
ale nejvice se vyskytuje v potravinach jako je maso (pfedevsim kufeci ¢i hovézi), bramborach,
rajCatech, vejcich, brokolici, cerealiich a celozrnnych obilninach [3, 4 — str.292]. DDD kyseliny
pantothenové je stanovena na 4-6 mg/den. Drtiva vétSina kyseliny pantothenové v jidle je
zastoupena ve slouceninach jako je koenzym A (CoA) nebo fosfopantetein. Tyto sloueniny musi
byt hydrolyzovany za ucelem nasledné absorpce vitaminu B5. K tomu dochazi v lumenu stieva
naslednou aktivitou dvou hydrolaz, pyrofosfatazy a fosfatazy, za produkce pantotheinu. Stfevni
fosfatazy a nukleosidazy jsou schopny velmi ucinné hydrolyzy CoA, takze dochazi k témeér
kvantitativnimu uvoliovani kyseliny pantothenové jako normalni soucast traveni. Pantothein je
bud’ absorbovan tak, jak je, nebo dale metabolizovan na kyselinu pantothenovou treti stievni
hydrolazou, pantothenazou[4 — str.293-294].

Kyselina pantothenova je prekurzorem pro koenzym A, ktery je pfitomny ve vSech zZivych
organismech. Kromé své role v oxidativnim metabolismu piispiva CoA ke spravné funkci
mozkovych bunék, podili se na syntéze cholesterolu, aminokyselin, fosfolipidi a mastnych
kyselin. Zvlasté dalezita je kyselina pantothenova, prostiednictvim CoA, pii syntéze
neurotransmitert (acetylcholin) a steroidnich hormonu[3].

Vzhledem k tomu, Ze kyselina pantothenova je v pfirodé velice rozsifena, je jeji nedostatek
u lidi velmi vzacny. AvSak mohou se objevit ruizné nemoci ¢i problémy spojené s praveé zminénym
nedostatkem tohoto vitaminu. Mezi nejcast€jsi poruchy patii snizena produkce kortizolu, zvySena
artriticka bolest, myalgie, unava, bolest hlavy, deprese a nespavost. Nedostatek kyseliny
pantothenové také snizuje hodnotu acetylcholinu projevujici se paresteziemi a syndromem ,,hofici
nohy“ (Grierson-Gopalan synrom). Mimo jiné tento vitamin spousti produkci cytokinu
imunitnimi buiikami a byl odhalen paradoxni UcCinek kyseliny pantothenové na piepinani

protizanétlivych a prozanétlivych cytokina[19].



Kyselina pantothenova je, co se toxicity tyCe, vSeobecné bezpecna 1 pi1 vysSich davkach.
Nadbytek je vylu¢ovan moci. Pii davkach nad 1 g/den se muze objevit prijem ¢i gastrointestinalni

poruchy, ale zadné akutni piipady nebyly doposud pozorovany[4 — str.304].
2.1.5 Pyridoxin (B6)

Obecné pouzivany pojem vitamin B6 oznacuje skupinu Sesti, ptirozené se vyskytujicich
pyridinovych derivatd zastoupenych pyridoxinem, pyridoxalem, pyridoxaminem a jejich
fosforylovanymi  derivaty  [pyridoxin-5'-fosfat ~ (PNP),  pyridoxal-5'-fosfat  (PLP)
a pyridoxamin-5'-fosfat — (PMP)] s podobnymi fyziologickymi Gc¢inky[4 — str.316, 20]. Vitamery
tohoto vitaminu jsou fotosenzitivni a snadno podléhaji pusobeni tepla, pficemz zpracovani
potravin, vCetné tepelné sterilizace, ma za nasledek ztratu aktivity vitaminu B6[4 — str.319].

Vitamery a jejich fosforylované formy jsou piitomny ve vétSin€ potravin.
Pyridoxin, pyridoxamin a jejich derivaty jsou hlavnimi formami vitaminu B6 pfitomnymi
v potravinach rostlinného puvodu, zatimco pyridoxal a PLP jsou hlavnimi formami nalezenymi v
zivociSnych potravinach[4 — str.319]. Mezi potraviny s nejvétSim obsahem vitaminu B6 patii
maso, ryby, drubez, zelenina (pfedevSim brambory), ovoce (zejména banany), luSténiny
a ofechy[3, 20]. DDD vitaminu B6 je stanovena na 2 mg/den pro dospélé muze 1 zeny, 0,9 mg/den
pro déti ve vékovém rozmezi od 4 do 6 let a 1,2 mg/den pro déti od 7 do 10 let. Je doporuceno
u zen béhem laktace ¢i u dospivajicich béhem rychlé faze narastu svalové hmoty zvysit hodnotu
vitaminu B6[4 — str.321]. Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) nedavno stanovil horni
limit na 25 mg/den. Tento horni limit byl stanoven na zakladé neurologickych potizi
pozorovanych pii podani pyridoxinu pi1 hodnoté 50 mg/den[20]. Vétsina pyridoxalu
nadbytecného pro tkan je oxidovana v jatrech na kyselinu 4-pyridoxovou (4-PA), ktera je hlavnim
degradacnim produktem vitaminu B6 v moci[21].

Vitamin B6 je vyjimecny v tom, Ze se podili na metabolismu vSech tfi makrozivin
(proteinu, bilkovin a sacharidi). Ve skuteCnosti je vétSina téchto reakci ko-katalyzovana
pyridoxal-5-fosfatem. Tento vitamer pasobi jako koenzym v asi 150 ruznych enzymatickych
reakcich, které katalyzuji kliCové metabolické déje, jako je syntéza, transformace a degradace
amini a aminokyselin, dodani jednouhlikovych jednotek, transsulfurace, syntéza
tetrapyrrolovych sloucenin (v¢etné hemu) a polyamind, biosyntéza a degradace neurotransmitert
(Jako je dopamin, serotonin, kyselina y-aminomaselna, noradrenalin a hormon melatonin)[3, 20].

Klinicky uznané znamky nedostatku vitamin B6 v dusledku primarniho deficitu ve stravé

jsou pozorovany jen ziidka. Nedostatek tohoto vitaminu vSak Uzce souvisi s malabsorpénimi
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syndromy, jako je celiakie ¢i zanétliva onemocnéni stiev. Dokonce 1 piijem nékterych 1éCiv, jako
je isoniazid, penicilamin a cykloserin, tak i peroralni antikoncepce muze snizit hladiny PLP. Tato
hladina maze byt rovnéz snizena zanétlivymi stavy a stresovymi hormony. Téhotenstvi, obezita a
alkoholismus také snizuji hladiny PLP[20]. U uremickych pacienti muze existovat funkéni
nedostatek vitaminu B6. K symptomum patii nervosvalova podrazdénost, deprese centralniho
nervového systému, kiecCe a periferni neuritida[4 — str.322].

Po vyssich davkach pyridoxinu, ktery byl pouzit k 1é¢bé raznych stavu véetné syndromu
karpalniho tunelu ¢i  premenstruacniho napéti, byly pozorovany problémy spojené

s dermatologickymi 1ézemi nebo tézké senzorické neuropatie[22].

2.1.6 Biotin (B7)

Biotin, taktéz nazyvany jako vitamin B7 nebo vitamin H, ma ve své strukture 3 asymetrické
uhliky, z toho diavodu existuje 8 stereoizomeru. Z téchto 8 stereoizomeru se pouze jeden, a to
D-(+)-biotin, vyskytuje volné€ v pfirodé a je enzymaticky aktivni. Tato sloucenina se obecné
nazyva jako biotin nebo D-biotin. Mezi dalsi aktivni formy jako biotin patfi biocytin, amid biotinu
a L-lysinu. Biotin je bila krystalicka latka s kyselymi vlastnostmi[5 — str.420].

Biotin je Siroce rozptyleny v potravinach. Mezi potraviny bohaté na tento vitamin patfi
predevsim vajeCny zloutek, jatra, vepfové maso a listova zelenina[3]. Mimo biotin ziskany
z potravin také ziskavame biotin pomoci stievnich bakterii[23]. DDD je stanovena pro dospélé
jedince na 30 pg/den. Novorozencum se doporuCuje nastavovat tuto davku od 5 pg/den
a navySovat s piibyvajicim vékem. U dospivajicich jedinci je DDD stanovena na 25 ug/den. Je
doporucovano zenam beéhem laktace tuto davku navysit na 35 pg/den[4 — str.375]. Absorpce
volného biotinu probiha v tenkém stieve pies lumen stieva a nasledné je vétSina biotinu ulozena
v jatrech[4 — str.365].

Biotin hraje klicovou roli jako kovalentné vazany koenzym pro karboxylazy, konkrétné pro
acetyl-CoA  karboxylazu 1 a 2, pyruvatkarboxylazu, propiol-CoA  karboxylazu
a 3-methylcrotonoyl-CoA karboxylazu. Mimo jiné ma také dualezitou funkci v bunétné
signalizaci, epigenetické regulaci genu a struktufe chromatinu[24]. V neposledni fadé se podili
na metabolismu glukézy a hemostaze (véetné regulace piijmu glukozy v jatrech), glukoneogenezi
(a lipogenezi), transkripci inzulinového receptoru a funkci B-bunék pankreatu[3].

Nedostatek vitaminu B7 se vyznaCuje predevsim perioralni dermatitidou, alopecii, ataxii,
hypotonii, ketolaktatovou acidozou nebo organickou acidurii, zachvaty podobnymi epileptickym

zachvatiim, kozni infekci ¢i opozdénym vyvojem kojencu a déti[24].



Nadbyte¢ny biotin je vyloucen moci v podobé oxidované formy, biotinsulfoxidu. Nebyly
hlaseny nezadouci uCinky pii poziti vysSi davky tohoto vitaminu. Suplementace biotinem
ovliviiuje expresi nékolika gent, a to konrétné cytokiny interleukin 18 (IL-1p), interferon-y
ainterleukin 4 (IL-4). Tyto cytokiny zastupuji klicové funkce v imunitnim systému
organismu, napi. aktivaci pomocnych (Tu) lymfocytt, maturaci a expanzi B lymfocytu[25].

Dosud neni znamo, zda je néktera z t€chto zmén nezadouci[24].

2.1.7 Kyselina listova (B9)

Kyselina listova, znama také jako kyselina pteroylmonoglutamova ¢i folat, patii do skupiny
vitaminu B (tzv. folaty) s oznacenim jako vitamin B9. Skupina folatt se sklada ze sloucenin, které
se liSi oxidacnim stavem molekuly, délkou glutamatového postranniho fetézce a specifickymi
uhlikovymi jednotkami pfipojenymi k molekule. Samotnou kyselinu listovou tvoii z chemického
hlediska pteridinova baze, kyselina glutamova a kyselina p-aminobenzoova (PABA)[26]. Jedna
se o plné oxidovanou monoglutamatovou formu vitaminu, ktera se pouziva komercné v doplicich
stravy a k obohacovani potravin. Molekula folatu, téz znama jako tetrahydrofolat (THF), je
odvozena od 5,6,7,8-tetrahydropteryolglutamatu, ktery se sklada
z 2-amino-4-hydroxypteridinové (pterinove) casti spojené pomoci methylenové skupiny v poloze
C-6 na kyselinu p-aminobenzoylglutamovou. Pyrazinovy kruh v THF je plné redukovan
v polohach 5, 6, 7 a 8. Redukované polohy 7 a 8 se vyskytuji pouze u dihydrofolatu[4 — str.386].
Kyselina listova je popsana jako ve vodé rozpustna latka, nicméné jeji kysela forma je, na rozdil
od jeji soli, ve vodé rozpustna jen malo. Molekula THF je v roztoku nestala kvuli citlivosti
na kyslik, svétlo a extrémni hodnoty pH. Nestabilita vuci svétlu je soudrznym rysem vSech forem
folatu[4 — str.387].

Folaty lze nalézt jak v produktech rostlinného puvodu, tak i zivo¢isného, ackoli hodnoty
folatu v zivo¢i$né strave jsou az na par vyjimek nizké. Do produkti rostlinného puvodu obsahujici
vyssi davku folatu patii listova zelenina, a to predevSim Spenat, hrasek a chiest. V cerealnich
vyrobcich je nejvice kyseliny listové obsazeno v ovesnych vloc¢kach. Z ovoce sem patii predevsim
citrusové plody[3]. V zivocisnych produktech se nejvice folatu nachazi v hovézich jatrech.
Je dulezité vzit na védomi, ze pomoci tepelného zpracovani se puvodni mnozstvi folatd vyrazné
snizuje[26]. DDD se uvadi v tzv. Dietary Folate Equivalent (DEF), pro muZze a zeny od 14ti let
je DFE stanovena na 400 pug /den. U téhotnych zen a kojicich je tato davka zvySena na 500-600
ug /den. Horni limit pro kyselinu listovou byl stanoven na 1000 pg/den. Pro piirozené se

vyskytujici folat horni limit nebyl dosud stanoven. Zakladem pro stanoveni horniho limitu pro
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kyselinu listovou byly hlasené hematologické abnormality, které byly spojeny s nedostatkem
vitaminu B12[4 — str.390]. Folat je aktivné absorbovan v prvni tetin€ tenkého stieva, nasledné je
vétSina plazmatického folatu volné filtrovana v glomerulu a reabsorbovan v proximalnich
renalnich tubulech. Nadbytecny folat je vyloucen moci a télo jej neskladuje[4 — str.391].

Reakce vyuzivajici folat jsou dulezité pro metabolismus jednoho uhliku. Zahrnuji reakce,
které se ucastni riznych fazi metabolismu aminokyselin, kdy se na bunééné Grovni 5-methyl THF
primarné ucastni napf. transformace serinu a glycinu. 5-methyl THF se uplatiiuje 1 pii biosyntéze
nukleovych kyselin prostfednictvim syntézy purint a pyrimidinu [26]. Folat se také vyuziva
v methylacnich  reakcich po vytvofeni primarniho methylacniho cCinidla v téle,
S-adenosylmethioninu. V reakcich zavislych na folatech dana forma folatového koenzymu daruje
jednu uhlikovou jednotku do reakce, coz vede k regeneraci THF, ktery pak muze volné piijimat
dalsi jednouhlikové jednotky z folatové zasoby, a tak pokracovat v cyklu[4 — str.392].

Nedostatek folati zvySuje riziko rozvoje fady patologii, vcCetné aterosklerozy,
kardiovaskularnich onemocnéni, megaloblastické anémie, rakoviny a neurodegenerativnich
onemocnéni. V porodnictvi jsou spojeny piedevsim s rizikem opakovanych potratt, preeklampsie
nebo pred¢asného porodu. Nejdulezité;sim dasledkem nedostatku kyseliny listové v prokrea¢nim
véku je zvySené riziko vrozenych vyvojovych vad nejen nervového, ale 1 kardiovaskularniho ¢i
urogenitalniho systému[26].

Jak je psano vySe, nadbytek folatu je vyloucen moci, avsak je tieba zduraznit, ze prili§ vysoké
davky mohou mit také negativni dopad na organismus. ZvySené davky kyseliny listové mohou
zpusobit nespavost, podrazdéni, deprese, kozni alergické reakce nebo gastrointestinalni poruchy.
Existuji zpravy, které zduraziuji potencialni u¢inky nadmérného mnozstvi kyseliny listové béhem
téhotenstvi na respiracni problémy, které predisponuji k vyskytu astmatu[26].

2.1.8 Kobalamin (B12)

Vitamin B12, také znamy jako kobalamin, je kovovy komplex skladajici se z centralniho
iontu kobaltu spojeny 6 ligandy[27]. Zakladem je korinovy kruh, ktery je tvofen pomoci
4 redukovanych a vzajemné vazanych pyrrolovych kruht. Strukturu tohoto vitaminu muzeme
rozdélit na horni a spodni cast, kdy spodni cast, také nazyvana jako a, je
tvorena 5,6-dimethylbenzimidazolem, ktery je navazan na kobalt pomoci jednoho ze svych
dusikt. Na horni ¢ast, B, muze byt navazana methyl-, adenosyl-, akva-, hydroxy- nebo kyano-

skupina, podle které nasledné odvozujeme nazev formy vitaminu [28].
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Veskeré formy vitaminu B12 vznikaji primarné mikrobialni syntézou. Vétsina druhu bakterii
a fas jsou schopny syntetizovat vitamin B12, ktery maze poté vstoupit do potravinového fetézce.
K produkcei tohoto vitaminu dochazi predev§im u bylozravcu fermentaci v gastrointestinalnim
traktu. Razné formy vitaminu B12 jsou nasledné absorbovany a inkorporovany do tkani téchto
zvirat, které se stavaji bohatym zdrojem vitaminu B12. Jedna se predevSim o jatra, ve kterych je
vitamin B12 skladovan ve vysokych koncentracich. Masozravci, poptipadé vSezravci ziskavaji
tento vitamin ve stravé ztkani nebo produkttu bylozravych zvitat (napt. mléko, maslo, syr
a vejce)[29]. Doporucena denni davka pro muze a zeny je stanovena na 2,4 pg. Pro t€hotné zeny
je tato davka zvySena na 2,6 ug[30]. Po vstiebani je velké mnozstvi vitaminu ulozeno
v jatrech[31].

Jakmile je kobalamin metabolizovan, ucastni se jako kofaktor mnoha biochemickych
reakcich, jako je napfiklad konverze propionylu na sukcinyl koenzym A, syntéza methioninu
z homocysteinu nebo pii DNA syntéze. Kobalamin se v téchto reakcich mize vyskytovat
v raznych formach, napf. jako 5'-deoxyadenosylkobalamin v methylmalonyl-CoA-mutaze, ktera
katalyzuje preménu methylmalonylu-CoA na sukcinyl-CoA, coz je mezistupen pii konverzi
propionatu na sukcinat béhem oxidace mastnych kyselin s lichym po¢tem uhlikii a katabolismu
ketogennich aminokyselin [4 — str.422-423].

Deficit vitaminu B12 je v dneSni dobé velmi vzacny, jelikoz jaterni zasoby (<1,5 mg)
dokazou vydrzet az na 5-10 let diky enterohepatalnimu cyklu, kdy je kobalamin vylucovan zluci
a nasledné je reabsorbovan v tenkém stievé[31]. NejCast€jsi pricinou klinického nedostatku
vitaminu B12 je malabsorpce. Nedostatek B12 ma vyrazné patofyziologické ucinky
na krev/krvetvorbu, nervovy systém a dal$i organy. Nejvyrazné€sim dopadem nedostatku je
megaloblastické anémie, ktera je zpusobena naruSenim syntézy DNA, které vede ke zpomaleni
déleni prekurzora erytrocytu. Deficit ovliviiujici nervovy systém vede k demyelinizaci neurond,
kdy primarnim projevem je demyelinizacni syndrom postihujici centralni 1 periferni neurony[32].
Postizena muze byt i myelinizace motorickych vlaken. Novéjsi dikazy naznacuji, ze nedostatek
vitaminu B12 maze pfispivat k riziku vaskularniho onemocnéni spojeného se zvySenymi
hladinami homocysteinu v krvi [33]. Mimo jiné se jesté diskutuje o rakoviné (pfedevsim rakoviné
prsu), defektech neuralni trubice (spina bifida, anencefalie) Ci osteoporoze. Nedostatek B12 také
muze hrat roli v rychlosti nastupu klinického AIDS v dusledku infekce HIV[4 — str.429-434].

Predavkovani vitaminem B12 je témér nemozné, jelikoz je nadbytek vylouCen moci. Pii

zvySeném podani vitaminu B12 dochazi 1 ke zhorSenému zpétnému vstiebani.
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2.2 Metody stanoveni vitaminu B

Instrumentalni analytické metody, které slouzi pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu, museji
v soucasné dobé spliiovat celou fadu naro¢nych kritérii, protoze je kladen stale vétsi duraz na
dostatecnou spolehlivost vysledku. S ohledem na rostouci pozadavky dosahovat stale nizSich
mezi stanovitelnosti, vy$$i presnosti 1 spravnosti vysledkd, je nezbytné pouzivat analytické
metody s co nejvyssi specifitou, aby bylo mozné co nejvice odliSit odezvu analytu od
interferujicich sloucCenin z matrice vzorku, coz je vyznamné napi. v pripad€ analyz ve vodé
rozpustnych vitamini v komplikovanych ptfirodnich matricich (potraviny, biologické vzorky aj.).
Vzhledem k nizkym a/nebo rozdilnym koncentratnim hladinam, interakcim s jinymi
slouCeninami (napf. proteiny, fosfaty, ...), pfitomnosti ruznych biologicky aktivnich forem
(vitamert) ¢i chemické nestabilité, je nutné, aby piiprava vzorku zahrnovala co nejméné operaci,
trvala co nejkratSi dobu a vlastni chemicka analyza byla provedena nejlépe pomoci jedné
analytické metody [34].

Jedna z metod pro stanoveni vitaminu rozpustnych ve vodé je zaloZzena na mikrobiologické
analyze (tzv. MBAs) spocivajici v rychlosti rustu druhu mikroorganismu, ktery ve svém
metabolismu vyuziva stanovovany vitamin. Tato metoda vSak vykazuje nedostatecnou
specificnost a selektivitu pro vitamery. Navic je tato metoda ¢asove narocna, slozita a vykazuje
nizkou presnost[34].

Mezi  dal§i pouzivané metody patii chemiluminiscence, spektrofotometrie,
radioimunoanalyza, fluorimetrie a kapilarni zonova elektroforéza.[34-36].

V posledni dobé je nejvice se rozvijejici metodou stanoveni vitamini komplexu B
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS), a to pfedevSim pro
vyhodu moznosti detekce vétSiny vitamind v jediné analyze, potfeby malého objemu vzorku
(Jednotky az stovky mikrolitr) a s velice vysokou mirou spolehlivosti stanoveni. Tyto benefity
predstavuji velky pokrok oproti metodam, u kterych musely byt vitaminy stanovovany

individualné nebo ve vice skupinach.
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie

Tab. 1: Standardy a vnitini standardy.

Sloucenina Kategorie CAS Cistota Zkratka
Thiamin hydrochlorid Standard 67-03-8 CRM B1
Riboflavin Standard 83-88-5 CRM B2
Niacin Standard 59-67-6 CRM B3
Niacinamid Standard 98-92-0 CRM B3-AM
Kyselina pantothenova Standard 137-08-6 CRM B5
Pyridoxin hydrochlorid Standard 58-56-0 CRM B6
Kyselina 4-pyridoxova Standard 82-82-6 CRM B6-acid
Biotin Standard 58-85-5 CRM B7
Kyanokobalamin Standard 68-19-9 CRM B12
Kyselina nikotinova -1*C¢  Vnitini standard ~ 1189954-79-7 N.A. VS-B3
Pantothenat vapenaty-'>C¢  Vnitini standard N.A. >97 % VS-B5
Biotin-(ring-6,6-d2) Vnitini standard 1217481-41-8 >97 % VS-B7

Acetonitril — Cistota pro LC-MS > 99,9 % (Merck)

Metanol — Cistota pro LC-MS > 99,9 % (Sigma-Aldrich)

Kyselina mravenci — Cistota pro LC-MS = 98 % (Sigma-Aldrich)

Mravencan amonny — Cistota pro LC-MS > 99 % (Sigma-Aldrich)

Siran zinec¢naty heptahydrat — Cistota pro LC-MS = 99 % (Sigma-Aldrich)

Deionizovana voda vyrobena pristrojem Water purification systém Smart2Pure (Thermo)

Krev obratlovcu (ZOO Praha)

3.2 Pristroje a spotiebni material

Kapalinovy chromatograf: UltiMate 3000 (Thermo)

Chromatografické kolona: Thermo Acclaim C30 (150x2.1 mm; 3 pm)

Hmotnostni spektrometr: VelosPro vybaveny vyhiivanym elektrosprejem (Thermo)
Analytické vahy: MS105DU (Mettler Toledo)

Vyrobnik deionizované vody: Water purification systém Smart2Pure (Thermo)
Analogovy vortexovy mixér 945304 (VWR)

Automaticka davkovaci pipeta BioPette Plus o objemu 10-100 ul (Labnet)
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e Automaticka davkovaci pipeta BioPette Plus o objemu 20-200 ul (Labnet)

e Automaticka davkovaci pipeta BioPette Plus o objemu 100-1000 pl (Labnet)

e Automaticka davkovaci pipeta Transferpette S o objemu 1-10 ml (Brand)

e Sklenéné davkovaci sktiikacky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul (Hamilton)

e Odmérné sklo, tiida presnosti A (Fisherbrand)

e Spotfebni material: plastové S$picky, krimpovaci vialky z ¢irého skla s hlinikovym
uzavérem a septem pryz/teflon, plastové mikrozkumavky Safe-lock o objemu 0,5 ml
(Eppendorf)

e Zpracovani vysledku bylo provedeno v programu Microsoft Excel 2020

3.3 Prevoz a uskladnéni vzorku krve

Pro stanoveni vitamini B byla pouzita plna krev obratlovcu z prazské zoologické zahrady
hlavniho meésta Prahy. Krev byla odebirana zvifatim pii veteritarnich prohlidkach nebo
lékarskych zakrocich na la¢no do odbérovych zkumavek VACUETTE obsahujici antikoagulacni
¢inidlo K2EDTA (Dialab). Nasledné byly tyto vzorky ulozeny do tekutého dusiku a byly
pfevezeny na Pfirodovédeckou fakultu Jihogeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich, kde byly
uskladnény v hlubokomrazicim boxu pii teploté¢ -70 °C. Vzorky byly odebirany v obdobi
od 11. kvétna roku 2021 do 24. ¢ervna roku 2021. Podrobnosti ohledné datumu odbéru, prevozu

a méfeni jsou uvedeny v Tab. I v piiloze.

3.4 Priprava roztoku

3.4.1 Priprava mobilnich fazi

Mobilni faze A (MF-A) byla pfipravena navazenim 0,6306 g mravencanu amonného,
navazka byla kvantitativné pfevedena do odmérné bariky (1000 ml) a rozpusténa v deionizované
vodé obsahujici 175 pul kyseliny mravenci (pH 4.0) do celkového objemu 1000 ml. Mobilni faze
A byla uchovavana pii laboratorni teploté po dobu max. 2 dni.

Mobilni faze B (MF-B) byla pfipravena navazenim 0,6306 g mravencanu
amonného, navazka byla kvantitativné prevedena do odmérné baiky (1000 ml) a rozpusténa
v deionizované vodé obsahujici 1750 pl kyseliny mravenci (pH 3.0) do celkového objemu

1000 ml. Mobilni faze B byla uchovavana pii laboratorni teploté po dobu max. 2 dni.
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Mobilni faze C (MF-C) byla pfipravena navazkou 0,0568 g mravencanu amonného, ktera
byla nasledné kvantitativné prevedena do odmérné banky (100 ml), do které bylo piidano 10 ml
mobilni faze B a doplnéno acetonitrilem do celkového objemu 100 ml. Mobilni faze C byla

uchovavana pii laboratorni teploté po dobu max. 4 dni.

3.4.2 Piiprava pracovnich roztoku standardi

Smésny pracovni roztok 9 standardu o koncentraci 10 mg/l (ST-B) byl pfipraven
odpipetovanim individualnich zasobnich roztoku standardd (ST-A) podle Tab. 2. do odmérné
baiky (10 ml) a doplnénim metanolem po rysku. Roztok ST-B byl uchovavan v chladnicce pii

teploté 7 °C po dobu max. 2 dni.

Tab. 2: Piiprava roztoku ST-B.

Sloucenina Objem Celkovy objem  Koncentrace
[d] [ml] [mg/1]
Niacin 96,4 10
Thiamin hydrochlorid 98,8 10
Pyridoxin hydrochlorid 100 10
Kyselina pantothenova 98,1 10 10
Kyanokobalamin 82,7 10
Biotin 77,8 10
Niacinamid 98 10
B6-acid 963 10
Mobilni faze A 5900 -

Smésny pracovni roztok o koncentraci 1 mg/1 (ST-B) byl pfipraven analogicky jako roztok
ST-B dle Tab. 3 jen s tim rozdilem, Ze jako rozpoustédlo byla pouzita MF-A. Roztok ST-B byl

uchovavan v chladnicce pii teploté 7 °C po dobu max. 2 dni.

Tab. 3: Piiprava roztoku ST-C.

Slougenina Objem Celkovy objem  Koncentrace
[ml] [ml] [mg/l]
ST-B 1
Mobilni faze A 9 10 !
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3.4.3 Piiprava pracovniho roztoku vnitinich standardua
Pracovni roztok vnitinich standardia (VS-B) byl pfipraven odpipetovanim individualnich
zasobnich roztoku vnitinich standarda dle Tab. 4. Roztok VS-B byl uchovavan v chladnicce pii

teploté 7 °C po dobu max. 2 dni.

Tab. 4: Priprava roztoku VS-B.

Sloucenina Objem Celkovy objem  Koncentrace
[ml] [ml] [mg/l]
VS-B3 0,1 2
VS-B5 0,1 5 34
VS-B7 0,1 4.4
Mobilni faze A 4,7 -

3.4.4 Priiprava kalibra¢nich roztoki

Ptiprava kalibra¢nich roztoka je shrnuta v Tab. 5. Celkem bylo pfipraveno 9 koncentra¢nich
urovni. Do HPLC vialek (1,8 ml) byla odpipetovana automatickou pipetou (100-1000 ul) mobilni
faze A, poté byl pod hladinu pfidan sklenénou stiikackou Hamilton (5, 10, 25, 100, 250 a 500 pl)
roztok ST-C a nakonec bylo nad hladinu pfidano automatickou pipetou (1-100 pl) 100 pl roztoku
VS-B.

Tab. 5: Piiprava kalibra¢nich roztoka.

Uroveil Koncentrace [ug/l] Objem [ul] Celkovy
objem
Analyt VS-B3 VS-B5S  VS-B7 ST-B VS-B MF-A [nd]

1 1 200 338 436 1 100 899

2 2,5 200 338 436 2,5 100 897.,5

3 5 200 338 436 5 100 895

4 10 200 338 436 10 100 890

5 25 200 338 436 25 100 875 1000

6 50 200 338 436 50 100 850

7 100 200 338 436 100 100 800

8 250 200 338 436 250 100 650

9 500 200 338 436 500 100 400
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3.4.5 Piiprava kontrolnich roztoku

Pro provedeni kontroly pfistroje, mobilni faze (MF), roztoka standarda (ST) i vnitfnich

standardu (VS) a vzorku kvuli pfipadné kontaminaci, ktera by mohla nastat pii piipravé a/nebo

pii méfeni, byly pfipraveny 3 roztoky, jejichz ptiprava je shrnuta v Tab. 6.

Tab. 6: Piiprava kontrolnich roztoka

deni Objem [ul Celkovy objem
Oznadeni roztoku ST-B \J’S-B[u] ME-A E’Jl] J
MF 0 0 1000
VS 0 100 900 1000
ST 100 0 900

3.4.6 Priprava deproteiniza¢niho Cinidla

Deproteinizac¢ni Cinidlo bylo pfipraveno navazenim 0,4314 g heptahydratu siranu
zinecnatého do Sroubovaci sklenéné lahvicky (24 ml) s teflonovym septem, rozpusténim navazky
v 5 ml deionizované vody a pfidanim 15,7 ml metanolu. Roztok byl uchovavan v chladnicce pii

teploté 7 °C po dobu max. 2 mésice.

3.4.7 Priprava vzorki pomoci ZnSQOs/metanol

Do plastové mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml) bylo odpipetovano 33 pl vody, 33 ul
vnitiniho standardu, 100 pul krve a 166 pl deproteinizacniho ¢inidla a vzorek byl ihned vortexovan
po dobu ~10 sekund. Poté byl vzorek ulozen do ledové tfist€é po dobu 15 minut za nepfistupu
svétla. Nasledné byl vzorek odstiedén po dobu 10 minut pii téploté 5 °C pii 20 000 otackach/min.
Nakonec byl ziskany supernatant (200 ul) odpipetovan do krimpovacich vialek z Cirého skla
obsahujici 300 pul deionizované vody a vialka byla uzaviena krimpovacim vickem s teflonovym
septem. Z duvodu vysokého obsahu nikotinamidu ve vétSiné€ vzorka byl vzdy pfipraven i 100x
zifedény vzorek. Bylo odpipetovano 50 pl krve do odmeérné banky o objemu 5 ml, do které byla
pridana po rysku deionizovana voda. Postup byl dale identicky, jako je popsano vyse. Kazdy
vzorek kazdého fedéni byl piipraven ve 3 nezavislych opakovanich.

Dale byl pro kazdé fedéni pripravovan i obohaceny vzorek krve, do kterého bylo misto 33 pl
deionizované vody pridano 33 pl standardu (ST-C), slepy vzorek a kontrolni vzorek. Postup

ptipravy byl analogicky, jak je popsano v pfedchozim odstavci, rozdily byly pouze
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v pipetovanych objemech jednotlivych slozek (Tab. 7). Kazdy obohaceny 1 slepy vzorek byl

piipraven v 1 nezavislém opakovani.

Tab. 7: Shrnuti pfipravy vzorku.

Nazev vzorku Zkratka Objem [ul] Celk. objem [ul]
krev d. voda VS-B ST-C q?p.rot.
Cinidlo
IN-S 100 33 33 0 166 332
Vzorek krve 2N-S 100 33 33 0 166 332
3N-S 100 33 33 0 166 332
1IN-SS 100 0 33 33 166 332
Obohaceny 2N-SS 100 0 33 33 166 332
vzorek krve
3N-SS 100 0 33 33 166 332
100xS1 100 33 33 0 166 332
Vzorek kive 100xS2 100 33 33 0 166 332
100x zfedény
100xS3 100 33 33 0 166 332
100xSS1 100 0 33 33 166 332
Obohaceny x
vzorek krvel00x 100xSS2 100 0 33 33 166 332
redeny
aredeny 100xSS3 100 0 33 33 166 332
Slepy vzorek B-Vs 0 133 33 0 166 332
Kontrolni vzorek K-St-Vs 0 100 33 33 166 332

3.5 LC-MS/MS

Vlastni kvantitativni stanoveni jednotlivych vitamini B bylo provadéno pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci dle metody [37].

Chromatograficka separace (LC) byla provedena na kapalinovém chromatografu Thermo
fady UltiMate 3000, ktery byl slozeny ze zasobniku mobilnich fazi SRD-3600, kvartérniho
gradientového Cerpadla HPG-3400RS, autosampleru WPS-3000TRS, kolonového termostatu
TCC-3000RS a detektoru diodového pole DAD-3000RS. Hmotnostni detekce (MS) byla
provedena na hmotnostnim spektrometru Thermo fady Velos Pro vybaveného vyhiivanym
elektrosprejem HESI II a hmotnostnim detektorem pracujicim na principu linearni iontové pasti.
Cely LC-MS systém byl ovladan osobnim pocitatem pomoci pocitacovych programi LTQ Tune
Plus 2.8 a Xcalibur 4.2.47. Kompletni specifikace nejdulezitéjSich parametra chromatografické

separace 1 hmotnostni detekce je uvedena v Tab. 8.
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Tab. 8: Podminky LC/MS analyzy.

Chromatograficka kolona

MEF-A
ME-B
ME-C
Gradientovy program

Thermo Acclaim C30 (150 x 2,1 mm,

3 um)

viz. Kapitola 3.4.1
viz. Kapitola 3.4.1
viz. Kapitola 3.4.1

retenCni Cas

A[%] B[%] C[%]

[min]
0 100 0 0
5 100 0 0
LC 5 0 100 0

17 0 65 35
17 100 0 0
25 100 0 0

Prutok MF 0,4 ml/min

Tlak Cerpadla 345 bar

Teplota v prostoru autosampleru 7°C

Teplota v kolonovém prostoru 15°C

Objem nastiiku 10 ul

Doba analyzy 25 min

Typ iontového zdroje HESI

Teplota iontového zdroje 350 °C

Prutok hlavniho zmlzujiciho plynu 60 arb.

MS | Pratok pomocného zmlzyjiciho 20 arb.

plynu

Napéti na HESI kapilare +4 kV

Teplota prenosove kapilary 350 °C

Pro kvantitativni vyhodnoceni bylo nutné stanovit mez stanovitelnosti (LOQ — limit

of quantification), ktera je pro kazdy vitamin z komplexu B jina. Tato mez byla zapsana do Tab. 9.

Tab. 9: Mez stanovitelnosti pro analyzu vitaminu B v krvi.

Analyt LOQ [pg/]
Thiamin 1.4
Riboflavin 3,0
Niacin 21
Nikotinamid 17
Kyselina
pantothenova 1,9
Vitamin B6 1,5
Kyselina 4-
pyridoxova 3.3
Biotin 3,0
Kyanokobalamin 3,3
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4 Vysledky a diskuze

Dle potravové strategie zvirat byly vzorky rozdéleny do tii skupin, a to byloziavci (herbivorti),
vSezravel (omnivoii) a masozravci (karnivori). Celkovy pocet vzorku pro ucely méfeni Cini 32.
Z toho je 23 vzorku herbivoru, 2 vzorky omnivort, 6 vzorka karnivord. U vSech téchto skupin
hovotime o tfidé Savci, avSak byl zméfen jeden vzorek ze tiidy Ptaci.

Z herbivoru bylo zastoupeno dohromady 23 zvifat, a to pifedevSim chobotnatci (7x slon
indicky), sudokopytnici (1x zubr evropsky, 1x sob karelsky, 1x dikdik kirkav, 1x pfimorozec
beisa, 1x pfimorozec $avlorohy, 1x zirafa nubijska), lichokopytnici (6x kun prevalského, 1x tapir
cabrakovy) a v neposledni fadé primati (1x guereza plastikova), hlodavci (1x mara slanistni) a

zajicovci (1x kralik domaci). Pro lepsi orientaci je zastoupeni herbivort zobrazeno na Obr. 1 nize.

m Hlodavci mSudokopytnici M Chobotnatci & Lichokopytnici B Primati M Zajicovci

Obr. 1: Graficky znazornéné zastoupeni herbivoru.

Omnivoii byli zastoupeni 2 zvifaty, a to hlodavcem (1x hutie kubanska) a primatem

(1x makak vepiti). Zastoupeni je graficky znazornéno na Obr. 2.
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M Hlodavci M Primati

Obr. 2: Graficky znazornéné zastoupeni omnivord.

Posledni skupinou jsou karnivofi, ktera je zastoupena 6 zvifaty, a to Selmami (2x tygr
ussurijsky, 1x lachtan jihoafricky, 1x pes usSaty a 1x pes pralesni) a kunovci (1x dabel

medveédovity).

mSelmy ® Kunovci

Obr. 3: Graficky znazornéné zastoupeni karnivora.

Jak jiz bylo zminéno, byl zméfen i jeden vzorek ze tfidy Ptaci patfici do fadu Brodivi a
pelikani, a to volavka vlasata.
Vysledky kvantitativniho zastoupeni sledovanych vitamini B v analyzované krvi

jednotlivych zastupcu zvirat je shrnuta do piehledné Tab. 10, v€etné smérodatnych odchylek.
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Tab. 10: Vysledky* analyzy krve obratlovct, obsah jednotlivych vitamint v pg/l:

Potravova

Nazev Cesky Nazev latinsky strategie B2 B3 B3-amid B5 B6 B6-4PA B7 B12
Mara slani§tni® Dolichotis salinicola 83,0+06,9 <21,0 12000 + 1100 130,0+£ 1.4 <15 28,000+£0,062 <3,0 <33
Zubr evropsky Bison bonasus 18,0+ 1,7 <21,0 3100 =260 360+ 12 <15 <33 <3,0 <33

Slon indicky Elephas maximus 63+1,1 <21,0 290+ 17 12,00£021 <15 <33 <3,0 <33

Slon indicky Elephas maximus 5,50+0,70 <210 570+ 654 12,00£0,14 <15 <33 <3,0 <33

Slon indicky Elephas maximus 5,10+ 0,50 <21,0 2200,0 6,0 13,0£ 1,0 <15 <33 <30 <33

Slon indicky Elephas maximus 54+1.2 <210 2000 £ 96¢ 24,0+ 1,0 <15 <33 <3,0 <33

Slon indicky Elephas maximus 9,60+0,75 <210 440 £ 314 30,0+ 1.3 <15 <33 <3,0 <33

Slon indicky Elephas maximus <3,0 <21,0 230+ 334 13,0+£2,1 <15 <33 <30 <33

Slon indicky Elephas maximus <30 <210 380 214 <19 <15 5,700 = 0,095 <3,0 <33

Kun prevalského Equus przewalskii 95+1,0 <21,0 4300 £ 260 91,0+6,1 <15 <33 <3,0 <33
Kun prevalského Equus przewalskii 73+09 <210 7200 + 630 220+ 12 <15 <33 <3,0 <33
Kuin prevalského Equus przewalskii Herbivor 12,00 £0.87 <21,0 3900 + 120 260,0 £ 6,3 <15 6,90+ 0,28 b <33
Kuin prevalského Equus przewalskii 18,0+ 3,1 <21,0 3300 £+ 180 210,0£6,9 <15 <33 D <33
Kiin pievalského Equus przewalskii 7,0+£23 <210 3500 + 340 130,0+£ 4,1 <15 7,30+£0,43 <3,0 <33
Kiin pfevalského Equus przewalskii 3,50+ 0,42 <21,0 4700 £ 520 80,0+2,8 <15 <33 <3,0 <33

Sob karelsky Rangifer tarandus fennicus 70,0£2.3 <21,0 26000 £ 14000 700 + 47 <15 <33 <30 <33

Dikdik kirkiv® Madoqua kirkii 45,3 <210 4600 + 3104 245 <15 <33 <3,0 <33

Guereza plastikova Colobus guereza 470+2.6 <21,0 19000 £ 2200 <19 <15 <33 b <33
Primorozec beisa Oryx beisa 23,0+£3.3 <21,0 3700 + 26 <19 <15 15,00 £ 0,59 <3,0 <33
Primorozec $avlorohy Oryx dammah 17,0+3.7 <210 25000 + 3200 <19 <15 <33 b <33
Kralik domaci Oryctolagus cuniculus f. domesticus 35,0+3.74 <21,0 7800 £ 1200 140,0+ 4,0 <15 57,0£32 <30 <33
Tapir Cabrakovy Tapirus indicus <3,0 <21,0 3500 + 560 <19 <15 <33 <3,0 <33
Zirafa nubijska Giraffa camelopardalis cameloporardalis 13,0+ 1.14€ <21,0 1400 £ 63 81,0+ 4,0 <15 18,0+ 1.7 <30 <33
Hutie kubanska Capromys pilorides Omnivor 16,0 £1,74¢ <210 620+ 29 950 + 20 <15 <33 <3,0 <33
Makak vepti Macaca nemestrina <3,0 <21,0 16000 £ 2000 <19 <15 5,90+0,57 <30 <33
Lachtan jihoafricky Arctocephalus pusillus 16,0 £ 0,54 <21,0 1800 + 37 8,50+£0,71 <15 <33 <30 <33
Dabel medvédovity Sarcophilus harrisii 14,0+2.2 <210 5900 £ 250 260,0 £ 6,7 <15 <33 <3,0 <33
Tygr ussurijsky Panthera tigris altaica 120+£1.2 <21,0 71,0+ 144 <19 <15 <33 <30 <33
Tygr ussurijsky Panthera tigris altaica Kamivor 19,00 £0,31 <210 61,0+2.74 <19 <15 <33 <30 <33
Pes usaty Otocyon megalotis 60,0£2,2 <21,0 2400 £ 340 8%%(’;%:& <15 <3,3 <30 <33

Pes pralesni Speothos venaticus 38,0+£3.9 <21,0 7200 =230 28,00£080 <15 <33 <3,0 <33

Volavka vlasata Ardeola ralloides Ptaci 130 +13 <210 570 +29* 440,0+22 <15  2200+0,92 <30 <33
*Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér ze 3 opakovani + smérodatnd odchylka
A nestandardné vysokd vytéZznost P kontaminace
Byysoky rozptyl E maly pocet replikatii 23

€ mimo rozsah kalibrace



4.1 B1 - thiamin

Vysledky obsahu vitaminu B1 nemohly byt z divodu nevyhovujici spolehlivosti vysledku
prezentovany. Analyzou obohacenych vzorkd, které byly pfipravovany v ramci kazdého méfeni
a slouzi pro prubéznou kontrolu procesu piipravy vzorka i vlastni analyzy, bylo totiz ve vSech
ptipadech zjisténo nékolikanasobné prekroceni ocekavanych hodnot obsahu vitaminu BI.
Parametr spravnosti hodnoceny jako vytéznost v % dosahoval hodnot v fadu nékolika stovek
procent, pficemz idealni hodnotou je 100 % a akceptovatelny rozsah na danych koncentracnich
urovnich vfadu stovek pg/l ¢ini 80 — 110 %[38]. Kontaminace vnitiniho standardu c¢i
kontaminace v prubéhu pfipravy nebo z pfistroje standardem analytu ¢i smésnym standardem
analytu byla vyloucena, protoze vSechny vysledky pfislusnych kontrolnich vzorka (MF, VS i B-
Vs) byly dle ocekavani negativni. Jelikoz je thiamin difosfat pfitomen vyhradné v erytrocytech
[39], byly vyzkouseny dva rizné parametry postupu piipravy vzorku k analyze, které mohou
ovliviiovat mechanické naruseni bunék/erytrocyti. Divodem pro toto rozhodnuti byl pfedpoklad,
ze lyza erytrocytu neni provedena uplné a ze v prubéhu dalSich operaci v ramci piipravy vzorku
dochazi k dalSimu vyraznému a nerovnomérnému uvolfiovani tohoto analytu.

Prvni pokus spocival vhodnoceni vlivu doby vortexovani realnych vzorku krve
v eppendorfce po pfidani deproteinizacniho Cinidla. Vzorky byly vortexovany po dobu 15, 30, 45
a 60 sekund. Nasledné byly vzorky pfipraveny dle standardniho postupu. Vysledky vytéznosti
vSech vzorku se vSak bohuzel 1 pfes riznou dobu vortexovani stale pohybovaly na obdobnych
nadlimitnich Grovnich.

Druhy pokus spocival v hodnoceni vlivu pritomnosti sklenénych kulicek o rozméru 0,1 mm
(BioSpec Products, Inc.) napomahajici naruseni bunék pii vortexovani realnych vzorku krve
v eppendorfce po pridani deproteinizacniho ¢inidla. Vzorky byly zvortexovany opét po dobu 15,
30, 45 a 60 sekund, ale i pf1 pouziti sklenénych kuli¢ek se vysledky vytéznosti stale pohybovaly
v fadu stovek procent.

Thiamin je obecné jeden z vitamint, ktery se v téle velmi $patné uklada. Savci mohou zasoby
vitaminu B1 vycCerpat béhem 1 az 2 tydnu. Diky tomuto kratkému ¢asovému useku je rozvoj
nedostatku tohoto vitamind relativné rychly. Nedostatek vitamind u pfezvykavcu je doprovazen
slabosti, ktera se nejprve projevi Spatnou koordinaci nohou (zejména prednich koncetin),

neschopnosti vstat a stat, dale nechutenstvim, t€zZkym priijmem nasledovanym prijmem vedoucim
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k smrti. Nejvice nachylna k neuromuskularnim G¢inkim nedostatku thiaminu je drubéz oproti

saveum[40 — str.289].

4.2 B2 —riboflavin

Obsah vitaminu B2 se u v§ech pozorovanych zvifat vyskytuje v fadech od jednotek do desitek
ng/l s vyjimkou volavky vlasaté, kde je vfadu stovek. Tato pomeérné vysoka koncentrace
(130 pg/l) muze u volavky souviset s riboflavinovym nosicovym proteinem (RCP), ktery se
vyskytuje predev§im v obéhu ptakd snaSejicich vejce (tedy s vyjimkou nedospélych kurat a
dospélych kohoutu)[41]. Kromé ptaku byly nalezeny speficické pienaSeCové proteiny i v séru
z biezich krav a potkana, lidské fetalni krvi a déloznich sekreti u prasete[40 — str.316].
Riboflavin, podobné jako thiamin, je obsazen v Cervenych krvinkach, nicméné€ u nosnic je
vyzna¢nym indikatorem koncentrace riboflavinu vajecny bilek[40 — str.339].

U herbivora se vysktuji 2 pfipady, u kterych vSak bylo pfipraveno méné replikati z davodu
malého objemu krve. Bylo to u mary slanistni z fada hlodavcu, u které bylo k dispozici mnozstvi
krve na 2 replikaty a dikdik birkuv z fadu sudokopytniki, u kterého mohl byt realizovan dokonce
pouze 1 replikat. Mimo maly pocet replikati se u herbivori vyskytla nestandardné vysoka

vytéznost u kralika domaciho z fadu zajicovc.

4.3 B3 — nikotinamid

U nikotinamidu bylo pozorovano nejvice nestandardné vysokych hodnot vytéznosti,
vysokych rozptyli a obsahi mimo rozsah kalibrace. Vzhledem k organiza¢nim davodam pii
méfeni vzorku vSak byly tyto skutecnosti zjiStény az piili§ pozde po analyze vzorku, takze nebylo
mozné provést vhodné fedéni vzork a jejich nasledné zméteni a ani nebylo k dispozici dostatecné
mnozstvi vzorka pro provedeni zcela novych analyz. Spolehlivost téchto vysledku je tedy snizena,
ale tyto vysledky jsou oznaceny, smeérodatné odchylky jsou uvedeny a prumérné hodnoty
prepocteny s ohledem na prislusné hodnoty vytéznosti.

Nikotinamid je pritomem ve vSech potravovych kategorii. Tento vitamer se objevuje at’ uz
v fadech desitek pug/l, tak i v mnozstvich 1000x vyssich. Nejnizs$i hodnoty byly zjistény u tygru
ussurijskych z fadu Selem (61 pg/l a 71 pg/l). Divodem by mohl byt fakt, ze konkrétné u kocky
byla zjisténa vyssi (30-50x) aktivita karboxylazy kyseliny pikolinové, coz je vedlejsi produkt
rozkladu tryptofanu. Kocka, ktera ma tohoto enzymu nadbytek takpravdépodobné nema dostatek

volného tryptofanu pro jeho pfeménu na niacin a nikotinamid[40 — str.355]. Nizsi koncentrace
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byly naméfeny 1 u vétSiny slonu, kromé dvou jedinci, samice Gulab (¥*1959) a mladéte Rudolfa

— Rudy (*2016).

4.4 BS — kyselina pantothenova

Kyselina pantothenova, vitamin BS5, je hojné zastoupena jak v potravinach zivoc¢isného, tak 1
rostlinného puvodu. Proto je tento vitamin zastoupeny jak u karnivorq, tak 1 herbivora v fadech
od jednotek do stovek pg/l. Nenizsi hodnota byla pozorovana u lachtana

jihoafrického (8,50 pg/l), dale pak u slona indického (12,00 ug/l).

4.5 B6 a kyselina 4-pyridoxinova

Vitamin B6 nebyl kvantifikovan v zadném vzorku. Kyselina 4-pyridoxinova, degradacni
produkt vitaminu B6, nebyla detekovana u zadného z karnivor a u zna¢né casti herbivoru.
Nejvyssi koncentraci tohoto metabolitu muzeme pozorovat u kralika domaciho ¢ u volavky
vlasaté. Vysoka koncentrace u kralika by mohla byt zapiicenéna aktivitou aldehydoxidazy[42],
ktera preménuje pyridoxal pravé na kyselinu 4-pyridoxovou([43]. Z duvodu piibuzenského vztahu
s kralikem by se dala ocekavat vyssi koncentrace kyseliny 4-pyridoxinoveé 1 u mary slanistni. U té
byly zméfeny pouze 2 replikaty, nicméné i tak Ilze konstatovat, ze je hladina
kyseliny 4-pyridoxinové ve vzorcich krve mary slanistni pravdépodobné vyssi v porovnani

s ostatnimi herbivory.

4.6 B9 — kyselina listova

Vitamin B9 nebyl méfen z divodu nemozné validace této metody pro vitamin B9 z davodu

prili§ nizkych hodnot vytéznosti.

4.7 Ostatni vitaminy

V piipadé vitaminu B3 — kyselina nikotinova, B6, B7 a B12 byly jejich obsahy ve vzorcich
analyzované krve pod mezemi stanovitelnosti této metody (viz Tab. 9). U vitaminu B7 a B12 se

v literatute uvadi koncentrace v krvi nebo krevnim séru v fadech stovek pg/ml[44].
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S Zavér

V teoretické Casti této bakalaiské prace jsou prehledné shrnuty nejdulezitéjsi informace o
vSech vitaminech komplexu B, jejich chemicka struktura, fyzikalné-chemické vlastnosti, hlavni
zdroje v potravé, doporucenné denni davky, jejich role v organismu a projevy nedostatku ¢i
nadbytku téchto vitamint. Dale jsou zde stru¢né zminény 1 ruzné moznosti jejich kvantitativni
analyzy.

Metodicka Cast je zaméiéna predev§im na kvalitativni a kvantitativni stanoveni vitamina
komplexu B v krvi vybranych zvifat pomoci LC/MS. Je zde popsano, jak byly vzorky krve
ziskavany, prevazeny a uchovavany a nasledné i samotna piiprava a zpracovani krve na vlastni
analyzu jednotlivych vitaminu.

Cilem prace bylo aplikovat nové vyvinutou metodu stanoveni obsahu vitamini komplexu B
v krvi na vybrané zivoCichy a jejich vyhodnoceni. Ve spolupraci se zoologickou zahradou
hlavniho mésta Prahy bylo ziskano pies 50 vzorku krve ruznych zvifat, které mohly byt rozdéleny
podle jejich potravinové strategie na herbivory, karnivory a omnivory.

Z vitamini komplexu B byly v krvi stanoveny obsahy vitamind B1, B2, B3-amid, B5
a kyseliny 4-pyridoxinové. U ostatnich vitamini (B3-kyselina nikotinova, B6, B7, B12) bylo
jejich mnozstvi v krvi pod mezi stanovitelnosti pouzité metody. U vitaminu B1 byla prokazana
nedostatecna spolehlivost vysledku vlivem pfili§ vysoké vytéznosti obohacenych vzorku, a proto
nejsou v praci uvedeny.

Na zavér bylo provedeno hodnoceni obsahu vitaminu B u jednotlivych zvifat rozdélenych
podle jejich potravinové strategie. Ve vSech vzorcich jednozna¢né dominuje
B3-nikotinamid, ktery se nachazi v krvi vSech jedinci v pifevazné vétSsiné ve vysokych
koncentracich. Hojné€ zastopeny je i vitamin B2. V pfipadé kyseliny 4-pyridoxinové nebyla
detekovana v zadném vzorku karnivori ve srovnani s nékterymi jedinci herbivoru nebo
omnivord. Obecné lze konstatovat, ze vyskyt vitamind komplexu B je pomérné variabilni
v zavislosti nejen na potravinove strategii, ale predev§im mezidruhoveé a pro hlubsi zavéry by bylo

potiebné zmérit vyskyt a obsah téchto vitamint na vét§im a druhové $ir§im vzorku jedinca.
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7 Seznam symboli a zkratek

4-PA
AIDS
ATP
B-Vs
CAS
Celk.
CoA
CRM
D.

DDD
DEF
Deprot.
DNA
EFSA
ESI
FAD
FMN
HESI
HIV
IL-1B
IL-4
K-St-Vs
LC
LC/MS
LC-MS/MS
MF

MS
NAD
NADPH
NE
NIACRI1

kyselina 4-pyridoxova

syndrom ziskaného selhani imunity
adenosintrifosfat

slepy vzorek

chemical abstract service

celkovy

koenzym A

certified reference material
deionizovany/a

doporucena denni davka

dietary folate equivalent
deproteinizaéni

kyselina deoxyribonukleova
evropsky urad pro bezpecnost potravin
ionizace elektrosprejem
flavinadenindinukleotid
flavinmononukleotid

1onizace vyhfivanym elektrosprejem
virus lidské imunitni nedostateCnosti
interleukin 1

interleukin 4

kontrolni vzorek

kapalinova chromatografie

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnstni detekci

mobilni faze

hmotnostni detekce
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
niacin ekvivalent

receptor hydroxykarboxylové kyseliny 2
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PABA

PLP

PMP

PNP

ST

Tu lymfocyt
THF

TPP

VS

kyselina 4-aminobenzoova
pyridoxal-5'-fosfat
pyridoxamin-5'-fosfat
pyridoxin-5'-fosfat
standard

pomocny (helper) lymfocyt
tetrahydrofuran
thiamindifosfat

vnitini standard
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8 Prilohy

8.1 Priloha A

Tab. I Zpracované vzorky krve bezobratlych zvifat z prazské ZOO.

Zviie Jméno Datum odbéru Datum prevozu IC Datum méfeni
Zirafa nubijska* Eliska 06.05.2021 11.05.2021 1 17.08.2021
Makak vepii X 03.05.2021 11.05.2021 2 16.08.2021
Kralik domaci Dom 07.05.2021 11.05.2021 3 16.08.2021
Kun pievalského Karo P 03.05.2021 11.05.2021 4 17.08.2021
Tapir Cabrakovy Niko 07.05.2021 11.05.2021 5 16.08.2021
Antilopa vrana* X 30.04.2021 11.05.2021 6 18.08.2021
Kun pievalského X 03.05.2021 11.05.2021 7 17.08.2021
Lachtan jihoafricky Meloun 06.05.2021 11.05.2021 8 18.08.2021
PiimoroZec beisa Xena 05.05.2021 11.05.2021 9 16.08.2021
Pes pralesni X 04.05.2021 11.05.2021 10 17.08.2021
Kun pievalského Yper 11.05.2021 14.05.2021 14 06.08.2021
Slon indicky Gulad 13.05.2021 14.05.2021 16 06.08.2021
Sob karelsky FFL 14.05.2021 14.05.2021 17 06.08.2021
Kun pievalského Yzop 11.05.2021 14.05.2021 20 06.08.2021
Kun pievalského Haza 18.5.2021 21.05.2021 21 12.08.2021
Kun pievalského Jessica 18.05.2021 21.05.2021 22 12.08.2021
Guereza plastikova Lucie 19.05.2021 21.05.2021 23 12.08.2021
Oryx Savlorohy X 17.05.2021 21.05.2021 25 12.08.2021
Lachtan jihoafricky Nebr 27.05.2021 28.05.2021 26 05.08.2021
Slon indicky Tamara 23.05.2021 28.05.2021 28 05.08.2021
Slon indicky Lacuna 23.05.2021 28.05.2021 29 13.08.2021
Slon indicky Auknor 28.05.2021 28.05.2021 31 13.08.2021
Dabel medvédovity Nutmag 26.05.2021 28.05.2021 34 05.08.2021
Mara slanistni X 25.05.2021 28.05.2021 35 13.08.2021
Slon indicky Janita 28.05.2021 28.05.2021 36 13.08.2021
Slon indicky Shanty 28.05.2021 28.05.2021 37 04.08.2021
Tygr ussurijsky Raja 05.06.2021 07.06.2021 38 10.08.2021
Volavka vlasata X 07.06.2021 07.06.2021 39 10.08.2021
Tygr ussurijsky Igor 05.06.2021 07.06.2021 40 10.08.2021
Slon indicky Rudi 02.06.2021 07.06.2021 41 10.08.2021
Tapir Cabrakovy* Niko 09.06.2021 15.06.2021 42 18.08.2021
Pes usaty Rx 11.06.2021 15.06.2021 43 11.08.2021
Zubr evropsky Prixi 15.06.2021 15.06.2021 44 11.08.2021
Hutie kubanska X 11.06.2021 15.06.2021 45 11.08.2021
Dikdik kirkav X 15.06.2021 15.06.2021 46 11.08.2021
Zebu zakrsly* Pavel 22.06.2021 24.06.2021 47 18.08.2021

*krev byla analyzovdna, nicméné bez reprodukovatelného vysledku



