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Mastné kyseliny

docosahexaenoic acid (22:6n-3), DHA
AR89 docosahexaenoic acid

Struktura mastnych kyselin

- Casto trivialni nazvy

- polohovéa/geometricka izomerie 22:6  nebo 22:6

Vyznam mastnych kyselin

strukturalni (vlastnosti membran)
energeticky (1 g TAG ~ 38 kJ)
izolacni (TAG-termoregulace/SPL-el./CER-HOH)

prekurzory pro dalsi latky (signalni molekuly, ligandy, acylace...)
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vyznam analyz mastnych kyselin
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Analyzy mastnych kyselin

klinicky vyznam
Metabolické pochody
patofyziologie metabolismu FA
- mt poruchy FA transportu/oxidace (Houten 2016)
- deficience pfijmu EFA - GIT(Holman 1998)
- peroxisomalni poruchy (Lagerstedt 2001)
jiné metabolické poruchy (viz dale)
FA jako markery
nutricni parametry (EPA+DHA/tFA/PA) (Arab 2003)
Klasifikacni metody
- bakterialni kmeny (SHERLOCK®....)
- analyzy potravin o
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MATRICE

(v.cem budeme mastne kyseliny analyzovat?)
.  Typ matrice

Klasické matrice |
- nejCasteji: serum/plazma (Akinyemi 2016)
- erytrocyty (ERY) (Demmelmair 2012)
- sucha krevni kapka (Gunash 2019, Harris 2016)
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MATRICE

(v.cem budeme mastne kyseliny analyzovat?)
.  Typ matrice

Klasické matrice ll

- tkané: tukova tkan

- profil FA: lokalizace - subc~visc (Garaulet 2001)

~ X epikard (Hjelmgaard 2018, Pezeshkian 2013

neexistuje jednoduchy vztah mezi profilem NEFA a FA tukové tkané

(Hodson 2008, Walker 2015)

- dalsi tkané: jaterni ...
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MATRICE

(v.cem budeme mastne kyseliny analyzovat?)
.  Typ matrice

Klasické matrice lll

- materske miéko (Garaulet 2001)

laktaCni stadium: kolostrum x prechodné x zralé mleko

(da Costa 2016, Dai 2020)
stafi novorozence: predcasny porod x v terminu (Bitman 1983)
dieta matky (Codinin 2020)

- vzorky diet/potravin, PEN, dietni doplnky ...

Méneé casté matrice

- sliny (Neyraud 2017), usni maz (Stransky 2011), moc (Ukolov 2015),
zluc (van Berge Henegouven 1987), stolice — SCFA (Primec 2017) Q"’



MATRICE

(v.cem budeme mastne kyseliny analyzovat?)
Il. Limitace matrice — odraz metabolickych pochod

plazma/sérum - lipidové celkové extrakty = suma efektu

vice odrazi vliv diety nez jednaotlivé lipidove tridy (Furtado 2019)

plazma/sérum - jednotlive lipidove tridy

PL — eliminace vlivu postprandialnich TAG

|épe odrazeji stav bunécnych membran

hlavné PC, nutnost dé€leni: TLC, SPE (Burdge 2004)
CE - vice vliv diety, LCAT, CETP (Brenna 2018)
NEFA - ?? korelace k tukové tkani (Walker 2015)

minoritni — separace x selektivni reakce pro detekci
X pfimé lipidomickeé analyzy (HPLC)
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MATRICE

(v.cem budeme mastne kyseliny analyzovat?)
Limitace matrice — odraz metabolickych pochod

Profil FA v ruznych matricich

mono n6 poly n3 poly
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FFQ ADIPOSE PLASMA CE TG+FFA

Furtado 2019
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MATRICE

(v.cem budeme mastne kyseliny analyzovat?)
Il. Limitace matrice — odraz metabolickych pochodii

ERY PL
vice druhtl PL = pfesnéjSi pohled na slozeni membran (Mawatari 2004)
delSi obrat fetézcu FA (Brenna 2018)

x jednotlivé FA se liSi: (PA x EPA)

Plasma Phospholipids

oxidace matrice v preanalytické fazi Hb

Healthx group n= 5)
Low HbAlc group n=20;
High HbAlc group (n=19

Phosphol ipids/Sphingomyelin (area/area)

PC LPC SM PE

Mawatari 2004 Brenna 2018



MATRICE

(v.cem budeme mastne kyseliny analyzovat?)
Il. Limitace matrice — odraz metabolickych pochodii

i

tukova tkan

dlouhodobé ukladani TAG mésice/roky
(Spalding 2017, Arner 2011)

rozdilna mobilizace FA (Raclot 1997)
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sucha krevni kapka

nejjednodussi sbér x sumace nejvice vlivu
(Marangoni 2007,Gunash 2019)
pro analyzu PUFA nutno stabilizovat (Liu 2014)

EPA+DHA(%Fatty acid)

Original 5Shrs 2weeks 4weeks O9wreks
Storage periods




MATRICE

(Jake mastne kyseliny budeme analyzovat?)

lIl. Limitace matrice — mnozstvi

dostupnost matrice
plazma: CE, TAG,PL (stovky uL) > NEFA > celkoveé FA (desitky uL)

tkané: podle obsahu/lipidové tridy
sliny (jednotky mL) > tukova tkan (PL) ... ERY PL >> tukova tkan (TAG)

tvp preanalytické faze
LLE x TLC x SPE

analvyticka platforma
HPLC-UV > HPLC-DAD > GC-FID > GC-MS > LC-MS

V. Limitace matrice — odbeér

cirkadianni rytmy/postprandialni faze/stres (NEFA, TAG)
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oxidace matrice, obsah HOH (krevni skvrny) Q



MATRICE

(Jake mastne kyseliny budeme analyzovat?)
V. Limitace matrice — komplexnost FA

celé molekuly x profil FA fetézcu
lipidomika (UHPLC-MS) profilové analyzy (GC)
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PC(36:2) 786.6001
PC(36:4) 782.5657
PC(36:5) 780.5495

PC(38:4) 810.5982

pouze pocet poloha+konfigurace

DAG(18:1/18:0) 640.5840 dVOjn}’/Ch - dVOjn)’/Ch vazeb
TAG(16:0/18:1/18:2) 974.7848 vazeb e

TAG(18 ) 900.8008 iZzo mery 18:1, 18:2 ¢,
TAG(16 8:1) 876.8012 %C:D:;

TAG(18:3/18:1/20:0) 928.8256



MATRICE

(Jake mastne kyseliny budeme analyzovat?)
V. Limitace matrice — komplexnost FA

délka retézce FA

LC-MS
derivatizace
po extrakci

caste
kontaminace

GC-FID
derivatizace QC-MS
po extrakci derivatizace
<astd po extrakci
caste

kontaminace

__———C20:2n6

C20:3n9
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PREANALYTICKA FAZE

(kroky pred vlastni analyzou)
Odbér matrice

plazma/ERY

plazma (chelatace Me?*) > sérum;

RBC: promyti PBS (pfitomen Hb)/ lyza HOH (Hb oddélen - ,ghosts®)

uchovavat v chladu (hydrolyza lipidt) do dalSiho zpracovani

stabilita matrice
degradace vlivem O,:
oddéleni Hb pro analyzy ERY PL
PL: skladovani pod N,/-80°C (> roky), -20°C (meésice)
(Hodson 2002, Di Marino 2000); ERY PL (Magnusardottir 2001)
pfidavani antioxidantu (BHT; x interference s analyzami)
enzymaticka degradace s,

(=]

NEFA: nelze skladovani pod N, pfi -20°C (PLasy) S



PREANALYTICKA FAZE

(kroky pred vlastni analyzou)
. Déleni lipidovych trid

plazma

od nepolarnich Casti (LLE extrakce, srazeni ACN/MeOH/IPA)
(Criado-Navarro 2020)

dalSi podrobné déleni (TLC > HPLC > SPE > LLE; UC)

pripadné oddéleni Hb v suspenzi ERY

vétSinou pouze LLE extrakce + pfima transmethylace PL
(Brenna 2018)

Tukova tkan

TAG > 95%; déleni neni nutné
minoritni tfidy (lipidomicke pfistupy + TLC/SPE) (Tomasova 20?0)
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ANALYTICKA FAZE

(cim budeme analyzovat?)
Analytickeé platformy

_ GC- platformy LC- platformy

cena/dostupnost

preanalyticka faze
separace lipidovych trid
derivatizace

separacni ucinnost

kalibrace

analyzy celych molekul

citlivost

levné (GC-FID < GC-MS)

dlouha (komplikovana)
nutna
nutna

vysoka (geometricke i
polohové izomery FA)

snadna

nelze — pouze profilové
analyzy

dobra az velmi dobra

drahé (LC-ELSD < LC-DAD <
LC-MS/MS)

jednoducha
neni nutna
neni nutna

nizka az stfedni (HPLC <
UHPLC)

komplikovana

mozneé

nizka az velmi dobra




VYSTUP DAT

(kroky po vlastni analyze)
Interpretace dat

Profilova x absolutni data
relativni obsah (mol%, mg/100 mg..) u GC/LC- analyz

pro absolutni data nutna kompletni validace metody u GC>LC- analyz

Table 2 Fatty acids content in analyzed samples

Peanut Pump- Cashew  Coconut
kin/
melon
2SFA 20757 203x25 195+£34 912104
2MUFA 60.6+13.2 368+89 633+6.7 79+04
2PUFAn-6 179+86 423+94 164+42 04£0.1
2PUFAN-3  <0.2 <0.2 <0.2
TFA 0.7£03 0501 07x02 04zx02

weight% + SD format. Vecka 2019

Chybné vystupy analyz FA

nespravna/neuplna identifikace (interference/18:1 vs 18:1n-7,18:1n-9)
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nezohlednéni limitace metody (LOQ)



Zaver
» Pri planovani stanoveni mastnych kyselin je nutné vzit v
uvahu konkrétni typ a dostupnost matrice, druh lipidove
tridy 1 typy stanovovanych mastnych kyselin, pripadné
analytické moznosti laboratofe

» Na vysledku analyzy se podileji dalsi preanalytické faktory,
jako odbér, mnozZstvi a skladovani vzorku

» ZvySené naroky na detekci fetézcti mastnych kyselin spolu
s postupujicimi moznostmi a dostupnosti pokrocilych
analytickych platforem méni puvodné samostatnou oblast
stanoveni profilu mastnych kyselin v soucast lipidomickych
analyz
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