LIPIDOVA SLOZKA USNIHO MAZU
METODIKA KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI ANALYZY

Karel Pokorny, Alexander Cegan, Jifi Skalicky, Milan Meloun

Slozeni usniho mazu se vénuji védecké prace jiz témér 100 let. Po¢atecni vysledky byly limitovany moznostmi laboratorniho
zpracovani, avsak i vétSina pozdéjSich praci konéi pouhym konstatovanim kvalitativné zjisténych latek, ale neuvadi jejich kvan-
titativni obsah. V této praci je uveden popis pouzité metodiky a prvni analytické vysledky mnozstvi jednotlivych frakei lipidi
usniho mazu. Ve vzorcich vihkého typu usniho mazu bylo stanoveno 55% extrahovatelnych lipidi. Za pomoci tenkovrstevné
chromatografie byly lipidy rozdéleny dle vzristajiciho RF na fosfolipidy (pramérné 1,11g/l; 18,2 vahovych % vsech lipidi),
diacylglyceroly (primérné 0,60 g/1; 9,64 vahovych %), volné mastné kyseliny (primérné 0,38 g/1; 6,63 vahovych %), triacylgly-
ceroly (prumérné 1,59 g/l; 26,04 vahovych %) a estery cholesterolu (primérné 2,45g/l; 39,48 vahovych %). Prvni vysledky
jsou srovnatelné s dosud publikovanymi pracemi. Popsanou modifikaci tenkovrstevné chromatografie Ize vyuzit k analyze
lipidi usniho mazu.
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CERUMEN LIPID FRACTIONS

METHODS OF QUALITATIVE AND QUANTITATIVE ANALYSIS

The composition of earwax has been investigated for more than 100 years. Early studies have been limited by possibilities
of laboratory equipment. Later on, the investigations have only stated qualitative constitution without mentioning
the quantitative composition. This paper describes used methodology and first analytic outcomes of amount of cerumen
lipid fractions. In specimens of wet earwax 55% of soluble lipids have been established. Using thin-layer chromatography,
the lipid fraction was separated into five sub fractions with increasing RF: phospholipids (average 0.60g/l; 9.64 weight %),
diacylglycerols (average 0.6 g/l; 9.64 weight %), free fatty acids (average 0.38g/l; 6.63 weight %), triacylglycerols (average
1.59 g/1; 26.04 weight %) a cholesterol esters (average 2.45 g/I; 39.48 weight %). First outcomes are comparable with other till
now published papers. It is possible to take advantage of this described modification of thin layer chromatography in evaluation
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of cerumen lipids.
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Uvod

Usni maz vznika smichanim produkti Zlazek pfitom-
nych v zevnim zvukovodu s oloupanymi epiteliemi, vypa-
danymi chloupky a do zvukovodu zanesenymi neéistotami.
JiZ poc¢atkem 20. stoleti byly na zakladé typického vzhledu
popsany dva zdkladni typy usniho mazu, suchy a vlhky. Ra-
da autorii se zaméfila na studium sloZeni cerumina a jeho
odliSnosti v zavislosti na jeho typu.

Bylo zjisténo, Ze usni maz obsahuje Fadu rozliénych
latek, jako jsou lipidy, proteiny, volné aminokyseliny,
sacharidy a mineraly!23#3%_ Pfi chemickych rozborech
lipidové frakce se ukazalo, Ze vlhky typ obsahuje vice li-
pidi (50 %) nez typ suchy (20 %), pfi podrobnéj§im studiu
sloZeni ale jiz neni shoda®®. Bylo téZ srovnavano sloZeni
usniho mazu v zavislosti na dalsich moznych faktorech. By-
ly popsany zmény v obsahu proteint a lipida v zavislosti na
véku, ale rozdil mezi détmi a dospélymi nebyl statisticky
vyznamny, RovnéZ tak nebyl zjistén vliv pohlavi?. Cip-
riani a spol.” pozorovali zmény v obsahu triacylglycerolii
v zavislosti na rocnim obdobi. Bylo sledovano sloZeni ma-
zu i v zavislosti na ¢etnosti zanétu zvukovodu pfi hledani
slozky zodpovédné za baktericidni plisobeni usniho ma-
zu®'9, zjisténé rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné.

Pfi detailnich studiich lipidové frakce usniho mazu
byla opakované identifikovana pfitomnost squalenu, tria-
cylglycerolti, volnych mastnych kyselin nasycenych i nena-
sycenych, cholesterolu a jeho estert, ceramidi a dalsich
latek®®). Vzhledem k tomu, Ze cholesterol, triacylglyceroly
a volné mastné kyseliny jsou pfitomny téZ v krevnim séru,
vyvstava otdzka, zda existuje zavislost mezi sloZzenim lipidi
usniho mazu a krevniho séra. V literatufe byly vyhledany
postupy, které pouZzivali ostatni autofi k vySetfeni slozeni
lipidové frakce.

Prvni price byly limitovainy omezenym technickym
vybavenim laboratofi a také potfebou velkého mnozstvi
vzorku o nékolika gramech, které muselo byt ziskano po-
stupné od desitek osob™. S rozvojem metod jako tenkovrs-
tevna chromatografie, plynova chromatografie a plynova
chromatografie/hmotnostni spektrometrie, které nyni
umozZnuji zpracovani vzorkil jiZz od jednotlivych osob, se
zpracovava mnozstvi v fadu miligramu.

Z pouZivanych metod byla vybrana tenkovrstevna chro-
matografie. Publikované postupy®>'" byly modifikovany
na stavajici laboratorni mozZnosti a ovéfeny u Sesti osob.
Sdéleni prinasi popis v této praci pouzitych postupii a srov-
nani vysledkl s doposud publikovanymi udaji.
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Material a metodika

Vzorky byly ziskany od pacient(i hospitalizovanych na
Klinice ORL a chirurgie hlavy a krku Krajské nemocnice
Pardubice. Vybér byl provadén nahodné mezi muzi s vlh-
kym typem usniho mazu bez pouZziti jakéhokoli dalsiho
klice vybéru. Vylouceni byli v§ichni jedinci se znamou pa-
tologii v oblasti zevniho a stfedniho ucha, jako jsou zanéty
a nadory zvukovodu a stfedniho ucha, exostozy apod.,
percepcni poruchy sluchu, zvlasté presbyakuse a poruchy
sluchu z hluku, nebyly vylu¢ovacim kritériem. Vékové roz-
loZeni, vahu, vysku a vypoéteny body mass index (BMI)
u osob, kterym byl odebran vzorek krve i usniho mazu,
uvadi tabulka 1.

Vétsiné pacientl (1 - 6 v tabulee 1) byl, po jejich pred-
chozim informovaném souhlasu, odebran vzorek usniho
mazu, a to hackem ¢i §tétickou, bez pouziti ceruminolytik
nebo vyplachu, a vzorek krve do standardni zkumavky sys-
tému Vacuette k biochemickému zpracovani (odbér krve
byl vidy provadén rano nala¢no). Stanovené hodnoty byly
uréeny k naslednému porovnani sloZeni lipidi krevniho
séra a uSniho mazu. Dvéma pacientiim (7 a 8 v tabulce 1)
byl odebran pouze vzorek usniho mazu k posouzeni mozné
variability lipidii v ramei naakumulovaného usniho mazu.
Studie byla schvalena etickou komisi Krajské nemocnice
Pardubice.

Odebrané vzorky usniho mazu byly zmrazeny na -10°C
a uchovany pfi této teploté aZ do zpracovani v laboratofi.
Vzorek krve byl tentyZ den odeslan do laboratore Oddéleni
klinické biochemie a diagnostiky Krajské nemocnice Par-
dubice (OKBD), kde byly standardnim zplisobem zpraco-
vany na pritomnost lipidii krevniho séra. Zbytek krevniho
séra byl rovnéz zmraZen na-10 °C do dalsiho laboratorniho
Zpracovani.

Béhem standardniho zpracovani uZivaného k uréeni
krevnich lipidii v OKBD byly méfeny:

Triacylglyceroly:

Referenéni meze: 0,45- 1,70 mmol/l

Stanoveni: Kvantitativni stanoveni triacylglyceroli
v séru spektrofotometricky na biochemickém analyzatoru
DIMENSION firmy DADE BEHRING. PouZivané chemi-
kalie firmy DADE BEHRING.
Celkovy cholesterol:

Referencni meze: 2,72-5,20 mmol/l

Stanoveni: Kvantitativni stanoveni cholesterolu v séru
spektrofotometricky na biochemickém analyzatoru DI-
MENSION firmy DADE BEHRING. Pouzivané chemika-
lie firmy DADE BEHRING.
HDL-cholesterol:

Referenéni meze: muzi 1,10-1,40 mmol/l

Zeny 1,30-1,60 mmol/1

Stanoveni: Pfimé kvantitativni stanoveni HDL-cho-
lesterolu v séru spektrofotometricky na biochemickém
analyzatoru DIMENSION firmy DADE BEHRING. Po-
uzivané chemikalie firmy DADE BEHRING.
LDL-cholesterol:

Referencni meze: 0,00- 3,50 mmol/1

Stanoveni: Primé kvantitativni stanoveni LDL-choleste-
rolu v séru spektrofotometricky na biochemickém analyza-
toru COBAS MIRA firmy ROCHE. PouZzivané chemikalie
firmy DIALAB.

Lipoprotein a (Lpa):

Referenéni meze: 0-300 mg/1

Stanoveni: Kvantitativni stanoveni Lpa v séru imuno-
turbidimetricky s latexem na biochemickém analyzatoru
COBAS INTEGRA 400 firmy ROCHE. PouZivané che-
mikalie firmy ROCHE.

Chylosita, chylomikra:

Stanoveni: Semikvantitativni hodnoceni zakaleni séra
a tvorby chylomikronii po ochlazeni v lednici (24 hod,
+4°C).

Zmrazené vzorky byly pfevezeny ke zpracovani na
Katedru biologickych a biochemickych véd Chemicko-
-technologické fakulty Univerzity Pardubice, kde byly
zpracovany metodou tenkovrstevné chromatografie:

Extrakee lipidu

Do centrifugacéni zkumavky byly valeCkem odméfeny
4 ml smési chloroform-metanol (1:1) a pfidano 0,2 ml séra.
Smeés byla protfepana, uzaviena a centrifugovana na stolni
centrifuze pfi 3000 otackach/min. po dobu 5 minut. Horni
vrstva (3,5ml) byla opatrné odsata pomoci pipety do jiné
zkumavky. Bylo zapnuto odsavani v digestofi a pfi 60°C
bylo béhem 15 min. provedeno odpafeni pod dusikem do
sucha. Dale bylo do jiné centrifugaéni zkumavky navaze-
no 2,5mg usniho mazu, extrahovano a odpafeno stejnym
zpusobem.

Chromatografie a identifikace kyselinou fosfomolybde-
novou
Priprava mobilni fize:

160 ml Hexan, 40 ml Diethylether, 6 ml kyselina octova
(cca 98 %). Tato smés byla v odmérném valci fadné pro-
michana a opatrné nalita do chromatografické vany. Vana
byla uzaviena a ponechana 30-45 minut nasytit.

Piiprava chromatografické desky:

Na TLC desky Silikagel 60 (bez fluorescen¢niho in-
dikatoru) firmy Merck spol.s.r.o. byl obyéejnou tuzkou
oznacen ramecek: dolni okraj 2,5 cm, horni okraj a strany
1 ecm. Vnitini plocha byla rozdélena na 5 poli po 3,6cm
a nahofe byly jednotlivé drahy oznaceny. Tuzkou s tupym
hrotem byla deska opatrné popisovana tak, aby se zejména
startovaci ¢ara neproskrabla.

Tabulka 1. Vék, vaha, vyska a vypoctend hodnota body mass indexu (BMI)
jedincy zafazenych do souboru

vyse- | jed- cislo pacienta

treni | notky | 1 2:iligun s sg T g
vék roky 28 66 58 44 39 53 48 26
vaha |kg 93 90 97 77 58 93 100 | 75

vyska | cm 179 | 180 | 175 | 178 | 162 | 180 | 175 | 163
BMI 29,03 | 27,78 | 31,67 | 24,30 | 22,10 | 28,70 | 32,65 | 28,23
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Tabulka 2. Hodnoty lipid(i naméfené pomoci tenkovrstevné chromatografie provedené v laboratori Katedry biologickych a biochemickych véd Univerzity Pardubice

X cislo pacienta +
\ryéetl"enl 1 2 3 o 4 5 6 sn?.rgdm:!:y-l'ka
fosfolipidy sérum ol 0,570 0,570 0,680 0,430 0,639 0513 0,567::0,089
fosfolipidy maz ol 1,498 2,022 0,649 0555 0,943 0987 1109+0,556
diacylglyceroly sérum o | ose0 0,681 0618 0,560 0,744 0,682 0,658:0,063
diacylglyceroly maz ol 0,471 0,629 0,534 0,440 0,982 0,528 0,5970,119
volné mastné kys. sérum g/l 0,136 0,126 0,241 0,198 0,136 0,320 0,193+0,077
volné mastné kys. maz o | o283 0,430 0,262 0,630 0210 0470 0,381+0,158
triacylglyceroly sérum ol 0974 1,026 2252 0,848 1194 1278 1,262+0,509
triacylglyceroly maz gl 0,576 0,880 2,063 1,502 2,671 1775 1,5930,769
estery cholest, sér. ol 1928 1833 1,194 0974 2,242 2,797 182840671 |
estery cholest. maz gl 2,493 2,508 182 | 1,446 3274 3,058 2,470,705

Postup chromatografie:

Odpafeny extrakt byl rozpustén v 75ul smési chlo-
roform-metanol (2:1). Tento cely objem byl nanesen
postupné ve 3 davkach pasteurovou pipetou na chromato-
grafickou desku a po kazdém naneseni se nechalo rozpo-
ustédlo odpafit. Potom byla chromatograficka deska vloze-
na do nasycené vany, rychle uzaviena a pfiblizné 60 min.
nechana vyvijet do doby, aZ ¢elo mobilni faze dosahlo 1 cm
od horniho okraje desky. Poté byla deska vyjmuta z vany
a nechana v digestofi vysusit.

Priprava detekéniho éinidla - kyselina fosfomolybdenova
0,05 mol/I:

Z 20 % zasobniho roztoku firmy Aldrich bylo odméfeno
5ml a pfidano 5 ml ethanolu p.a.

Detekéni ¢inidlo bylo nalito do rozprasovace a rovno-
mérné jim bylo postiikdno pole se standardem na chro-
matografické desce. Deska byla vloZzena na 5-10min. do
susarny vyhraté na cca 60 °C.

Izolace jednotlivych sloZek lipidii:

Lipidy byly chromatograficky rozdéleny na 5 slozek
sefazenych podle vzristajiciho RF: fosfolipidy, diacylgly-
ceroly, volné mastné kyseliny, triacylglyceroly a estery cho-
lesterolu. Podle standardu byly oznaéeny jednotlivé sloZky
oby€ejnou tuzkou tak, aby horni okraj mista obsahujiciho
oznacovanou sloZzku byl 0,5c¢m nad skvrnou standardu
a dolni okraj rovnéz 0,5 cm pod skvrnou standardu. Ozna-
cené slozky byly vySkrabany z chromatografické desky
pomoci Spachtle a pfeneseny do pfedem oznacenych zku-
mavek s uzavérem.

Extrakce lipidii 7 jednotlivich vestev a stanoveni jejich kon-
centrace: '

Ke kazdé sloZce lipida byly pfidany do zkumavky 4 ml
smési chloroform-metanol (1:1). Uzavfené zkumavky byly
2min. intenzivné tfepany, ponechdany 2 min. stat a cen-
trifugovany 5 min. pfi 3000rpm. Z kazdé zkumavky byly
odpipetovany 2 ml supernatantu do ¢istych zkumavek a pfi
pokojové teploté byly asi 20 minut odpafovany do sucha
pod dusikem v uzaviené digestori.

Stanoveni koncentrace jednotlivych slozek sérovych lipidii:

Pro toto stanoveni byla pouZita souprava pro stanoveni
celkovych lipidi od firmy Lachema.

Stanoveni se standardem:

Do viech zkumavek s odparkem bylo pfidano po 1,5 ml
koncentrované kyseliny sirové. Standard byl pfipraven
smichanim 0,02ml ¢inidla 1 (standard s koncentraci lipi-
di 8¢g/l) s 1,5ml koncentrované H,SO,. Jako blank bylo
pouZito 1,5ml konc. H,S0O,.

VSechny zkumavky (blank i standard) byly promichany
a 15 minut zahfivany na vrouci vodni lazni. Po ochlazeni
zkumavek v proudu studené vody bylo z kazdé odpipeto-
vano do novych zkumavek 0,1 ml hydrolyzatu a pfidano
1,5ml ¢€inidla 2 (fosfovanilinové ¢inidlo). VSe bylo pone-
chano reagovat 50 minut pfi laboratorni teploté. Pak byla
do 10 minut zméfena absorbance (AVZ) vzorki a standar-
du (AST) proti blanku, pfi vinové délce 530 nm.

Vipocet:

Celkové lipidy (g/1) = 8.(AVZ | AST).F

Kde F je zfedovaci faktor=0,4375 pro cerumen a 0,4167
pro sérum (bylo brano zanedbatelné mnoZstvi usniho mazu
nebo 0,2 ml séra, rozpusténo ve 4 ml a odpipetovano pouze
3,5ml a dale rozpusténo ve 4 ml a odebrano pouze 2ml).

Vysledky

A. Zpracovani tenkovrstevnou chromatografii:

Primérna hmotnost odparku séra byla 2,51 + 0,28 mg,
tedy 1,23 vahovych % za pfedpokladu hustoty séra 1,02 kg/1.
Priimérna hmotnost odparku mazu byla 1,38 +0,83 mg, coz
tvofi 55 vahovych% z 2,5mg usniho mazu odvazovanych
k vySetfeni.

Priimérna zjisténa koncentrace (v g/1) fosfolipidi byla
v-séru 0,57+0,09 a v mazu 1,109+0,56, diacylglyceroll
v séru 0,66+0,06 a v mazu 0,60+0,20, volnych mastnych
kyselin v séru 0,19+0,08 a v mazu 0,38 0,16, triacylglyce-
roli v séru 1,26+0,50 a v mazu 1,59+0,77, estery choleste-
rolu v séru 1,83+0,67 avmazu 2,45+0,71. Podrobny preh-
led vysledkn ziskanych tenkovrstevnou chromatografii je
uveden v tabulce 2.

Udavani koncentrace lipidi v usnim mazu v g/l neni
v literatufe béZné pouZivano, ale rozhodli jsme se pro jeho
pouZiti pfi porovnani s vysledky zjisténymi v OKBD, kde
jsou vysledky udavany v mmol/l.

-
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VEtsi vzorky mazu ziskané od 2 osob byly rozdéleny do
tfi dilt. Oba krajni byly nasledné zpracovany stejnym po-
stupem jako ostatni vzorky, aby bylo moZno posoudit, zda
v ramci jednoho vzorku mnoZstvi lipid vyraznéji nekolisa
(tabulka 3).

B. Zpracoviniv OKBD

Pfi zpracovani v OKBD byly zjistény primérné hla-
diny celkového cholesterolu 5,77+1,01l mmol/l, HDL
cholesterolu  1,00£0,31mmol/l, LDL cholesterolu
4,01 +1,11 mmol/l, triacylglyceroly 2,52 + 1,50 mmol/l, lipo-
proteinu a 528,33 +435,80mmol/l, chylosita a chylomikra
nebyly téméf pozorovany, index aterogenity byl v priméru
5,07+ 1,57. Podrobny prehled vysledkii ziskanych pfi zpra-
covani v OKBD je uveden v tabulce 4.

Diskuze

Slozenim usniho mazu se zabyvaji autofi po fadu dese-
tileti. Pfi kritice prvnich publikovanych vysledki je nutno
si uvédomit omezeni instrumentalné analytickych metod,
které umozZnovaly zpracovani aZ mnoZstvi, ktera 1ze ziskat

Tabulka 3. Hodnoty lipidi naméfené pomoci tenkovrstevné chromatografie
provedené v laboratofi Katedry biologickych a biochemickych véd Univerzity
Pardubice, vzorky 7A a 7B (respektive 8A a 8B) vznikly délenim vzorku jedince
€. 7 (resp. 8) tabulka 1. U diacylglycerolt u vzorku 7A chybi hodnota - zkumav-
ka se vzorkem se rozbila v centrifuze

L

odbérem od nékolika jedinch. Teprve pozdéjsi prace zpra-
covavaji vzorky i jednotlivych osob. Vysledky se shoduji na
celkovém podilu lipidi v mazu, ktery je asi 50 % u vlhkého
typu usniho mazu. Nase vysledky (55%) je tfeba chapat
jako v souladu s timto zjisténim.

Velka ¢ast praci posuzujicich slozeni usniho mazu sice
vypisuje kvalitativné zjisténé latky (squalen, triacylglyce-
roly, volné mastné kyseliny atd.), aviak bez udani kvantity.
Podrobnéji nalezené mnozstvi lipidovych frakci popisuje ve
své publikaci Bortz a spol.’”. Autofi uvadgji celkové mnoz-
stvi lipidii 52 %+ 3 % (vahového procenta). Dale zjistili, Ze
lipidy vlhkého usniho mazu jsou tvofeny prumérné 6,4 %
squalenu, 9.6 % estert cholesterolu, 9,3% esterit vosku,
3,0% triacylglyceroli, 22,7 % mastnych kyselin, 20,9 % cho-
lesterolu, 18,6 % ceramidii, 2% sulfati cholesterolu a 7%
neuréenych polarnich komponent. Nami zjisténé hodnoty
pfepoétené na vahova procenta, jak uvadi tabulka 5, jsou
jiz na prvni pohled odlisné od vysledk( Bortze a spol.

Déleni slozek lipidi usniho mazu tenkovrstevnou chro-
matografii podobné jako v nasi praci pouzili Inaba a spol..
Srovname-li zaznam denzitometrického vySetfeni vysledku
tenkovrstevné chromatografie publikovany Bortzem

- a spol.”” a fotografii chromatografické desky publikované
Inabou a spol. s na§imi vystupy (obrazek 1), zjiStujeme,
7e rozloZeni jednotlivych slozek lipidd usniho mazu je
podobné. Od pouziti vét§iho mnoZstvi uréenych sloucenin
ve standardu se odviji podrobnéjsi déleni lipidové frakce

vysetieni Nzotek v praci Bortze a spol., coz mize vysvétlit odlisné ¢lenéni
A 18 oA B jednotlivych skupin lipidii. Piginou zjisténého rozdilného
fosfolipidy gl | 2600 | 1625 | 3775 | 3,838 zastoupeni jednotlivych frakci by mohla byt vyrazna variabi-
diacylglyceroly g/ 3 0,988 0,925 1,083 lita v zastoupeni jednotlivych sloZzek pozorovana - na rozdil
volné mastné kys. | g/l 1,050 0,825 0,313 0,413 od nasich vysledki - Bortzem a spol. Na rozdil od krevniho
triacylglyceroly al 2962 3,063 1,063 IIE 0,488 séra, kde jsou jednotlivé sloZzky v celém vzorku rovnomérné
estery cholest. gl 5,063 4,325 1,713 1,250 rozptyleny, nelze u tuhého usniho mazu vyloucit odlisné
Tabulka 4. Hodnoty lipidd naméfené v laboratofi Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky Krajské nemocnice Pardubice
“vyéelfenl‘ --iednmky ¢éislo pacienta primér 1
1 2 3 4 5 6 sm. odchylka
cholesterol celkovy mmol/l 6,40 710 6,00 420 5,80 510 5,767+1,013
HDL cholesterol mmol/l 0,84 1,57 1,06 1,06 0,78 0,71 1,003+0,313
LDL cholesterol mmol/l 5,54 5,04 3,58 2,60 4,02 3,26 4,007+1,108
triacylglyceroly mmol/l ‘2‘52 2,63 5,31 ‘ 0,93 1,67 2,07 2,522+1,500
chylosita arb.j. 0 0 11 0 0 0
chylomikra arb.j. 0 0 0 0 0 0
lipoprotein a mmol/l 283,0 872,0 1251,0 133,0 284,0 347,0 528,3+435,8 D
index aterogenity abj, | 66 35 47 3 6.4 62 5,067:+1,567
Tabulka 5. MnoZstvi lipidi naméfené v unim mazu prevedené na vahové procento celkovych lipid
LR ¢islo pacienta primér &
i 1 2 3 4 5 6 sm.odchylka
fosfolipidy 28,15 30,83 12,20 11,90 11,67 14,48 18,20+ 8,84
diacylglyceroly 8,85 9,59 10,04 9,44 12,16 774 964+147 |
volné mastné kys. 5,32 6,56 4,92 13,51 2,60 6,89 6,63 + 3,70
triacylglyceroly 10,83 13,42 38,78 3414 33,06 26,03 26,04 +11,56
estery cholesterolu 46,85 39,61 34,06 31,01 i 40,52 44,85 39,48 + 6,09
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Obrézek 1. Fotografie chromatografické desky po vizualizaci jednotlivych slo-
Zek lipidu kyselinou molybdenovou, provedené po ukonéeni mobilni faze. Pro
nazornost bylo detekéni ¢inidlo aplikovano na viechny sloupce, prvni tfi sloup-
ce zleva tvofi vySetiované vzorky, ctvrty pak standard. Zespodu nahoru jsou
oddélené jednotlivé frakce podle vzristajiciho RF: 1 - fosfolipidy, 2 - diacylgly-
ceroly, 3 - volné mastné kyseliny, 4 - triacylglyceroly, 5 - estery cholesterolu

T,

w

zastoupeni v rtznych ¢astech odebraného vzorku, coz by
rovnéz mohlo byt diivodem rozdilnych vysledkid. Pro tuto
skutecnost vsak nesvédci vySetfeni usniho mazu odebra-
ného u téhoz jedince rozdéleného do samostatnych porci
(tabulka 3), kdy je patrna jen mirna odlisnost mezi vzorky.

Spravnost metodiky zvolené pro separaci lipidovych
frakci podporuje casté vyuZivani tenkovrstevné chroma-
tografie pfi oddélovani jednotlivych skupin lipidi krevni
plasmy!'"'213 Pouze dali rozbory mohou viak ukazat, zda
je mezi vzorky mazu opravdu takovy rozptyl, jaky proka-
zali Bortz a spol.*®, ¢i zda zastoupeni jednotlivych frakci
odpovida spise nasim vysledkim.

Pii porovnani hodnot celkovych lipidi krevniho sé-
ra a uSniho mazu jsou v ceruminu hodnoty v priméru
0 35,9 % vyssi (4,51 g/l v séru oproti 6,13 g/l vmazu). Pokud
srovname zastoupeni jednotlivych frakci na celkovych lipi-
dech cerumina a séra, zjistime, Ze v mazu jsou vice zastou-
peny fosfolipidy (18,2 % lipidti mazu ale 12,8 % séra) a volné
mastné kyseliny (maz 6,63 %, sérum 4,34 %) a naopak jsou
oproti séru méné zastoupeny diacylglyceroly (maz 9,64 %,
sérum 14,96 %). Triacylglyceroly a estery cholesterolu maji
zastoupeni obdobné. Zatim zlstdva nejasné, zda se na
vét§im zastoupeni fosfolipidi v ceruminu nepodili sloZky
bunéénych membran, které se do usniho mazu uvolfuji
z epidermalnich bunék zvukovodu po jejich apoptoze.
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Studie ukazaly, Ze usni maz je smésici fady rozdilnych
latek - lipidh, proteind, volnych aminokyselin, sachari-
diia mineralt. Zatim existuje omezené mnozstvi praci za-
byvajicich se podrobnym slozenim lidského usniho mazu,
které navic vét§inou pouze vyjmenovavaji nalezené latky
bez kvantitativniho stanoveni.

V této studii je popsan pfispévek k metodice uréeni lipi-
dovych frakci usniho mazu a krevniho séra tenkovrstevnou
chromatografii. Vysledné rozdéleni jednotlivych frakci je
odlisné od metodiky béZné uzivané pfi vysetrovani lipidl
krevniho séra. Obé metodiky jsou vSak ovérené opakova-
nym uzitim pfi zpracovani krevniho séra.

Pfi porovnani vysledkl usniho mazu s dalSimi publi-
kovanymi pracemi bylo ziskano obdobné sloZeni. I pfes
jiny pomér jednotlivych frakci lze vysledky povaZovat jako
srovnatelné. Pfi porovnani mnoZstvi lipidi krevniho séra
a usniho mazu bylo pozorovano vys$si celkové mnozZstvi
lipida, fosfolipidd a volnych mastnych kyselin a naopak
niZsi mnozstvi diacylglycerolil v mazu.

Popsanou modifikaci tenkovrstevné chromatografie
povazujeme za vhodnou k rozboru lipidové frakce usniho
mazu. Bude vyuzita pfi dal§im studiu faktor ovlivaujici
jeji skladbu.
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