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Seznam pouzitych zkratek

Ag-HPLC

APCI

APPI

BMI
Cer

CN

DB
DMS
DTIMS

El

ESI
ELSD
ESI-MS

FA
FAIMS

FT-ICR

Fuc
FWHM
GC
GC/MS

Gal

Argenta¢ni vysokoué¢inna kapalinovd chromatografiec (Silver-ion High

Performance Liquid Chromatography)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical

lonization)
Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
Photolonization)

Index télesné hmotnosti (Body Mass Index)

Ceramid (Ceramide)

Pocet uhlikii (Carbon Number)

Dvojna vazba (Double Bond)

Diferenéni mobilitni spektrometrie (Differential Mobility Spectrometry)

Iontova mobilitni spektrometrie v driftovaci trubici (Drift Tube Ion Mobility
Spectrometry)

Elektronova ionizace (Electron Ionization)
lonizace elektrosprejem (Electrospray lonization)
Odparovaci detektor rozptylu svétla (Evaporative Light Scattering Detector)

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (Electrospray Ionization-
Mass Spectrometry)

Mastné kyseliny (Fatty Acids)

Tontova mobilitni spektrometrie s vysokonapé&tovou asymetrickou vinou (Field
Asymmetric lon Mobility Spectrometry)

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (Fourier
Transformation lon Cyclotron Resonance)

Fukoéza (Fucose)
Sitka piku v poloving jeho vysky (Full Width at Half Maximum)
Plynova chromatografie (Gas Chromatography)

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry)

Galaktoza (Galactose)



Glc Glukoza (Glucose)

Hex Hexo6za (Hexose)

HILIC Chromatografie hydrofilnich interakci (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography)

HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

HPLC/MS  Spojeni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni

Spektrometrii
ICR Iontova cyklotronova rezonance (Ion Cyclotron Resonance)
IS Vnitini standard (Internal Standard)
IT Iontova past (Ion Trap)
IMS Iontova mobilitni spektrometrie (Ion Mobility Spectrometry)
Kb Distribuc¢ni (rozd€lovaci) konstanta (Distribution Constant)
LOD Limit detekce (Limit of Detection)
LOQ Limit kvantifikace (Limit of Quantification)
LPI Lysofosfatidylinositoly (Lysophosphatidylinositoles)
LPA Lysofosfatidové kyseliny (Lysophosphatidic Acids)
LPS Lysofosfatidylseriny (Lysophosphatidylserines)
MALDI Ionizace laserem za UcCasti matrice (Matrix Assisted Laser

Desorption/lonization)

MDA Vicerozmérnd analyza (Multidimensional Data Analysis)

MS Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)
MS" Tandemovéa hmotnostni spektrometrie do n-tého stupné (Tandem Mass

Spectrometry to nth degree)

MTBE Methyl-Terc-Butyl-Ether

m/z Pomér hmotnosti a ndboje (Mass to Charge Ratio)

NeuAc N-acetylneuraminova kyselina (N-Acetylneuraminic Acid)

NP Systém s normalnimi fazemi (Normal-Phase)

OPLS Ortogonalni metoda nejmensich ¢tverct (Orthogonal Partial Least Square)



PA Fosfatidové kyseliny (Phosphatidic Acids)

PCA Analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis)

PG Fosfatidylglyceroly (Phosphatidylglycerols)

Pl Fosfatidylinositoly (Phosphatidylinositols)

PS Fosfatidylseriny (Phosphatidylserines)

QQQ Trojity kvadrupol (Triple Quadrupole)

QTof Kvadrupol s analyzatorem doby letu (Quadrupole coupled with Time-ofFlight)
RCC Karcinom ledvin (Renal Cell Carcinoma)

RIC Rekonstruovany iontovy proud (Reconstructed Ion Current)

RP Systém s obracenymi fazemi (Reversed-Phase)

RSD Relativni smérodatna odchylka (Relative Standard Deviation)

SA Kyselina sialova (Sialic Acid)

Tof Analyzator doby letu (Time-of-Flight)

TWIMS Iontova mobilitni spektrometrie s pohybujici se vinou (Traveling Wave lon

Mobility Spectrometry)

UHPLC Ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie (Ultra-HighPerformance
Liquid Chromatography)

uv Ultrafialova oblast (Ultra Violet)

VIS Viditelna oblast (Visible)



Cil disertacni prace

1. Vyvoj HILIC/ESI-MS metody pro stanoveni gangliosida

2.  Popsani fragmenta¢niho a reten¢niho chovani gangliosidii

3. Detailni charakterizace lipidomického slozeni a zejména pak slozeni gangliosidlii v
biologickych vzorcich pomoci vyvinuté HILIC/ESI-MS metody

4,  Kvantitativni studie lipidd nddorové a okolni zdravé tkan¢ u pacientl trpicich

karcinomem ledvin

10



Shrnuti

Tato prace se zabyva analyzou lipidl, jez mohou mit vliv na mnohdy fatalni
onemocnéni. Lipidy jsou piedev§im dileZitou soucasti vSech biologickych tkani s fadou
dilezitych funkci v organismu. Zakladem lipidomickych studii je identifikace a kvantifikace
lipida v biologickych vzorcich. Detailni informace o celém lipidomu jsme schopni ziskat
pomoci separa¢nich technik ve spojeni s hmotnostni. Vzhledem k velké komplexnosti lipida je

jejich identifikace a kvantifikace stale velmi naro¢nym ukolem.

Prvni cast této prace se vénuje vyvoji nové metody vyuzivajici chromatografii
hydrofilnich interakci (HILIC), ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s ionzaci elektrosprejem
(ESI-MS), ke komplexni charakterizaci sfingolipidl, zejména pak gangliosidi a ostatnich
polarnich lipidi v biologickych vzorcich. Pfedné doSlo k extraci lipidii pomoci smési
chloroformu, metanolu a vody, kde vrchni vodna faze obsahujici gangliosidy a dal$i polarni
lipidy byla pfecisténa pomoci extrakce tuhou fazi, kdy byla pouzita stacionarni faze C18.
Nasledné byly testovany podminky chromatografické separace za ucelem dosdhnout nejlepSiho
rozliSeni a intenzity separovanych tfid lipidd. Pro separaci byla pouzita povrchové porézni
kolona Ascentis Si (150 x 2.1, velikost ¢astic 3 um). Byla testovana rizna koncentrace
jednotlivych aditiv a pH mobilni faze. Vysledek ukézal, Ze koncentrace aditiv a pH mobilni
faze nema vyznamny vliv pouze na separaci, ale také na intenzitu separovanych lipida. Lipidy
byly identifikovany s vysokou jistotou na zakladé piesné hodnoty m/z [M-H] iontl a
fragmentovych iontd (MS/MS) meéfenych pomoci vysokorozliSujiciho hmotnostniho
spektrometru. Diky detailni interpretaci fragmenta¢nich spekter bylo umoznéno zobecnéni
fragmentacnich cest, coz umoznilo nasledné zafazeni gangliosidu do série @, b ¢i . Strukturni
pfifazeni bylo déale ve shod€ s predpokladanym reten¢nim chovanim v chromatografickém
modu HILIC, na zéklad¢ korelace mezi retenci gangliosidil, po¢tem sacharidovych jednotek a
jejich sekvenci. Finalni HILIC/ESI-MS/MS metoda byla pouzita pro analyzu prase¢iho mozku,
lidskych ledvin, plic, plasmy a erytrocyti. Pomoci 15 minutové LC/MS analyzy bylo
identifikovano 145 jednotlivych gangliosidt z 19 tfid, 71 sulfatidi a 59 polarnich fosfolipida
(fosfatidylserinu, fosfatidylinositolu, lysofosfatidylinositolu a fosfatidylglycerolu).

Dalsi ¢ast této prace se zaméfuje na optimalizaci HILIC/ESI-MS metody pro
kvantitativni analyzu gangliosidi (GM3) a ostatnich polarnich lipidi jako jsou sulfatidy,

fosfatidylglyceroly, fosfatidylinositoly, lysofosfatidylinositoly a fosfatidylseriny. Metoda byla
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validovana pro kvantitativni studii lipidii v nddorové tkani a okolni zdravé tkani ledvin u
pacientl trpicich karcinomem ledvin (renal cell carcinoma, RCC). Kvantifikace probihala na
zéklad¢ separace jednotlivych tiid a koeluce interniho standardu naleziciho pro danou tfidu.
Nameéfena data byla semikvantitativné procesovana pomoci softwaru LipidQuant a statisticky
vyhodnocena pomoci vicerozmérné statistické analyzy dat (MDA), coz umoznilo kompletni
rozdéleni obou skupin se 100 % specificitou a sensitivitou. Celkové, tak bylo identifikovano
115 jednotlivych lipidi ze sedmy tiid ve 40 vzorcich nadorové tkané a okolni zdravé tkané
ledvin. Pro nejvyznamnéjsi vybrané lipidy byly vytvofeny box ploty a vypocitany parametry

urcujici vyznamnost lipida jako je: fold change, T hodnota a p hodnota.

Kli¢ova slova: lidomika, lipidy, sfingolipidy, gangliosidy, kapalinova chromatografie

hydrofilnich interakci, hmotnostni spektrometrie, biologické vzorky, karcinom ledvin.
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Summary

Lipids are important compounds in all biological tissues having many essential
functions in the organism. The identification and quantification of lipids in biological samples
is a base for lipidomic studies. High-performance liquid chromatography coupled with mass
spectrometry was used to obtain detailed information of the lipidome. Identification and
quantification of lipids is still a challenging task due to their extraordinary complexity of the

samples.

The first part of this thesis aims to the development of a new method based on
hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) coupled to a negative-ion electrospray
ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) used for the identification of sphingolipids
mainly gangliosides and other polar lipids in biological samples. Lipids were extracted by
chloroform—methanol—water mixture, where an upper aqueous layer containing gangliosides
and other polar lipid classes was further purified by solid-phase extraction using stationary
phase C18. The optimization of chromatographic conditions was done with the goal to achieve
the best resolution and MS sensitivity of separated lipids classes. Core—shell Ascentis Si column
(150 x 2.1, 3 um) was tested for the separation of gangliosides. Diverse concentration of
additives and pH values were used during the testing. It has been identified that additive
concentration and pH values do not significantly affect separation only but also MS sensitivity.
The identification of lipids was based on accurate m/z values of [M—H]" ions and fragment ions
(MS/MS) measured by high-resolution MS. The detailed interpretation of MS/MS spectra
enabled the generalization of fragmentation pathways, which was used for the differentiation
of gangliosides a, b, and ¢ series. The structural assignment was further in alignment with the
predicted retention behavior in HILIC mode on the basis of the correlation among the
ganglioside retention, the number of saccharide units and their sequences. The final HILIC/ESI-
MS/MS method was applied for the analysis of porcine brain, human kidney, lungs, plasma,
and erythrocytes. Resulting in identification of 145 ganglioside species from 19 classes 71
sulfatides and 59 polar phospholipids (phosphatidylserines, phosphatidylinositols,
lysophosphatidylinositols, and phosphatidylglycerols) by using 15 minutes LC/MS analysis

run.
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The next part of this thesis is focusing on optimization of the negative-ion hydrophilic
liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry (HILIC/ESI-MS) method
used for the quantitative analysis of ganglioside (GM3) and other polar lipid classes, such as
sulfohexosylceramides (SulfoHexCer), sulfodihexosylceramides (SulfoHex2Cer),
phosphatidylglycerols (PG), phosphatidylinositols (PI), lysophosphatidylinositols (LPI), and
phosphatidylserines (PS). The method was fully validated for the quantitation of the studied
lipids in kidney tumor and surrounding normal tissues on patients suffering by renal cell
carcinoma (RCC). Quantification was based on lipid class separation and the coelution of lipid
class internal standard. The raw data were semi-automatically processed using our software
LipidQuant and statistically evaluated using multivariate data analysis (MDA) methods, which
allowed the complete differentiation of both groups with 100% specificity and sensitivity.
Overall was determinated 115 lipid species from seven classes in 40 samples of RCC tumor
and surrounding normal tissues. The box plots and values highlighting statistical significance
such as fold changes together with T and p values were prepared for the most significant

dysregulated lipids.

Keywords: lipidomics, lipids, sphingolipids, gangliosides, hydrophilic interaction liquid

chromatography, mass spectrometry, biological samples, renal cell carcinoma.
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1 Uvod

Lipidy jsou pfirodni latky, rostlinného nebo zivoé¢isného pivodu, které jsou obvykle
nerozpustné ve vodé a dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech. Lipidy mizeme rozdélit
do osmi zakladnich skupin na mastné kyseliny, glycerolipidy, glycerofosfolipidy, sfingolipidy,
steroly, prenoly, sacharolipidy a polyketidy [1]. Molekuly v uvedenych skupinach jsou dale
rozdéleny na dalsi tfidy a podtiidy. Komplexni analyza lipidt se nazyva lipidomika. Jejim cilem
je pochopeni funkce lipidi v biologickych systémech a mechanismu vzniku a pritbéhu mnoha
metabolickych chorob. Porucha metabolismu lipidi muaze vést ke vzniku diabetu, rakoviny,
kardiovaskularnich onemocnéni, obezity, neurodegenerativnich poruch a dalSich vaznych
onemocnéni. Lipidy tvofi nezbytnou slozku potravy a jsou zdrojem vitamind rozpustnych
Vv tucich (A, D, E, K). Jsou soucasti biologickych tkani a maji mnoho klicovych funkci
v organismu. Tvofii nedilnou soucast naseho zivota, proto ziskani informaci 0 jejich detailnim
profilu, slozeni a znalosti jejich metabolismu je velmi dilezit¢é a muze vést k lepSimu

porozuméni onemocnénim, ¢i k objeveni jejich biomarkert.

Vzhledem k obrovské rozmanitosti jednotlivych lipidu lisicich se strukturou, polaritou,
a navazanou funkéni skupinou je jejich analyza velmi ndroénym ukolem. Mezi €asto pouzivané
ptistupy v lipidomické analyze patii tzv. shotgun, ktery vyuziva ptimé infuze bez predchozi
chromatografické separace a iontovy zdroj elektrosprej. Shotgun pfistup vyuziva tandemovy
hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlovym analyzatorem. Velmi €asto pouzivanym
pfistupem v lipidomické analyze je kapalinovda chromatografie, Vyuzivajici rizné
chromatografické mody ve spojeni standemovymi a vysokorozliSujicimi hmotnostnimi
spektrometry. Dal8i c¢asto pouzivanou separatni technikou je superkriticka fluidni
chromatografie, ktera se pouziva, jako kapalinova chromatografie, ve spojeni s tandemovymi a
vysokorozliSujicimi hmotnostnimi spektrometry. Mezi velké vyhody vysokorozliSujicich
hmotnostnich spektrometri patii pfesnd hmota a vysoké rozliSeni. Separacni techniky
S hmotnostni spektrometrii ndam umoziuji identifikovat a kvantifikovat komplexni smési
vzorkt. Dalsi technikou, ktera nam piinasi informaci o prostorové distribuci lipidi v tkdnich je
hmotnostné spektrometrické zobrazovani.

Cilem této prace bylo vyvinuti metody, vyuzivajici vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, pro charakterizaci sfingolipidi a

glykosfingolipida v biologickych vzorcich. Konkrétné identifikace obtizné stanovitelnych tiid

lipidd, jako jsou gangliosidy a sulfatidy, které maji dilezité biologické funkce v sav€ich
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bunkach. Pro vyvinuti metody byla pouzita kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci
(HILIC), umoziujici separovat komplexni lipidomické extrakty na jednotlivé tfidy, na zakladé
jejich rozdilnych polarit, ve spojeni s vysokorozliujicim hmotnostnim spektrometrem. Pro
dosazeni nejlepsi citlivosti a chromatografického rozliSeni je testovano slozeni mobilni faze,
pH mobilni faze a koncentrace pfidanych aditiv. Optimalizované necilend metoda umoznuje
charakterizovat jednotlivé gangliosidy, sulfatidy a ostatni lipidy na zakladé reten¢nich Casd,
pfesné hodnoty m/z a charakteristickych fragmentovych iont Vv lidskych ledvinach, plicich,
plazm¢, erytrocytech a prase¢im mozku. Dalsim cilem prace bylo pouziti vyvinuté metody pro
kvantitativni analyzu vzorkd nadorové a sousedni zdravé ledvinové tkané ziskané od 20
pacientl. Ziskana kvantitativni data byla dale vyhodnocena pomoci vicerozmérné statistické
analyzy dat (MDA), k ur¢eni nejvyraznéjsich zmén ve slozeni polarnich lipidtt mezi nadorovou

a sousedni zdravou ledvinovou tkani.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separacni technika, kterd vyuziva déleni slozek mezi dvé
faze, z nichz jedna je mobilni faze a druha je stacionarni faze. Mobilni (pohyblivd) faze je
kapalina a stacionarni (nepohybliva) faze je tuha latka nebo kapalina ukotvena na tuhém nosici
[2]. Princip separace je zalozen na opakovaném ustalovani rovnovahy délenych latek ve
fazovém rozhrani mezi stacionarni a mobilni fazi [3]. Dochazi k distribuci délenych latek mezi
stacionarni a mobilni fazi, kdy separované latky jsou undseny mobilni fazi lozem stacionarni
faze. Separované latky opakované interaguji s mobilni a stacionarni fazi a velikost interakce
uréuje zadrz v systému. Cim vice separovana latka interaguje se stacionarni fazi, tim je latka
vice zadrzovana a zvysuje se jeji retencni Cas. Distribuci separované latky mezi stacionarni a

mobilni fAzi mGzeme popsat pomoci distribu¢ni (rozdélovaci) konstanty Kp.

CS
KD=_

Cm

kde koncentrace separované latky ve stacionarni fazi je c¢s a koncentrace separované

latky v mobilni fazi je cm.

Separované latky mohou mit rizné hodnoty distribu¢nich konstant, pfi¢emz ¢im je
hodnota distribu¢ni konstanty separované latky vyssi tim déle setrvava ve stacionarni fazi a tim
vetsi je jeji doba retence. Na separaci analytt maji tedy vliv vlastnosti mobilni faze a zaroven
vlastnosti stacionarni faze. SloZeni mobilni fdze mlZe byt béhem separace konstantni, jde o tzv.
izokratickou eluci, nebo se mobilni faze mtize ménit s ¢asem, takze v prub&hu separace dochazi
ke zvySeni eluéni sily, jde o tzv. gradientovou eluci. Optimalni kombinace stacionarni a mobilni
faze a separacnich podminek je velice dilleZita pro separaci komplexnich analytl a vyZzaduje

dikladnou optimalizaci parametrq.

2.1.1 Instrumentace ve vysokoucinné kapalinové chromatografii

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf (HPLC) (Obrazek 1) se muze skladat ze
zasobniki mobilni faze, jejiz pratok je regulovany pomoci softwaru, zafizeni slouziciho
k odplynéni mobilni faze. Dale se sklada z cerpadla pumpujiciho stabilnim pritokem mobilni
faze. Za Cerpadlem je umistén davkovac vzorku, ze kterého je vzorek unaSen mobilni fazi na

chromatografickou kolonu slouzici k separaci analyti. Kolona je umisténa Vv kolonovém
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termostatu kontrolujici teplotu kolony. Na vystupu z kolony je umistén detektor, z n¢hoz je
veden signal do datové stanice. Kapalinové chromatografy se konstruuji tak, aby jejich mrtvy

objem byl co nejmensi.

Chromatograficka kolona

B Pocita¢
S— L=
; ; - ————
Zasobnik
mobilni faze

Davkovac vzorku

al
1

Vzorek

Vysokotlaké &erpadlo Detektor

Odpad
Obriazek 1: Schéma HPLC (zdroj: http://www.pharmacelsus.de/hplc/)

Chromatograficka kolona je zkonstruovana z plasté kolony, ktery nejcastéji byva
z vysoce antikorozniho materialu jako je nerezova ocel (typ 316) [3], dalsi variantou slozeni
plasté miize byt plast. Kolona je uzaviena porézni fritou, ktera zabraiiuje uvoliiovani stacionarni
faze. Konce kolony obsahuji ochranné krouzky a koncové hlavice, které jsou uzplisobeny pro
vstup kapilar se Sroubenim. Délka chromatografickych kolon se pohybuje od 3 do 25 cm, ale
muzeme se setkat s kolonami, které se pohybuji fadové v jednotkach az desitkach milimetrti.
Mize se napiiklad jednat o 5 mm kolony, které se vyuzivaji jako piedkolony k zachycovani
mechanickych necistot a slouzi k ochrané¢ chromatografickych kolon. Vnitini primér
chromatografickych kolon se pohybuje od 1,0 do 4,6 mm. Velikost ¢astic sorbentu se pohybuje
od 1,6 do 5 um, je vSak tieba brat v potaz, Ze ¢astice v chromatografické koloné¢ maji urcitou
distribuci velikosti a je kladen ddraz na to, aby distribuce ¢astic byla co nejuzsi pro lepsi
chromatografické vlastnosti. Dne$nim modernim trendem je miniaturizace jak kolon, tak i
¢astic sorbentu a tomu odpovidajici spotfebé mobilni faze a zejména pak zrychlovani analyz.
Tento trend odpovidd ultra-vysokotcinné kapalinové chromatografii (UHPLC), ktera je
vyuzivana pro zvySeni G¢innosti separace za pouziti ¢astic pod 2 um[4-6]. UHPLC systémy

jsou odolné vici vysokym zpétnym tlaklim a vyuZivaji vysoce vykonna ¢erpadla, kterd mohou
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pracovat pfi tlacich vice jak 1000 bar. Pti pouziti UHPLC systému je tfeba klast diraz na
kvalitni a stabilni staciondrni faze. VétSina stacionarnich fazi uré¢enych pro UHPLC ma Siroké
pracovni rozmezi pH a vysokou odolnost vii¢i ultra-vysokym tlakiim. S timto novym trendem
byly také vyvinuty ruzné typy modifikaci, napiiklad ACQUITY UPC 2TM Tours: DEA
(diethylamin), Diol, 2-PIC (2-picolylamin), 1-AA (1-aminoantracen) (Waters), Cogent

Diamond Hydride 2.0™ (Microsolv) atd. pro ziskani odlisné selektivity separace.

Eluat je veden z kolony do riznych typt detektort, které jsou zaloZeny na fyzikalné
chemickych procesech a poskytuji elektricky signél jako odezvu tmérnou zméné sledovaného
eluatu. Casto vyuzivanym detektorem v HPLC je spektrofotometricky detektor (UV/VIS), ktery
pracuje pii zvolené vinové délce nebo zaznamenava celé spektrum latky tzv. detektor
s fotodiodovym polem. UV/VIS je zaloZen na principu absorpce zafeni v oblasti vlnovych

délek od 190 do 800 nm a fidi se Lambert-Beerovym zakonem:
A=c¢-l-c

kde A je absorbance, € je molarni absop¢ni koeficient, 1 je tloustka absorbujici vrstvy a

¢ je koncentrace absorbujici slozky.

Pro latky, které neobsahuji ve své molekule chromofor (molekula nebo ¢ast molekuly
absorbujici zateni), 1ze pouzit odpafovaci detektor rozptylu svétla (ELSD). Tento detektor je
zalozen na bazi rozptylu svétla. ELSD je univerzalni detektor, ktery se muze pouZit pti
gradientové eluci k detekci fosfolipidii, mastnych kyselin, sacharidii atd. Dal§$im moZnym
typem detektoru pro spojeni s HPLC je refraktometricky detektor, ktery méfi zmeény indexu
lomu eludtu prochazejicim méftici celou. Refraktometricky detektor je nevhodny pro
gradientovou eluci, na rozdil od ELSD. Dalsimi typy detektorti jsou elektrochemické detektory
(amperometricky, coulometricky), vodivostni atd. Detektor by se mél vyrabét tak, aby byl
schopny detekovat pfitomné analyty, mél nizkou uroven Sumu a vysokou citlivost, aby odezva
detektoru byla co nejrychlejsi, a mél vysoky linearni koncentra¢ni rozsah. V ptipadé pouZivani
gradientové eluce je nutné, aby byl pouzitelny pro tento typ analyz a hlavnég, aby byl robustni a

co nejjednodussi.

2.1.2 Chromatografické systémy

Chromatografické systémy jsou =zalozeny na rozdilnych principech distribuce
separovanych latek mezi mobilni fazi a stacionarni fazi a typu jejich interakci. Lisi se typem

stacionarnich a mobilnich fazi v zavislosti na vlastnostech analyzovanych latek.
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2.1.2.1 Systémy s reverznimi fazemi

Princip chromatografie na reverznich fazich (RP) je zaloZen na rozdilnych a relativné
slabych interakcich [7]. V systémech sreverznimi fazemi se vyskytuji nespecifické
mezimolekulové interakce (disperzni sily) mezi analytem a sorbentem a zaroven polarni
interakce mezi polarnimi molekulami mobilni faze a analytu. Nespecifické interakce jsou
mnohem slabsi neZ polarni interakce, proto polarni interakce uleh¢uji navrat molekulam do

jejich polarita.

V RP systémech se pouziva polarni mobilni faze a nepolarni stacionarni faze. Obvyklou
mobilni f4zi je spojeni smési vodné slozky a organickych rozpoustédel, kterd jsou misitelna
s vodou. Vodné slozky se mohou skladat z vodnych roztokt kyselin, bazi anebo pufri. Obvykla
organicka rozpoustédla jsou alkoholy (metanol, 2-propanol), acetonitril ¢i méné polarni
tetranydrofuran. PouZivané stacionarni faze v RP systémech maji nepolarni charakter. Casto
pouzivanou stacionarni fazi je dlouhy alkylovy fetézec Cis, ktery je chemicky navazany na
povrchu nosice (silikagel, hybridni sorbent atd.). Dal$i mozné typy stacionarnich fazi
Vv systémech s obracenymi systémy jsou Cs, fenyl, propylfenyl. Dale lze vyuzit polarngjsi
stacionarni faze s propylaminovou ¢i propylkyanovou skupinou, které mohou byt pouzity jak

V systémech s reverznimi fazemi, tak v systémech s normalnimi fazemi.

2.1.2.2 Systémy s normalnimi fazemi

Systémy s normalnimi fazemi (NP) patii mezi nejstarsi chromatografické mody, které
byly vyvinuty M. S. Tswettem v roce 1903 [7]. Princip retence je zaloZen na rozdilnych
polarnich silach, které pisobi mezi analytem — staciondrni fazi a mezi staciondrni fazi — mobilni
fazi. Pfi pouziti nevodnych mobilnich fazi dochazi k separaci vlivem adsorpce, kdy analyt a
mobilni faze souté€zi o polarni adsorpcni centra umisténd na povrchu stacionarni faze. Retence
separovanych latek se tedy zvySuje se zvySujici se polaritou analyzovanych latek a klesa
s rostouci koncentraci polarity mobilni fdze. Systém s normalnimi fazemi je vhodny pro

separaci polarnich analytq.

V NP systémech se pouzivaji nepolarni mobilni faze a polarni staciondrni faze. Jako
mobilni faze se pouzivaji nepolarni rozpoustédla, napf. hexan, heptan, dichlormethan a
chloroform. Tato rozpoustédla je nutné zbavit vlhkosti, aby bylo dosazeno pozadované

reprodukovatelnosti. Separace v NP systémech probiha na polarnich stacionarnich fazich.
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Obrazek 2 Silanolové skupiny na povrchu silikagelu: (1) silanolové skupiny, (2) siloxanové skupiny. Struktura
klasického silikagelu (3) a hydrosilovany silikagel (silikagelu typu C) (4).

Pouzivané polarni stacionarni fize mohou byt anorganické, jako je silikagel, oxid hlinity
(alumina) nebo chemicky vazané stfedné polarni stacionarni faze na silikagelovém nosiéi, napf.
aminopropyl, kyanopropyl, diol atd. [3]. Nejrozsifenéjsim polarnim anorganickym sorbentem
je silikagel, ktery ma vysokou mechanickou odolnost a 1ze ho pouzit i pfi vysokych tlacich
v UHPLC chromatografii. Aktivnimi centry na povrchu silikagelu jsou hydroxylové nebo

silanolové skupiny (Obrazek 2).

2.1.2.3 Hydrofilni interakéni chromatografie

V poslednich letech se zvysila poptavka po separaci silné polarnich latek, které jsou
V RP systémech zadrzovany velmi slabé a v NP systémech pii pouZiti nevodnych mobilnich
fazi dochazi k velmi silné adsorpci na stacionarni fazi. Tento problém lze vyteSit pouZitim
chromatografie hydrofilnich interakci, tzv. HILIC, ktery navrhl Alpert v roce 1990 [8]. Systém
HILIC vyuziva stacionarni faze, které jsou typické pro NP faze, tedy stacionarni faze majici

polarni charakter. HILIC vyuziva mobilni faze obsahujici organicka rozpoustédla a vodu
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podobné¢ jako RP systémy. Hydrofilni proto, Ze se charakterizuje afinitou k vode¢, ktera se pii
separaci ptidava do mobilni faze. Principem retence jsou hydrofilni proton donor-akceptorové
a dip6l-dipolové interakce, jak s povrchem stacionarni faze, tak i s imobilizovanou kapalinou
na stacionarni fazi [9]. Retence je zvySovana s polaritou analytu a snizuje se zvySenim polarity

mobilni faze. Retenci Ize ovlivnit ptidavkem soli @ pH mobilni faze.

Jako staciondrni fazi v HILIC systémech lze pouzit nemodifikovany silikagel se
snizenou koncentraci povrchovych silanolovych skupin, silikagel typu C s hydrosilovanym
povrchem (Obr. 2), kde jsou silanolové skupiny (-Si-OH) nahrazeny hydridovymi skupinami (-
Si-H). Dale se vyuzivaji stacionarni faze s chemicky vazanymi aminopropylovymi, amidovymi,
nitrilovymi, diolovymi a dals$imi polarnimi skupinami. Pro svou specificnost si
v chromatografii naSel své misto HILIC systém, ktery umoziiuje vyrazné zvyseni separovanych

latek v jednom experimentu ve slozitych vzorcich.
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2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) [10] je destruktivni analyticka fyzikalné-chemicka
metoda slouzici k ur¢ovani molekulové hmotnosti atomti, molekul a jejich ¢asti po prevedeni
na ionty. lonty mohou byt bud’ kladné nebo zaporné a jsou rozd€leny podle poméru jejich
hmotnosti a naboje, tzv. m/z. Hmotnostni spektrometr zaznamenava hmotnostni spektrum, coz
je graf zavislosti intenzity iontd na jejich m/z, pfi¢emz intenzita miize byt absolutni nebo

relativni. Pomoci MS miiZzeme urcit strukturu analyzovanych latek.

MS umoziiuje spojeni se separa¢nimi technikami, jako je kapalinova chromatografie,
plynova chromatografie, ale i kapilarni elektroforéza ¢i supekritickd fluidni chromatografie.
Toto spojeni se separa¢nimi technikami ndm umoznuje identifikovat a kvantifikovat komplexni
vzorky, které se vyznacuji vysokym poctem latek. MS ve spojeni se separacnimi technikami je
klicova pro analyzu vzorkl, které maji biologicky ptivod, ¢i pfi analyze stopovych latek
V environmentalni matrici. MS technika patii mezi Siroce pouzivané analytické metody ve
farmaceutickém prumyslu, potravinatstvi, zemédélstvi, vodarenstvi, laboratorni diagnostice a

dalsich oblastech.

2.2.1 Instrumentace v hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektrometr je iontové optické zatizeni skladajici se z n€kolika hlavnich
Casti: iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Hmotnostni spektrometr se dale
sklada z vakuové techniky, iontové techniky slouZici k fokusaci iontii a pocitace, ktery tidi cely
systém, zaznamenava a vyhodnocuje naméfend data. lontovy zdroj slouzi k pfevedeni
neutralnich molekul analyzovanych latek na nabité ¢astice, tzv. ionty. lonizace mize probihat
bud’ za atmosférického nebo za sniZzeného tlaku. Tyto ionty jsou pak vedeny pomoci iontové
optiky do hmotnostniho analyzatoru. V hmotnostnim analyzatoru jsou ionty v plynném stavu a
za vysokého vakua (102 az 10 Pa) rozdéleny podle jejich m/z. Rozdélené ionty vychazejici
Z hmotnostniho analyzatoru dopadaji na detektor, kterym miize byt fotonasobic, elektrondsobic,
pfipadné Faradayova klec. V pfipadé hmotnostnich analyzatorii typu orbitalni pasti a iontové

cyklotronové resonance dochdzi k detekci ptimo v analyzatoru.
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2.2.2 lonizac¢ni techniky

Ioniza¢ni techniky lze rozdélit na tvrdé (elektronova ionizace), mékké (chemicka
ionizace, ionizace elektrosprejem, chemicka ionizace za atmosférického tlaku, fotoionizace za
atmosférického tlaku, ionizace laserem za ucasti matrice), podle mnozstvi vnitini energie po
ionizaci. lonizace molekul mize probihat za snizeného tlaku (elektronova ionizace, chemicka
ionizace, ionizace laserem za ucasti matrice) nebo za atmosférického tlaku (ionizace
elektrosprejem, chemicka ionizace za atmosférického tlaku, fotoionizace za atmosférického

tlaku) [10].

100 000
biololymery.,
nepolarni o nekovalentni komplexy.
10 000| slouCeniny organokovy,

vysokomolekulami
syntetické polymery

1000 -

iontové organické
slouceniny

Molekulova hmotnost

100

bézné organické
10 . slouceniny (neiontové)

Nepolami Velmi polarni
Polarita

Obrazek 3: Graf pro vybér ionizacnich technik za atmosférického tlaku v zavislosti na polarité¢ a molekulové
hmotnosti analytu (zdroj: http://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-org-anal.php)

Ionizaéni technika, ktera by byla vhodna pro vSechny typy latek, neexistuje. lonizace
elektrosprejem, chemicka ionizace za atmosférického tlaku a fotoionizace za atmosférického
tlaku jsou techniky pokryvajici velkou §kalu polarit a molekulovych hmotnosti (Obrazek 3). Pii
vybéru ionizacni techniky je diilezité brat v potaz t€kavost analyzovanych latek, molekulovou

hmotnost, a hlavné jejich tepelnou stabilitu.

2.2.2.1 Elektronova ionizace

Nejstarsi ionizacni technikou, kterda ma stale svoji oblast pokryti, je elektronova ionizace

(EI) [10, 11]. EI (Obrazek 4) byva oznacovana jako tvrda ioniza¢ni technika, kdy molekula
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. , . ) . Obrazek 4: Schéma EI iontového zdroje (zdroj:
iontovym zdrojem. Katodou emitované http://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-org-anal.php)

elektrony maji urcitou energii, kterd je

dana urychlujicim potencialem, jenz je uvadény v elektronvoltech (eV), mezi katodou a
anodou. Standardni urychlujici energie pro tvorbu knihoven hmotnostnich EI spekter 70 eV.
Dochazi k ovlivnéni magnetickych poli volného elektronu emitovaného katodou a valenéniho
elektronu ionizované molekuly, ¢imz dojde k uvolnéni valen¢niho elektronu a tim vzniku
radikalkationtu. Vzniklé ionty jsou nasledn€ vypuzeny z iontového zdroje pomoci vytésitovaci
elektrody do analyzatoru. Abychom dosahli pozadovaného iontu, je zapotiebi 10° interakci, na
zaklad¢é ¢ehoz vyplyva, Ze uinnost ionizace je velice nizkd. EI se pouziva pro tékavé a
termostabilni latky, a to zejména v pozitivnim iontovém moddu. Dnes EI naléza uplatnéni
zejména pii spojeni s plynovou chromatografii (GC), kde je moznost porovnat namefena

spektra se spektry z knihovny.

2.2.2.2 lonizace elektrosprejem

v

Nejpouzivangjsi ionizacni technikou, ktera je vhodna pro spojeni LC/MS, je ionizace
elektrosprejem (ESI) [10]. ESI (Obrazek 5) je ionizace pracujici za atmosférického tlaku a patti
mezi m&kké ionizacni techniky. Pfi ionizaci témét nevznikaji fragmentové ionty a vznikaji
zejména protonované [M+H]" molekuly v poztivnim iontovém modu, deprotované [M-H]
molekuly v negativnim iontovém moédu a aduktové ionty. Pii ESI ionizaci mohou vznikat

vicenasobné nabité ionty, proto je tato technika vhodna pro ionizaci biomakromolekul a
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proteomickou analyzu. Pomoci ESI mizeme analyzovat slouceniny stfedné polarni az iontové.
Pti této ionizaci je rozpustény analyt v mobilni fazi pfiveden kovovou kapilarou, na kterou je
vlozeno napéti v KV (1-5 kV). Analyt s rozpoustédlem je pomoci zamlzujiciho plynu (N2)
rozprasen. Vzniklé kapicky po rozpraseni na vystupu z kapilary nesou na svém povrchu velké

mnozstvi nabojid. V iontovém zdroji dochdzi k odpatfovani rozpoustédla z kapicky a tim

vyparovani

zmlzujici plyn

aerosol

kapilara

Obrazek 5: Schéma ionizace elektrosprejem (zdroj: http://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-org-anal.php)

dochazi ke zvySeni hustoty néboje na povrchu. Pti dosazeni kritické hodnoty (piekroceni
Rayleighova limitu) dochazi k tzv. Coulombické explozi, tj. rozpadu na jesté¢ mensi kapicky.
Opakovanim tohoto procesu vede az k uvolnéni iontd. lonty mohou vznikat bud’ odpafenim
rozpoustédla z nabité kapicky, jde o vznik tzv. zbytkového naboje nebo vypaienim iontu, kdy

za pomoci povrchového napéti je ion analytu vytrzen z kapicky.

2.2.2.3 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Druhou nejcastéji pouzivanou ionizacni technikou pro spojeni HPLC/MS je chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [10, 12]. Jelikoz je APCI mirné tvrdsi nez ESI
ioniza¢ni technika a pfi ionizaci vznikaji protonované [M+H]" molekuly, deprotované [M-H]
molekuly a také fragmentové ionty, tak APCI neni vhodna pro analyzu biomolekul. Pouziva se
zejména pro ionizaci méné polarnich az stiedné polarnich slouc¢enin. Geometrie iontového
zdroje je analogicka s ESI, ale kapilara pfivadéjici analyt neni nabita. Ionizace probiha pomoci
vybojové jehly, na kterou je vlozeno napéti (3-4 kV), ¢imZ vznikéd koronovy vyboj. Pomoci

koronového vyboje nejprve dochazi k ionizaci molekul mobilni faze a nasledné molekul
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analytu ion-molekularnimi reakcemi s reakénim plynem (mobilni fazi). Vzniklé ionty jsou
nasledné pomoci iontové optiky usmérnény do hmotnostniho analyzatoru.

vstup

eluatu

‘ zmlzovac (sprej)

zlzujici plyn d

vyhfivana zona

vybojova

jehla kapiléara

Obrazek 6: Schéma chemické ionizace za atmosférického tlaku (zdroj:
http://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-org-anal.php)

2.2.2.4 Fotoionizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) [10] je mékka ionizaéni technika, pfti které
vznikaji protonované [M+H]" a deprotonované [M-H]  ionty a zaroven pfi této ionizaci b&zné
vznikaji ionty s lichym poctem elektrontt (M*, M~). APPI technika je vhodna pro ionizaci
nepolarnich latek, sttedné polarnich latek a pro analyzu labilnich molekul. Geometrie zdroje je
totozna s APCI, avSak misto vybojové jehly je umistén zdroj UV zatreni (Obrazek 7). Jako Casto
pouzivany zdroj UV zafeni je Kr vybojka (10 a 10.6 eV), protoze energie fotonu je nizsi nez
ioniza¢ni energie slozek vzduchu (O2 — 12,1 eV, N2 — 15,7 eV) a nékterych rozpoustédel jako
je voda, acetonitril, chloroform, metanol (10,3 — 12,6 ¢V). Vhodnym vybérem UV zafeni lze
zajistit selektivni ionizaci analytu, nikoliv mobilni faze. P¥i APPI molekuly interaguji s fotonem
o energii vyss§i, nez je jejich ioniza¢ni energie a dochazi k fotoexcitaci a nasledné ionizaci.
Piima ionizace molekul je statisticky malo pravdépodobna, proto se obvykle pouzivaji dopanty.
Dopanty slouzi jako mezi¢lanek mezi fotony a analytem a mohou vyrazné zvysit tvorbu iontt.
Jako dopant se ¢asto pouziva aceton nebo toluen, jejichZ ioniza¢ni energie je do 10 eV. APPI

stejné jako APCI lze pouzit v systémech s normalnimi fazemi.
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Obriazek 7: Schéma fotoionizace za atmosférického tlaku (zdroj: http://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-
org-anal.php)

2.2.2.5 lonizace laserem za ucasti matrice

Ionizace laserem za ucasti matrice neboli MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization) [11, 13] (Obrazek 8) je rovnéz mekka ionizaéni technika, za jejiz vyvoj ziskal v roce
2002 K. Tanaka Nobelovu cenu. Pii konvenénim pouziti MALDI vznikaji jednou nabité ionty,
a to bud’ protonované [M+H]" nebo deprotonované [M-H]". Avsak ve spektrech lze pozorovat
téz vicenasobné nabité ionty, a to za pouZiti specidlnich matric pfi atmosférické MALDI. Tato
technika mize probihat za riznych tlaki: nizkotlaké MALDI, kdy ionizace probiha za vakua,
sttednétlaké MALDI, které probiha za sniZzeného tlaku a atmosférické MALDI probihajici za
okolniho tlaku. MALDI ionizace se pouZiva pro molekuly s velkou molekulovou hmotnosti
jako jsou biopolymery, syntetické polymery, lipidy atd. MALDI je pulzni ionizacni technika,
pii které je vzorek spolecné s matrici nanesen na MALDI tercik. Jako matrice se nejCastéji
pouziva organickd kyselina, ktera dobfe rozpousti analyt a snadno absorbuje energii laseru,
napt. o-Kyano-4-hydroxyskoficova kyselina, kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, 9-
aminoakridin, 4-nitroanilin, atd. U této techniky nejprve dochazi pomoci kratkého laserového
pulsu (dusikovy UV laser 337 nm, nebo IC lasery) k absorpci energie pievazné matrici, ¢imz

dochazi k jeji rychlé desorpci. Spolu s matrici se desorbuje analyt a zaroven pii desorpci
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dochdzi k ionizaci matrice, ktera se stabilizuje pfedanim néboje na analyt. Vznikl¢é ionty jsou

nasledné analyzovany pomoci analyzatoru doby letu, iontové pasti ¢i orbitalni pasti.

hmotnostni analyzator ’7

+::... ionizace analytu

laser
+ . s .
+g+  lonizace matrice
ard M thariare
= T —
matrice analyt

Obrazek 8: Princip MALDI ionizace (zdroj: http://www.cskb.cz/res/file/KBM-
pdf/2012/2012-3/KBM12-3-Friedecky-152.pdf)

2.2.3 Hmotnostni analyzatory

Nedilnou soucasti hmotnostniho spektrometru jsou hmotnostni analyzatory, které slouzi
K separaci ionti v plynné fazi podle jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z). Déleni iontd
v analyzatoru probiha za vysokého vakua, dle typu analyzatoru se vakuum pohybuje od 10 do
101! Pa. Hmotnostni analyzator je umistén za iontovym zdrojem, kde ionty vznikaji, a pred

detektorem. Hmotnostni analyzatory mizeme rozdélit podle péti zakladnich principti na:

e Zakiiveni drahy letu iontli v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky
nebo elektrostaticky analyzator)

e Ruzna stabilita oscilaci iontl v dvojrozmérné nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérné¢ho a vysokofrekvencniho stfidavého napéti (kvadrupol nebo
iontova past)

e Rizna doba rychlosti letu iontl (analyzator doby letu)

e Rzna frekvence harmonickych oscilaci v elektrickém poli (Orbitalni past)

e Rlznd frekvence harmonickych oscilaci v magnetickém poli (iontova

cyklotronova resonance)
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Hmotnostni analyzatory mizeme rozdélit podle zplisobu déleni iontl na skenovaci,
iontové pasti a priletové. Mezi zékladni parametry hmotnostnich analyzatort patii rozliSovaci
schopnost, spravnost ur¢eni m/z, hmotnostni rozsah, dynamicky rozsah, rychlost zdznamu
spekter. Definice rozliSovaci schopnosti mize byt zalozena na Sitce jednoho piku (Full Width
at Half Maximum, FWHM), kterou lze vypo¢itat jako pomér hmotnosti iontu m ku Sifce tohoto
iontu Am v polovin¢ jeho vysky (RP = m/Am). Dalsi definici lze vypocitat pomoci piekryvu
dvou piku, kdy poc¢itame pomér hmotnosti iontu my Ku rozdilu iontd mz1 a my, pficemz oba piky
musi byt stejné vysoké a podminkou je piekryv z 10 % (RP = mji/(m2-mj)). Hmotnostni
analyzatory lze rozdélit podle rozliSovaci schopnosti do dvou skupin. Pfistroje s nizkou
rozlisovaci schopnosti, mezi néz patti kvadrupély, dosahuji rozlisovaci schopnosti 10? az 5x10°
a $itky piku v rozmezi 0,2 az 1,0 m/z. Do druhé skupiny spadaji pfistroje s vysokou rozliSovaci
schopnosti, kam se fadi priletové analyzatory, sektorové pfistroje, orbitrap a iontova
cyklotronova rezonance. Spravnost urceni hodnoty m/z (Mass Accuracy) si lze predstavit jako
chybu méfeni, ktera je definovana jako relativni rozdil mezi experimentalné naméfenou
hodnotou a teoreticky vypoétenou m/z iontu vztazenou k teoretické hodnoté. Vysledkem je
bezrozmérna veli¢ina vyjadiena v ppm. Pomoci vysoké spravnosti hmoty jsme schopni urcit

elementarni sloZeni iontu.

, o . m/z exp_m/z teor 6
Spravnost ur¢enim/z = * 10
m/Z teor

2.2.3.1 Magneticky sektorovy analyzator

Magneticky [10] sektorovy analyzator je prvni nejstar$i pouzivany hmotnostni
analyzator. Je to typicky hmotnostni analyzator pouZivany ve spojeni GC/MS pro analyzu
dioxint, furand, bromovanych difenylethert, polychlorovanych naftalenti atd. Princip tohoto
analyzatoru je zalozen na pruchodu iontd magnetickym polem, kdy ionty vstupuji do
magnetického pole, ¢imz dochazi k zakfiveni drahy letu iontu. U iontl s niz§i hodnotou m/z
dochdzi k vétsimu zakitiveni. Plynulou zménou magnetické indukce pfi konstantnim poloméru
danym pro pouzity piistroj projdou vystupni §térbinou na detektor postupné vSechnu ionty a
zaznamenaji se intenzity iontl pro jednotlivé m/z, ¢imz ziskdme hmotnostni spektrum.
K magnetické fokusaci iont mize byt jeste zarazena elektrostaticka fokusace iontli, ¢imz dojde

K vyraznému zvyseni maximalni RP z jednotek na desitky tisic. Elektrostaticka fokusace slouzi
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ke sjednoceni energii iontt se stejnou hodnotou m/z, to vede ke zuzeni paprsku iont dopadajici

na detektor a zlepseni rozliseni.

2.2.3.2 Kvadrupoélovy analyzator

Velmi oblibenym a ¢asto pouzivanym hmotnostnim analyzatorem je kvadrupolovy
analyzator neboli kvadrupdl (Obrazek 9) [11]. Jeho vyhodou je nizka pofizovaci cena a moznost
pouziti pro spojeni se separa¢nimi technikami, zejména pro GC/MS, HPLC/MS. Kvadrupol se
sklada ze ¢tyt kovovych ty¢i o délce 20 az 30 cm kruhového a hyperbolického prifezu. Na tyce
je vlozeno kladné a zaporné stejnosmérné napéti, a to vzdy na dvé protilehlé tyce. Zaroven je

na vSechny tyCe vloZzeno vysokofrekvenéni stiidavé napéti. Na zakladé velikosti

ionty s nestabilni trajektorii . g
ionty se stabilni

. . O] e , . .
ionty ze zdroje @ — - - P trajektorii

® do detektoru
Q —

Obrazek 9: Schéma kvadrupdlového analyzatoru (zdroj: http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2012/2012-
3/KBM12-3-Friedecky-152.pdf)

stejnosmérného napéti a amplitudy stfidavého napéti v daném okamziku se ionty s urcitou
hodnotou m/z pohybuji po stabilni trajektorii dale k detektoru, ptipadné do dalsi casti
analyzatoru. lonty s nestabilni trajektorii jsou vychyleny a zachyti se na ty¢ich. Zachyt iontd na
ty¢ich zalezi na hmot€, naboji iontu, a také na frekvenci oscilaci. Samotny analyzator miize
pracovat ve dvou reZzimech. Ve skenovacim rezimu, kdy se kontinudlné méni elektrické pole,
coz umoznuje proméfit vSechny hodnoty m/z v kratkém casovém tseku. Anebo se nastavi
elektrické pole kvadrupdlu tak, aby prochazely ionty pouze s ptislusnou hodnotou m/z, tzv.
selektivni zaznam iontu (Selected Ion Monitoring, SIM). V prvnim piipad¢ sledujeme vSechny
ionty ve zvoleném rozsahu, ale s nizkou citlivosti. V druhém ptipad¢ zvysime vyrazné citlivost,
ale uZ nemétime hmotnostni spektrum, pouze zaznam intenzity iontu na ¢ase. SIM rezim je
vhodny pro kvantitativni a stopovou analyzu, kdy zname strukturu sledovanych latek. V dne$ni
dobé se v rutinnich laboratofich bézné setkdvame s kombinaci hmotnostnich analyzatort,
zejména s kombinaci tfech kvadrupolu (QqQ), které jsou velmi popularni pro kvantitativni
analyzu diky cenové dostupnusti, vysoké citlivosti a robustnosti. V tomto uspotadani slouzi

druhy (prostfedni) kvadrupdl jako kolizni cela, do které je zaveden kolizni plyn (dochazi
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k fragmentaci). Kvadrupo6l Ize vyuzit i v hybridnim uspotadani s priletovym analyzatorem a

Orbitalni pasti.

2.2.3.3 Tontova past

Iontova past (IT) se sklada z prstencové elektrody a dvou koncovych elektrod, na
elektrody je aplikovan vhodny pomér napéti [10]. Vzniklé ionty v iontovém zdroji jsou do pasti
pfivedeny vstupnim otvorem koncové elektrody pomoci kratkého napétového pulzu. Uvnitt
pasti jsou ionty uvedeny do stabilnich oscilaci a jsou udrzovany v pasti pomoci vhodného
vloZeného poméru napéti na elektrodach. Plynulou zménou téchto napéti dochazi k vypuzovani
iontt podle jejich m/z na detektor. Do pasti se zavadi helium, které slouzi jako tlumici plyn.
Helium tlumi oscilace iontli a zaroven zvySuje zachyt iont a zlepSuje rozliSeni. lontova past
umozinuje experimenty MS", kdy v pasti dochazi k izolaci iontd a fragmentaci. V iontové pasti
je tfeba optimalizovat mnozZstvi iontli, aby nedochézelo ke vzniku prostorového néboje a tim ke
zhor$eni rozliSeni a posunu m/z. Problém vzniku prostorového naboje muize vytesit linearni
iontova past, ktera se vyznacuje vyssi ucinnosti plnéni a je méné nachylna ke vzniku

prostorového ndboje vlivem vyssi kapacity.

A .
oktapdl konverzni
/ dynoda
(=== s s |
s ———— == At
T S
I -
& :
;2? ‘ elektronovy
S nasobic
prstencova
koncovi elektroda elektroda koncova elektroda
Obrazek  10: Schéma  hmotnostniho  analyzatoru na  principu  iontové  pasti  (zdroj:

http://penyfan.ugent.be/labo/joelv/Esquire.html)
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2.2.3.4 Analyzator doby lety

Analyzator doby letu (Obrazek 11) je pulzni hmotnostni analyzator, ktery méii dobu
letu ionti potifebnou po piekonani ur¢ité drahy [10, 11]. V tomto ptipad¢ jsou ionty v pulzech
akcelerovany elektrickym polem do vakuové trubice, ve které riznou rychlosti v zavislosti na
jejich m/z, dopadaji na detektor. Analyzator doby letu nabizi lepsi rozliSovaci schopnost iontt
nez kvadrupdlové analyzatory. Casto se vyuziva uspoifadani za pouZiti tzv. reflektronu
(iontového zrcadla). Reflektron je soustava miizek, na které je vloZeno postupné se zvySujici
nap¢ti opacné polarity, nez maji nabité ¢astice. Reflektron slouzi k prodlouzeni drahy letu iontt,
vyrovnani riiznych kinetickych energii pro ionty se stejnou hodnotou m/z, coz vyrazn¢ zlepsuje

rozliSeni iontu.

vlozeni pulsu detektor

ionty ze zdroje |||S S

reflectron

Obrazek 11 Schéma analyzatoru doby letu s reflektronem
(zdroj: http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2012/2012-
3/KBM12-3-Friedecky-152.pdf)

2.2.3.5 Orbitalni past

Orbitalni past (Orbitrap) je nejnovéjsim typem hmotnostniho analyzatoru, ktery byl
popsan ruskym fyzikem Makarovem v roce 2005 [10]. Orbitrap funguje na principu pasti a patii
mezi hmotni analyzatory s vysokym rozliSenim. Analyzator se skladd z vn&jsi a stfedové
vietenové elektrody, na které je vlozeno napéti. Uzky svazek iontii o riiznych m/z je piiveden

do analyzatoru a soucasné je na centralni elektrodu aplikovano rostouci napéti ¢imz jsou ionty
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pfinuceny k oscilacim v podélném sméru (zprava doleva) kolem této elektrody. Nasledné se
hodnota napéti na centralni elektrod¢ stabilizuje na konstantni hodnot€ a dochazi ke stabilizaci
trajektorii iont. Frekvence podélnych (axidlnich) oscilaci kazdého prstence iontl indukuje
proudovy obraz na vné&jsich elektrodach, ktery je pomoci Fourierovy transformace pieveden na
frekvencni zavislost a nasledné konvertovan do zavislosti na m/z (kazdé hodnoté m/z nalezi

urcita hodnota frekvence axialni oscilace).

o vnéjsi

- elektroda

vietenova ——
elektroda
snimaci elektroda
Obrazek 12: Schéma Orbitalni pasti (zdroj:

http://departments.agri.huji.ac.il/zabam/orbitrap.html)

2.2.3.6 Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

Princip iontové cyklotronové rezonance s vyuZzitim Fourierovy transformace je zaloZzen
na ruzné frekvenci pohybu iontl ve velmi silném magnetickém poli v zavislosti na hodnoté m/z
[10].Vzniklé ionty v iontovém zdroji Se postupné dostanou az do cyklotronové cely (ICR cela),
ktera funguje jako elektromagneticka iontova past. V ICR cele je vakuum 100 az 107 Pa.
Tento analyzator vyuziva silného homogenniho magnetického pole. Toto pole zplisobi, Ze ionty
vykonavaji kruhovy pohyb s frekvenci, ktera je zavisla na jejich m/z (cykloidalni trajektorie
s cyklotronovou frekvenci). Nasledné jsou ionty excitovany pomoci vysokofrekvencniho
nap¢ti. Po vypnuti vysokofrekvenéniho napéti ionty pokracuji na stejnych frekvencich na
drahach s vy$$im polomérem, pti¢emz kazdé hodnoté m/z nalezi charakteristicka cyklotronova
frekvence. Detekce iontl probiha na detek¢nich deskach, kde se méti ionty iondukovany proud.

Nasledné jsou pomoci Fourierovi transformace tyto frekvence piepocteny do stupnice m/z.
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2.2.3.7 lontova mobilni spektrometrie

Iontova mobilni spektrometrie (IMS) [10, 14] patii mezi separa¢ni metody. Ionty jsou
separovany na zakladé jejich pohybu v plynné fazi v driftovém plynu v mobilni cele, na kterou
je aplikovano elektrické¢ pole. IMS umoziuje rozliSit ionty na zakladé velikosti naboje,
hmotnosti a velikosti priifezu ¢astic. Obecné lze fici, Ze ¢im vétsi je plocha prafezu iontu, tim
vEtsi je pocet kolizi s inertnim plynem, a zaroven tedy roste Cas, ktery ion pottebuje, aby urazil
vzdalenost do detektoru. Ionty o stejné hmotnosti, ale s riznym tvarem molekuly, mohou byt

pomoci IMS rozd¢leny.

Technickym feSenim IMS je né€kolik. Nejjednodussim typem je iontovd mobilita
v driftové trubici (Drift-Time lon Mobility Spektrometry (DTIMS). Pii této analyze je vzorek
zveden do driftové trubice spolu s inertnim plynem pii pouZziti relativné nizkého napéti.
Driftovy plyn proudi trubici v opaéném sméru, nez je smér migrace ionizovanych ¢astic. Mensi
ionty budou méné brzdény protiproudem plynu a budou dopadat detekovany diive nez vétsi

ionty [14].

Dals§im typem analyzatoru je diferenéni mobilni spektrometrie (Differential-Mobility
Spectrometry (DMS)) nebo iontova mobilni spektrometrie s vysokonap&étovou asymetrickou
vinou (Field-Asymmetric Waveform lon Mobility Spectrometry (FAIMS)). V tomto
analyzatoru jsou ionty proudem nosného plynu vedeny mezi dvé elektrody. lonty jsou
vystaveny vysokym potencidlem elektrického pole po kratkou dobu a nizkym potencidlem
elektrického pole po delsi ¢as. Béhem aplikace nizkého a vysokého potencidlu elektrického
pole se ionty posouvaji k jedné ze dvou elektrod, jejichz trajektorie k elektrodam se upravuje
pomoci kompenzacniho napéti, které zajist'uje stabilni trajektorii iontd daného analytu. Pouziva
se zejména jako iontovy filtr pro zlepSeni senzitivity. Valcové uspotfadani elektrod je obvyklé

pro FAIMS, zatimco konfigurace s paralelnimi desti¢kami elektrod nese oznaceni DMS [14].

Iontova mobilitni spektrometrie s pohybujici se vinou (Traveling-Wave lon Mobility
Spectrometry (TWIMS)) je hmotnostni analyzator, ve kterém separace iontd probiha pomoci
série napétovych pulzi. TWIMS se sklada ze sérii prstencovych elektrod, ze kterych jsou
vytvareny kontinualné symetrické potencidlové viny, jez slouzi k unaseni iontl na detektor za

soucasného protiproudu inertniho plynu [14].
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2.3 Lipidy a jejich klasifikace

Lipidy jsou dulezité organické slouceniny (polarni az nepolarni 1atky) obsahujici mastné
kyseliny a jejich derivaty [15]. Nachazeji se ve vSech zivych buikach, od primitivnich
archaebakterii az po rostliny nebo bunky savct [16]. Lipidy jsou skupinou hydrofobnich nebo
amfipatickych molekul, které vznikaji zejména kondenzaci karbokationtl thioesterii (mastné
kyseliny, polyketidy) nebo kondenzaci karbokationtli izoprenovych jednotek (steroly, prenoly)
[1]. Lipidy jsou dulezitou soucasti potravy, a to nejen pro svoji vysokou energetickou hodnotu,

ale také pro obsah esencidlnich mastnych kyselin a vitaminti rozpustnych v tucich.

Funkce lipidi jsou stejné rozmanité jako jejich struktury. Jejich funkce v lidském
organismu jsou riazné, patii mezi hlavni slozku bunéénych membran, slouzi jako zasobarna
energie, v kombinaci s proteiny maji hlavni transportni funkci v krevnim fecisti a Gcastni se
v mnoha dilezitych fyziologickych procesech v buiikach. Poruchy v metabolismu lipida
mohou souviset s fadou zavaznych onemocnéni, napi. obezita, diabetes melitus, ateroskler6za,

Alzheimerova choroba a mnoho dalsich [17].

Lipidy se déli do 8 =zakladnich skupin: mastné kyseliny, glycerolipidy,
glycerofosfolipidy, sfingolipidy, steroly, prenoly, sacharolipidy a polyketidy. Tato klasifikace
dle Lipid Maps je zalozena na doporucenich International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) a International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) [1].

2.3.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (FA) (Tabulka 1) ptfedstavuji hlavni stavebni slozku komplexnich
lipid, a proto jsou jednou ze zdkladnich kategorii lipidd. Skladaji se z hydrofobniho
uhlovodikového fetézce a hydrofilni karboxylové kyseliny, coz je ¢ast zplisobujici amfipaticky
charakter struktury. Mastné kyseliny se v organismu nachazi predevs§im ve formé estert
Vv piirozené se vyskytujicich olejich a tucich. Mohou se vyskytovat také v neesterifikované
formé jako volné mastné kyseliny pienasejici se krevni plazmou [17]. V tkanich rostlinného a
zivoc¢isného pivodu jsou nejhojnéji zastoupeny mastné kyseliny obsahujici atomy uhliku

s ¢islem 16 a 18, tj. kyselina palmitova, stearova, olejova a linolova [18].

Mastné kyseliny mizeme rozdélit podle stupné nasycenosti na nasycené kyseliny, které

neobsahuji zddnou dvojnou vazbu. Déle pak mononenasycené tzv. monoenové kyseliny, které
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obsahuji pouze jednu dvojnou vazbu. A poslednim typem jsou polynenasycené (polyenové)

kyseliny obsahujici dvé ¢i vice dvojnych vazeb.

o)
|

Obrazek 13: Strukturni vzorec kyseliny palmitové

vvvvvv

(C18:0), palmitova (C16:0) (Obrazek 13), myristova (C14:0), laurovd (C12:0). Nasycené
mastné kyseliny jsou zdrojem energie a jsou obsazeny ptevazné v rostlinnych a zivoc¢isnych

tucich [17]. Vétsi piijem mize vést ke zvySeni aterosklerdzy a kardiovaskularniho onemocnéni

Tabulka 1: BéZzné mastné kyseliny, jejich trivialni nazvy, pocet atomu uhliku a pocet dvojnych vazeb.

Systematicky nazev Trividlni nazev | Zkratka CN:DB
Tetradekanova Myristové M Cl14:0
cis-9-Hexadecenova Palmitoolejova Po Cl6:1(92)
Hexadekanova Palmitova P Cl16:0
¢is-9,12,15-Oktadekatrienova o-Linolenova Ln Cl8:3(9Z, 127, 157)
cis-9,12-Oktadekadienova Linolova L C18:2 (97, 127)
cis-9-Oktadecenova Olejova (0] Cl18:1(97)
Oktadekanova Stearova S C18:0
cis-5,8,11,14,17-Eikosapentaenova Timnodova Ep C20:5(5Z,82, 112, 14Z, 17Z)
cis-5,8,11,14-Eikosatetraenova Arachidonova Ar C20:4 (52,82, 11Z, 14Z)
cis-8,11,14-Eikosatrienova — o C20:3 (87, 11Z, 147)
cis-11,14-Eikosadienova -— — C20:2 (117, 147)
cis-9-Eikosenova Gadolejova G C20:1 (97)
Eikosanova Arachova Ar C20:0
cis-4,7,10,13,16,19-Dokosahexanova Cervonova Dh C22:6 (47, 77, 107, 137, 16Z, 197)
cis-7,10,13,16,19-Dokosapentaenova Klupadonova Dp C22:5(7Z, 10Z, 13Z, 16Z, 192)
Dokosanova Behenova B C22:0
Trikosanova - e C23:0
cis-9,15-Tetrakosadienova — - C24:2 (927, 157)
cis-15-Tetrakosenova - e C24:1 (157)
Tetrakosenova Lignocerova Lg C24:0

[19], jako je abnormalni srde¢ni rytmus (fibrilace sini) [20]. Ptikladem mononenasycenych
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kyselin je palmitoolejova (16:1), kyselina olejova (C18:1), gadolejova (20:1), nervonova (24:1)
a dalsi. Kyselina olejova se vyskytuje v pfirodnich tucich a je obsazena predevsim v olivovém
oleji [21]. Polynenasycené kyseliny muzeme délit podle polohy nejblizsi dvojné vazby k
hydrofobnimu uhlovodikovému konci fetézce, a to na fadu n-6 a n-3. Do skupiny n-3 se fadi
naptiklad kyselina a-linolenova (C18:3) a eikosapentaenova (C20:5). FA patfici do n-3 skupiny
se vyskytuji zejména v semenech nékterych rostlin a jejich oleji (sdjové boby, Inéna semena,
semena ¢erné¢ho rybizu), dale pak v moiskych rybach jako je sardinka, tundk, makrela, sled’
[18]. V mozku je obsah polynenasycenych mastnych kyselin ptiblizné¢ 30% z celkového
mnozstvi lipida [22]. FA patfici do n-6 skupiny jsou pfevazné obsazeny v rostlinnych olejich,
jako je s6jovy, slunecnicovy ¢i olej z Cerného rybizu. Hlavnim ptedstavitelem této skupiny je
kyselina linolova (C18:2) a dale kyselina y-linolenova (C18:3), kyselina arachidonova (C20:4)
[18, 21]. FA n-3 a n-6 polynenasycené mastné kyseliny se podileji na velkém poctu
fyziologickych procesti v mozku [22, 23]. Obsah n-3 polynenasycenych mastnych kyselin miize
mit na 1é¢bu epilepsie [22].

2.3.2 Glycerolipidy

Glycerolipidy [1] [15] tvofi rozsahlou skupinu neutralnich lipida a jsou to derivaty
glycerolu, ve kterych jsou jednotlivé hydroxylové skupiny esterifikovany FA. Glycerolipidy
jsou bohaté bunééné lipidy, které maji fyziologické tulohy pti skladovani energie [24]. Hlavnim
predstavitelem neutralnich lipida jsou triacylglyceroly (Obrazek 14), diacylglyceroly a
monoacylglyceroly jejichz glycerolovou kostru tvofi FA pfipojené esterovymi vazbami.
Triacylglyceroly jsou Casto se vyskytujici lipidy v tucich a olejich rostlinného a ZivocisSného
puvodu. Nadmérmé hromadéni triacylglycerolu mize zvySovat riziko vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni a byt spojovano s chorobami jako je obezita, diabetes melitus
atd. [25, 26].
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CH,—0—COR,
R,CO—0O— cltu
CH,—O—COR;

Obrazek 14: Strukturni vzorec triacylglycerolu, kde Ry, R a R3 jsou
acylové fetézce.

2.3.2.1 Glycerofosfolipidy

Glycerofosfolipidy [1, 15, 27-29] nazyvany také jako fosfolipidy, jejichz hlavni
charakteristikou je pfitomnost fosfatové skupiny. Glycerofosfolipidy jsou amfipatické
molekuly, kde polarni (hydrofilni) ¢ast je tvofena fosfatovou skupinou a nepolarni (hydrofobni)
¢ast tvori dlouhé acylové fetézce mastnych kyselin. Glycerofosfolipidy jsou soucasti lipidové
dvojvrstvy abunéénych membran. Jsou hlavnimi strukturalnimi lipidy v eukaryotickych
membranach [30]. Nékteré fosfolipidy jsou obsazeny v nervovych membranach a jejich zména
slozeni mize vést ke zméné prichodnosti. Spole¢né s akumulaci lipidovych peroxidi mohou

tyto zmény zpuisobovat neurologické poruchy [31].

Nejjednodussim fosfolipidem je kyselina fosfatidova (Obrazek 15 A). Dalsi fosfolipidy

se nazyvaji podle navazané funk¢éni skupiny na kyselin¢ fosfatidové: fosfatidylcholiny

A. (Ij B (8]
I(;I: H:?;_D_d_R1 C“) H2C|212—O—|(|2—R1
R,—C—O—CH 5 R,—C—O—CH O
HQCS—D-—H—O' H2(l33—O—ILI'—O-~CH2—CH—NH3*
(lg' o coor

CHy
CHQ—CHQ—Nz—CH3
CHy

E (o]
o CH-0-C-R F 0
II r fe) ch—O—C—R1
R-C—0—CH 0 0 |2
: B Ry=C—0—CH g
CH—0—-P—0fCH—CHOH—CH_OH . .
3 1CH; LOH H:C3—O—i=|’l—o—~CH3—CH2—NH;|
N 01 3

e}

Obrazek 15: Strukturni vzorce fosfolipidi: A kyselina fosfatidova, B fsofatidylserin, C
fosfatidylcholin, D fosfatidylinositol, E fosfatidylglycerol, F fosfatidylethanolamin.
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(Obrazek 15 C), fosfatidylethanolaminy (Obrazek 15 F), fosfatidylinositoly (Obrazek 15 D),
fosfatidylglyceroly (Obrazek 15 E) a fosfatidylseriny (Obrazek 15 B). Jestlize jedna poloha na
glycerolovém fetézci v poloze sn-1 nebo sn-2 obsahuje hydroxy skupinu misto mastné kyseliny,

pak se jedna o lysofosfolipidy.

2.3.2.2 Sfingolipidy

Sfingolipidy [1, 15, 29, 32, 33] jsou komplexni tfidou lipidt, ve kterych je acylova
skupina mastné kyseliny vazana amidovou vazbou. Mezi sfingolipidy patii ceramidy (Cer),
fosfosfingolipidy a glykosfingolipidy. Sfingolipidy jsou pfitomny ve velkém mnoZstvi
V nervovych tkénich, a to zejména v mozku. Mezi hlavni pfedstavitele patii sfingomyeliny

(Obrazek 16), které se vyskytuji ve velkych koncentracich v krevni plazmé.

OH—CH—CH=CH— (CH);—CH;

R—CO—NH-— (I:H ﬂ
CH;—O0— II’— O—(CHz),—N (CHz)3
&

Obrazek 16: Strukturni vzorec sfingomyelinu.

Mezi sfingolipidy patii také velmi slozité cukerné lipidy, jako jsou gangliosidy
(Obrazek 17) [34], které patii do skupiny kyselych glykosfingolipidid. Gangliosidy se skladaji
z ceramidového fetézce, na néhoz jsou navazany cukerné jednotky a alespon jedna kyselina

sialova (NeuAc, SA). Hlavnimi slozkami cukernych jednotek jsou glukédza (Glc), galaktoza

Gal
HO Glc
NeuAc 0 OH
OH OH 0
0= 0 o)
OH HO o
> 0 OH
RO ho
N HO
0= Sfingosin z

NH
\m

Mastna kyselina

Obrazek 17: Strukturni vzorec pro GM3.
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(Gal) a fukdza (Fuc). Vyse zminéné sacharidy mohou byt modifikovany naptiklad acylaci.
Sialové kyseliny (Sia) tvofi velkou skupinu derivatu neuraminové kyseliny a mohou se

vyskytovat v riznych formach (Obrazek 18) [35-37]. Je znamo zhruba 50 Sia typt s N-

Kyselina neuraminova (Neu), R= H,N—

O
ioH
N-acetylneuraminova kyselina (NeuAc), R= H,C—-C—N-—

0]
n H
N-glycolylneuraminovou kyselinou (NeuGc), R = HO-H,C—-C—-N-

Obrazek 18: Derivaty kyseliny sialové.

acetylneuraminovou kyselinou (NeuAc), N-glycolylneuraminovou kyselinou (NeuGc) a O-
acetylované derivaty mezi nimiz je nejbéznéjsi N-acetyl-9-O-acetylneuraminova kyselina.
Nejbéznéjsim derivatem kyseliny sialové vyskytujicim se v lidském organismu je NeuAc [37].
Nazvoslovi gangliosidii uvefejnil Svennerholm [38] a pozdé&ji schvalil IUPAC [39]. Prvni
pismeno G znamena, Ze se jedna o gangliosid, druhé pismeno indikuje pocet residui Sia M pro
mono-, D pro di-, T pro tri- atd. Cislo je pak fazeno jednotlivé sloudening, ktera ptivodné
odkazovala na svoji migraci v ur¢itém chromatografickém systému [38], nicméné se jedna o
pocet neutralnich sacharidti vypocteny jako 5-n sacharidovych jednotek [40]. Malé pismeno
znaci pozici Sia. ACkoliv tyto nazvy nejsou systematické maji tu vyhodu, Ze jsou kratké a dobte
pochopitelné. Pro piiklad GDla (Obrazek 19), gangliosid (G) obsahujici dvé Sia (D, 2x

NeuAc), ¢tyfi neutralni sacharidy (n=4, tj.5-4 = 1) a pismeno a uréuje pozici Sia.

HO  oH
o]
HO OH m/o
0 o NH OH
HO o= o] OH .
OH o o]
0 o]

Obrazek 19: Strukturni vzorec GD1a.
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Gangliosidy, sialované glykosfingolipidy, jsou nejhojnéji zastoupené sialované glykany
v nervovych buiikach a extracelularnich organech jako jsou plice, slezina a stfeva a také
v nékterych tekutinach jako je krev a mléko [41-46]. Gangliosidy maji duleZitou roli v mnoha
fyziologickych procesech v buiikach, jako je bunécnd signalizace, ochrana neuronti, adheze,
diferenciace a tvorba dendritt [44, 47]. Gangliosidy mohou mit vliv na stfevni imunitu, na

progresi nadorta [43, 48] a jsou také spojovany s Alzheimerovou chorobou [49].

2.3.2.3 Steroly

Steroly [1, 50] se vyskytuji v rostlinnych i zivo¢iSnych buiikach. Jsou podskupinou
steroidii a nejvyznamnéj$i z nich jsou cholesterol, ergosterol a stigmasterol. Cholesterol

(Obrazek 18) je podstatnou slozkou membran zivocisnych bunék [51]. Je hlavni slozkou

OH

Obrazek 20: Strukturni vzorec cholesterolu
plazmatické membrany a lipoproteinii krevni plazmy. Cholesterol je nejvice spojovan s

arteroskler6zou a srdecnimi chorobami. M4 1 zna¢ny biochemicky vyznam, nebot’ slouzi jako
prekurzor dilezitych steroidl, mezi které patii ZluCové kyseliny, hormony kiiry nadledvin,

pohlavni hormony a vitamin D [1].

2.3.2.4 Prenoly

Tato skupina ptirodnich lipid pochézi z jedné izoprenové jednotky (Obrazek 21), ktera
se sklada z péti uhlikt [52]. Prenoly [1] jsou slozeny z jedné a vice izoprenovych jednotek a
jsou prekurzory polyprenold a isoprenoidll. Dulezitymi isoprenoidy jsou nékteré vitaminy

rozpustné v tucich jako je vitamin A, jehoZ prekurzorem jsou karotenoidy patiici do skupiny
CH,4

C CH
Y7 Vi
He” o

Obriazek 21: Struktura isoprenové
jednotky
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polyterpent, dale vitaminy E a K produkované také bakteriemi [17]. Polyprenoly se nachazi
v mnoha bakterialnich a rostlinnych membranovych frakcich. Vyskytuji se v membranach

prokaryotickych a eukaryotickych buiikach [52].

2.3.2.5 Sacharolipidy

Sacharolipidy [1, 17] jsou tfidou lipida, kde jsou FA vazané piimo na molekulu
sacharidu. Sacharolipidy se mohou vyskytovat jako glykany nebo jako fosforylované derivaty.

Sacharolipidy jsou dulezité lipidy povrchu bun¢k [53].

2.3.2.6 Polyketidy

Polyketidy [1] jsou velmi rozmanitymi lipidovymi molekulami, které se déli na mnoho
strukturnich podskupin, z nichZ nejdilezitéj$i jsou makrolidy, aromatické polyketidy a
polyketidové hybridy. Chemicky jsou polyketidy velmi slozité organické slouceniny. Hlavni
polyketidové fetézce jsou ¢asto modifikovany glykosylaci, methylaci, hydroxylaci nebo oxidaci
¢i jinymi procesy [54]. Funkéné se jedna o sekundarni metabolity lidského organismu, podle

kterych jsou syntetizovana mnoha lé¢iva, jako napiiklad antibiotika a také nékteré insekticidy

[1].
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2.4 Lipidomicka analyza

2.4.1 Extrakce lipidi

Prvnim a velmi dtlezitym krokem pro kvantitativni a kvalitativni analyzu lipidu je
extrakce lipidti z analyzovaného materialu, ktery mize mit charakter zivo¢isny ¢i rostlinny [55-
57]. Dle pouzité techniky se extrahované latky mohou dé¢lit bud’ mezi dvé nemisitelné kapalné
faze, dvé misitelné kapaliny (butanol/metanol) nebo mezi tuhou a kapalnou fazi. V lipidomické

analyze je dulezité dosahnout stabilniho vytézku extrakce lipida.

V soucasné dobé se v lipidomické analyze pouzivaji extrakéni postupy vyvinuté
Folchem [58], Blighem a Dyerem [59] a Schevchenkem [56]. Pfi extrakci dle Folche a Bligh-
Dyera se pouzivaji stejna rozpoustédla, jsou to chloroform, metanol a voda, kazda z metod se
vyznacuje jinym pomérem pouZitych rozpoustédel. Noveéjsi extrakeni postup dle Schevchenka
se od predchozich dvou extrakci li§i zejména pouzitymi rozpoustédly, kdy se misto chloroformu
pouziva metyl-terc-butyl etheru (MTBE). Pii pouziti metody dle Schevschenka je organicka

vrstva obsahujici vétSinu lipida ve vrchni vrstve.

2.4.2 Separace lipidi

Nejcastejsi separacni technikou pro analyzu lipida je kapalinova chromatografie. Lze
vyuzit systém HILIC, kdy jsou lipidy separovany podle polarnich funkénich skupin [47, 60-
68]. Dale pak lze pouzit RP-HPLC [43, 45, 69-75], kdy jsou lipidy separovany pomoci
navazaného acylového fetézce anebo Ag-HPLC [76-78], kdy jsou lipidy separovany podle
poctu a polohy dvojnych vazeb. V posledni dob¢ si nachdzi své misto v analyze lipidl také
superkriticka fluidni chromatografie, kde se lipidy separuji na zaklad¢ své polarity od

nepolarnich po polarni [79, 80].

2.4.3 Hmotnostni spektrometrie lipidi

Hmotnostni spektrometrie se v lipidomické analyze vyznacuje vysokou citlivosti a
moznosti kvantitativni a kvalitativni analyzy. Je to destruktivni metoda, béhem které se
spotfebovavd minimalni mnozstvi vzorku. Hmotnostni spektrometrii 1ze pouzit ve spojeni se

separa¢nimi technikami jako je LC/MS, GC/MS nebo bez piedchozi separace, tzv. shotgun
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pristup. Nejcastéjsi pouzivanou ioniza¢ni technikou pro analyzu polarnich lipida je ESI [57, 60,
62, 67, 73], kdy Ize spektra méfit pii zaznamu kladnych a zapornych iontt. V kladném zaznamu
iontd mizeme pozorovat ionty protonovanych molekul [M+H]" a aduktové ionty s alkalickymi
kovy jako je sodny adukt [M+Na]" a draselny adukt [M+K]". V zadporném ziznamu ionti se
objevuji deprotonované molekuly [M-H] a adukty s aditivy mobilni faze. Pro analyzu
nepolarnich lipida se Casto vyuziva ionizacni technika APCI [76, 81] Polarni lipidy a nepolarni

1ze také analyzovat pomoci MALDI ionizace [42, 82].
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3  Experimentalni Cast

3.1 Pouzité chemikalie a standardy

Pouzita rozpoustédla acetonitril, metanol, (HPLC/MS C¢istoty pro gradientovou eluci),
chloroform (HPLC C(istoty stabilizovany 0,5% - 1%) byla dodana firmou Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, USA). Déale byla pouzivana voda, ktera byla redestilovana pomoci
demineraliza¢niho piistroje Milli-Q® Reference systém (Molsheim, Francie). Do mobilni faze
byl pfidavan octan amonny o €istoté¢ > 99,995%, mravencan amonny o cistoté¢ > 99,0% a pro
upravu pH byla pouZzita kyselina octova o €istoté > 99,99% a kyselina mravenci o Cistoté ~ 98%
od firmy Sigma-Aldrich. Standard celkového extraktu gangliosidi byl zakoupen z Avanti Polar
Lipids (Alabaster, AL, U.S.A.). Vnitini standardy (IS) sulfatid (SulfoHexCer, d18:1/12:0),
fosfatidylserin (PS, 14:0/14:0) zakoupené z Avanti Polar Lipids byly pouzity pro validaci a
kvantifikaci studie rakoviny ledvin. Tkan mozku prasete domaciho byla zakoupena v mistnim
obchodé. Vzorky lidské krevni plazmy, erytrocytil, tkdni nadoru a okolni tkdn€ naddoru ledvin
byly ziskdny z Onkologické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc a Lékaiské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci. Vzorky tkani nadoru a okolni tkané nadoru plic byly
obdrzeny z Nemocnice Pardubice. Studie byla schvalena etickou komisi a vSichni pacienti

dobrovolné podepsali informovany souhlas.

3.2 Priprava vzorku

2 mg celkového extraktu gangliosidi z praseciho mozku bylo rozpusténo ve smési 1100
ul chloroform/metanol/voda (600:425:75, v/v/v). Lidska krev byla odebirana do heparin-
lithiovych zkumavek a nasledné centrifugovana pro oddéleni erytrocytl a krevni plazmy.
Vzorky lidskych ledvin a plic byly ziskany béhem operace a ihned zmrazeny a skladovany pti
— 80°C. Vzorky lidskych ledvin, plic, plazmy, erytrocytl a prase¢iho mozku byly extrahovany
podle Folche [58] s mirnou modifikaci [34]. K extrakci bylo pouzito 25 mg tkan¢ (lidskych
ledvin, plic a prase¢iho mozku), ke které bylo pfidano 6 ml smési chloroform/metanol (2:1,
v/v). Vznikla smés byla homogenizovana 10 minut v ultrazvukové lazni pfti teploté¢ 40°C. Po
homogenizaci bylo ke smési pfiddno 1200 pl redestilované vody a nésledné byla smeés
promichéana a centrifugovana po dobu 3 minuty pifi 3000 otackach za minutu. Poté byla horni
vodna vrstva odebrana a odparena do sucha pod mirnym proudem dusiku. Pro extrakei lidskych

tekutin (plazma a erytrocyty) bylo pouzito 200 ul vzorku a ptidany 3 ml chloroform/metanol
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(2:1, vIv). Vznikla smés byla homogenizovana 10 minut v ultrazvukové lazni pii teploté 40°C.
Po homogenizaci bylo ke smési ptiddno 600 pl redestilované vody a nasledné byla smés
promichana a centrifugovana po dobu 3 minuty pti 3000 otackéch za minutu. Poté byla horni
vodna vrstva odebrana a odpafena do sucha pod mirnym proudem dusiku. Po vysuSeni byly
vzorky rozpustény v 1 ml vody a precistény pomoci SPE kolonek. Byly pouzity SPE kolonky
typu tC18 s 200 mg gramazi sorbentu (Sep-Pak Vac, 37-55 pum velikost castic) (Waters,
Milford, MA, U.S.A). V prvnim kroku byly kolonky kondiciovany 3 ml metanolu, nasledné
promyty 3 ml redestilované vody. Poté byl nanesen vzorek rozpuStény v 1 ml vody.
Nasledovalo promyti 3 ml vody pro odstranéni soli a nasledovala eluce 3 ml metanolu. Eluat
byl nasledn¢ odpafen pod mirnym proudem dusiku a rozpuStén v500 pl
metanol/voda/chloroform (300:150:50, v/v/v). Rozpustény vzorek byl néasledné analyzovan

pomoci HILIC/ESI-MS pro charakterizaci.

Lidské tkan¢ nadoru ledvin a sousedni zdravé tkan¢ ledvin byly pouzity pro validaci a
naslednou kvantifikaci. Pro validaci metody byl pfipraven smésny vzorek, ktery obsahoval
tkané tumoru a tkané okoli tumoru od 20 pacientl. K extrakei bylo pouzito 25 mg tkané, ke
které byla ptidana smés IS a nésledné 6 ml smési chloroform/metanol (2:1, v/v). Vznikld smés
byla homogenizovana 10 minut v ultrazvukové lazni pii teploté¢ 40°C. Po homogenizaci bylo
ke smési ptidano 1200 pul redestilované vody a nasledné byla smés promichana a centrifugovana
po dobu 3 minuty pfi 3000 otackach za minutu. Poté byla horni vodnéd vrstva odebrana a
odpafena do sucha pod mirnym proudem dusiku. Odsoleni vzorku probihalo jako u vyse

zminéné extrakce. Precistény vzorek byl nasledné rozpustén v 500 ul smési

metanol/voda/chloroform (300:150:50, v/v/v) a analyzovan pomoci HILIC/ES-MS.

3.3 Optimalizace HPLC/ESI-MS

HILIC/ESI-MS experimenty byly provedeny na kapalinovém chromatografu Agilent
1290 Infinity série (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Findlni podminky pouzité
pro charakterizaci gangliosida v biologickych vzorcich jsou: Ascentis Si kolona (150 x 2,1; 3
um; Sigma-Aldrich), pritok mobilni faze 0,3 ml/min, objemovy nastfik vzorku 1 ul, teplota
kolony 40°C. Gradient mobilni faze je 0 minut: 87,7% A +12,3% B; 15 minut: 77,9% A +
22,1% B, kde A je acetonitril s kyselinou octovou a B je 10 mmol/L vodny octan amonny
s kyselinou octovou, ktera upravuje pH mobilni faze na 6,1. Hodnota pH byla méfena pH
metrem Checker (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, U.S.A.). Pro vS§echny mobilni faze pti

optimalizaci aditiv bylo mnozstvi kyseliny octové a mravenci pfidavané do mobilni faze A
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stejné jako do mobilni faze B. Koncentrace 10 mmol/L mraven¢anu amonného a 10 mmol/L
octanu amonné¢ho byla pouzita pro testovani riznych pH. Pro optimalizaci aditiv byl pouzit
pratok mobilni faze 0,4 ml/min a nésledujici gradient: 0 minut 99,5% A + 0,5% B, 55 minut
75,4% A + 24,6% B. Pro optimalizaci LC podminek byl pouzit hybridni hmotnostni
spektrometr micrOTOF-Q (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) (v uspofadani kvadrupolovy
analyzator a analyzator doby letu tzv. QTof). Byla pouzita sonda ESI, napéti na kapilare 2,5
kV, tlak zamlzujiciho plynu 1,2 bard, pratok suSiciho plynu 9,3 litri/minutu a teplota susSiciho
plynu 210°C. Spektra byla méfena v negativnim moédu v rozsahu 50-3000 m/z. Hybridni
hmotnostni spektrometr MALDI Synapt G2-Si HDMS (Waters, QTof) byl pouzit pro
identifikaci latek. Meéfeni probihalo pifi zdznamu negativnich iontd pomoci ESI v
rozliSovacim modu (resolution) s rozsahem hmot 50-2000 m/z. Napéti na kapilaie bylo 2,2 kV,
vstupni kuzel 20 V, napétovy rozdil iontového bloku 90 V (source offset), teplota ve zdroji
150°C, teplota susiciho plynu 500°C, pratok susiciho plynu 17 I/min, tlak susiciho plynu 4 bary.
MS/MS experimenty byly provadény pomoci transferové kolizni cely (transfer cell) s kolizni
energii, ktera byla zvySovana z 20 eV do 70 eV. Mé&feni dat probihalo za pomoci softwaru

MassLynx (Waters).

Pro studii rakoviny ledvin byl pouzit vyse zminény kapalinovy chromatograf od firmy
Agilent 1290 Infinity série. Pouzita kolona pro tuto studii byla Ascentis Si (150 x 2,1; 3 pm;
Sigma-Aldrich), pritok mobilni faze 0,3 ml/min., objemovy nastiik vzorku 0,5 pl, teplota
kolony 40°C a gradient: 0 min. 95% A + 5% B, 10 min. 78% A + 22% B, kde A je acetonitril
s kyselinou octovou a B je 10 mmol/L vodny octan amonny s Kyselinou octovou (ptidavany
objem kyseliny octové byl 0,5 pl do 100 ml mobilni faze A i1 B). Studie byla métena za pouziti
hmotnostniho spektrometru v hybridnim uspotadani typy XEVO G2-XS QTof (Waters).
Méfeni probihalo pfi zdznamu negativnich iontl iontd pomoci ESI v sensitivnim moédu
s rozsahem hmot 50-2000 m/z. Napéti na kapilaie bylo 1 kV, vstupni kuzel 20 V, napétovy
rozdil iontového bloku 90 V (source offset), teplota ve zdroji 150 °C, teplota suSiciho plynu
500°C, pruatok susiciho plynu 17 1/min. Méfeni dat probihalo za pomoci softwaru MassLynx

(Waters).

MDA byla provedena s vyuzitim SIMCA softwaru verze 13.0 (Umetrics, Umea,
Sweden), ktery umoznil nesupervizovanou PCA a supervizovanou OPLS analyzu ziskanych
dat [83-85].
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4  Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace metody a identifikace gangliosida

Analyza lipidd je velmi narocnym tkolem vzhledem k velké rozmanitosti lipidi, které
se mimo jiné navzajem lisi svou polaritou, strukturou, navazanou funk¢ni skupinou a poctem,
polohou a délkou acylovych fetézcti. Hlavnim cilem této prace byla analyza sfingolipidl a
zejména pak slozitych gangliosidd, které maji dilezitou roli v organismu a hraji dulezitou roli
v mnoha fyziologickych procesech v bunikach. Z divodii velké rozmanitosti téchto latek byl
piednostné pouzit princip chromatografie HILIC, pii kterém dochazi k separaci lipida podle
polarity funkénich skupin. Na zaklad¢ diive optimalizované HILIC metody [86], pro analyzu
polarnich tid lipidd jako jsou PS, PA, LPS a LPA, byla vybrana pro optimalizaci gangliosida
kolona Ascentis Si (150 x 2,1 mm, 3 um).

Gangliosidy mohou byt vicenasobné nabité v zavislosti na poctu pfitomnych jednotek
kyseliny sialové a hodnoté pH, coz mize zdsadnim zpisobem ovlivnit kvalitu jejich separace.
Pted optimalizaci metody byly nejprve vypocteny pomoci komeréné dostupného Marvin demo
softwaru disocia¢ni kiivky pro vybrané hlavni zastupce gangliosidii: GT1 (Obrazek 22 A), GD1
(Obrazek 22 B) a GM1 (Obrazek 22 C). GT1 se vyskytuje v jedné formé, a to konkrétné tiikrat
nabité na karboxylovych skupinach v rozsahu pH od 5 do 10 (Obrazek 22 A, ¢ervena kiivka).
Jeji neutrdlni forma je ptitomna pii pH mensSim jak 3 (Obrazek 22 A, modra kiivka), avSak
okolo tohoto pH jsou ptitomny dalsi formy, konkrétné jednou nabita (Obrazek 22 A, zluta
kiivka) a dvakrat nabita (Obrazek 22 A, fialova ktivka). Pro pH vyssi jak 10 je pfitomna
ctyfikrat nabita forma GT1 (Obrazek 22 A, zelena kiivka), ktera mé naboje na karboxylovych
skupinach a na N-acetylgalaktosaminu (GalNAc). U gangliosidi GD1 (Obrazek 22 B) a GM1
(Obrazek 22 C), odpovida stejny rozsah pH od 5 do 10 jedné formé. Pro GDI je to dvakrat
nabita forma (Obrazek 22 B, ¢ervena kiivka) a pro GML1 je to jednou nabita forma (Obrazek 22
C, Cervena Cara). Izomerie gangliosidu @, b a ¢ neméla vliv na disocia¢ni kiivky. Na zakladé
téchto teoretickych vypocta byl zvolen rozsah pH 5 az 10, kde jsou rtizné skupiny gangliosidu

pfitomny v jen jedné iontové form¢ s ohledem na jejich lepsi separaci.
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Obrazek 22: Disociaéni kiivky (A) GT1, (B) GD1 and (C) GM1 vypo¢itany pomoci Marvin
demo softwaru [34]. Struktura odpovida iontové formé¢ v rozsahu pH 5 az 10.
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4.1.1 Optimalizace mobilni faze

Pro optimalizaci separace gangliosidi byla pouzita Ascentis Si kolona o rozmérech 150
x 2,1 mm, 3 pm, kterd ma vysokou ucinnost pro tento typ polarnich sfingolipidii. V ptedchozi
praci [86] byl testovan typ aditiv a jejich koncentrace, které hraji dilezitou roli pro stanoveni
polarnich lipidt. Pro vyvoj metody byl pouzit celkovy extrakt gangliosidi z praseciho mozku
a byly sledovany tyto hlavni tfidy gangliosidi: GM1a, Fuc-GM1a, GD1a, GD1b a GT1b. Pro
kazdou tfidu byl dle nejvyssiho zastoupeni vybran jeden zastupce: GM1a 36:1 (rekonstruovany
iontovy  chromatogram (RIC) [M-H]™ m/z=1544,9), Fuc—GMla 36:1 (RIC
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Obrazek 23 Porovnani relativnich ploch pika vs. koncentrace mraven¢anu amonného (AmFm) (A) a octanu
amonného (AmAc) (B) pro zastupce tfid gangliosidi: GMla 36:1 (RIC (rekonstruovany iontovy
chromatogram) [M—H]™ m/z = 1544,9), Fuc—GM1a 36:1 (RIC) [M—H]™ m/z = 1690,9), GD1a 36:1 (RIC
[M—HJ* m/z = 917,5), GD1b 36:1 (RIC [M—H]* m/z =917,5) a GT1b 38:1 (RIC [M—-H]* m/z = 1077,0).
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[M—-H] m/z = 1690,9), GD1a 36:1 (RIC [M—H]* m/z =917,5), GDIb 36:1 (RIC [M—H]*
m/z =917,5) a GT1b 38:1 ( [M—H]* m/z = 1077,0). Pro testovani typu aditiv byly vybrany
mraven¢an amonny (Obrazek 23 A) a octan amonny (Obrazek 23 B), které jsou vhodné pro
LC/MS analyzu. Koncentrace aditiv byla testovana v rozsahu od 0 do 30 mmol/L (Obrazek 23).
Bez pouziti aditiv (0 mmol/L) nedoslo k separaci nékterych tfid, proto neni tato koncentrace
znazornéna v obrazku 23. Pro porovnani jednotlivych koncentraci byly zvoleny tyto parametry:
relativni plochy piki (Obrazek 23), jejich symetrie (Tabulka 2, Obrazek 24 C, D) a Sitka v

Tabulka 2: Porovnani symetrie piku (tailing faktor) pro jednotlivé koncentrace [mmol/L] mraven¢anu amonného
a octanu amonného.

Mravencan amonny Octan amonny
¢ [mmol/L] 0 5 10 20 30 5 10 20 30
GM1la 183 141 121 131 125 | 144 121 1,20 1,36
Fuc-GM1la 1,70 151 169 124 09 | 134 138 1,14 0,9
GD1a 228 146 114 126 123 | 137 136 122 122
GD1b 228* 15 102 115 1,11 | 1,20 105 095 1,05
GT1b 223 139 102 106 099 | 1,17 105 105 0,97

*GD1a a GD1b nejsou separovany bez pouziti aditiv

Tabulka 3: Porovnani Sitky piku v poloviné jeho vysky pro jednotlivé koncentrace [mmol/L] mravenc¢anu
amonn¢ho a octanu amonného.

Mravencan amonny Octan amonny
¢ [mmol/L] 0 5 10 20 30 5 10 20 30
GM1la 0,56 03% 029 024 025 ) 051 046 037 0,38
Fuc-GM1la 0,74 032 030 029 0,22 | 048 039 030 0,23
GD1la 159* 035 0,28 027 026 | 059 042 029 0,27
GD1b 15* 03 028 030 031|051 033 029 0,25
GT1b 2,45 037 032 034 02 | 048 028 030 024

*GD1a a GD1b nejsou separovany bez pouziti aditiv
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polovin¢ jejich vysky (wos) (Tabulka 3, Obrazek 24 A, B). Nejvyssiho signalu pro octan a
mravenc¢an amonny bylo dosazeno pii koncentraci 5 mmol/L (Obrazek 23). Se zvySujici se
koncentraci mravencanu a octanu amonného klesala odezva vSech gangliosidi. Tabulka 2
znazornuje chvostovani piku v rozmezi koncentraci 0 mmol/L az 30 mmol/L. Bez pouziti aditiv
(0 mmol/L) dochazelo k vyraznému chvostovani a izomery GDla a GD1b nebyly od sebe
separovany a eluovaly v jednom piku. Tabulka 2 ukazuje, Ze se zvySujici se koncentraci se
zlepSuje tvar pikt. Vliv koncentrace na tvar piku znazoriiuje i Tabulka 3, kde je patrné, Ze se
zvysujici se koncentraci se Sitka piku v poloviné jeho vySky snizuje. Pfi porovnani separace
bez pouziti aditiv nebo pii pouziti koncentrace 5 mmol/L ¢i 10 mmol/L je viditelny velky rozdil
v symetrii pikl a rozliSeni latek. Stejny trend lze pozorovat pro octan i mravenc¢an amonny.
Mobilni faze bez pouziti aditiv nelze pouzit z divodi velkého chvostovani piku a nedostate¢né
separaci izomeri GD1a a GD1b. Typ a koncentrace aditiv také ovliviiuje chromatografické
rozliseni, kdy pfi pouziti koncentrace 5 mmol/L octanu amonného nedochazi k separaci tfidy
GD1la a Fuc-GMla (Obrazek 25 A). Naopak pii pouziti koncentrace 10 mmol/L octanu
amonného dochazi k mirnému rozdéleni tiidy GD1a a Fuc-GM1a (Obréazek 25 B). Nejlepsiho
kompromis mezi odezvou a tvarem piku je dosaZeno s pouzitim koncentracel 0 mmol/L octanu

amonného a mravenc¢anu amonného.
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£ E
- mGDla - mGDla
=1 21 A
= GDIb | B GDIb
BGTlb mGT1b
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0 5 10 20 30 0 5 10 20 30
Koncentrace mraven¢anu amonného [mmol/L] Koncentrace octanu amonného [mmol/L]
3 (C) (D)
2 g ,
% mGMla % mGMla
31 =]
- m FucGM1a o0 mFucGMla
£ =GDla | = =GDla
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=GT1b =GTIb
0 4
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Obrazek 24: Zavislost sitky piku v poloviné jeho maxima (wo,5) [min] na koncentraci (mM - mmol/L) mraven¢anu
amonného (A) a octanu amonného (B) a symetrie (tailing factor) na koncentraci mravencanu amonného (C) a
octanu amonného (D) pro zastupce tfid gangliosidi GM1a 36:1 (RIC [M—H] m/z = 1544,9), Fuc—GM1a 36:1
(RIC [M—H]™ m/z = 1690,9), GD1a 36:1 (RIC [M—H]*> m/z = 917,5), GD1b 36:1 (RIC [M—H]?> m/z = 917,5) a
GT1b 38:1 (RIC [M—H]?* m/z = 1077,0).
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DalSim krokem optimalizace separace bylo testovani pH. Bylo testovano rozmezi pH
od 3,0 do 5,8 pro 10 mmol/L mraven¢an amonny za pouziti kyseliny mravenci (Obrazek 26 A)
a pH v rozmezi od 3,0 do 6,5 pro 10 mmol/L octan amonny za pouziti kyseliny octové (Obrazek
26 B). Nejlepsiho signalu bylo dosazeno pomoci mravenéanu amonného pii pH 5. U tiidy GT1b
doslo k vyraznému potlaceni signalu pti pouziti pH 3. lzomery GDla a GD1b nebyly
separovany a eluovaly v jednom piku pii pH 3 (Obrazek 27 A), a to byl ditvod k jejich vyrazeni
Z obrazku 26 A. Pti pH 5,8 doslo u vSech tfid k potlaceni signalu v porovnani se signalem, ktery
byl naméten pti pH 5. Se zménou pH dochazelo ke zméné symetrie pikii (Tabulka S1). U tfidy
GM1la a Fuc-GM1a dochazelo s rostoucim pH ke zvySovani tailing faktoru (Tabulka S1). Pfi
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Obrazek 25: Vliv koncentrace octanu amonného 5 mmol/L (A) a 10 mmol/L (B)
na HILIC/ESI-MS analyzu GM1a 36:1 (RIC [M—H] m/z = 1544,9), Fuc—GM1a
36:1 (RIC [M—H]™ m/z = 1690,9), GD1a 36:1 (RIC [M—H]*" m/z = 917,5), GD1b
36:1 (RIC [M—H]* m/z =917,5) a GT1b 38:1 (RIC [M—H]*> m/z = 1077,0).
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Obrazek 26 Porovnani relativnich ploch pikti v zavislosti na pH pro 10 mmol/L mraven¢an amonny (AmFm) (A)
a octan amonny (AmAc) (B) a porovnani optimalniho pH mraven¢anu a octanu amonného (C) ) pro tyto
individualni zastupce t¥id gangliosidd GM1a 36:1 (RIC [M—H] m/z = 1544,9), Fuc—GM1a 36:1 (RIC [M—H] m/z
= 1690,9), GD1a 36:1 (RIC [M—H]* m/z = 917,5), GD1b 36:1 (RIC [M—H]* m/z = 917,5) a GT1b 38:1 (RIC
[M—-H]*" m/z = 1077,0).

hodnotach pH 3,0 a 4,0 mély tfidy GM1a a Fuc-GM1a tailing faktor hodnotu blizici se jedné.
Se zvysujicim se pH se hodnoty tailing faktoru zvySovaly a dosahly hodnoty 1,24 pro GM1a
pfi hodnoté pH 5,4 a 1,69 pro FucGM1a pfi hodnoté pH 5,8. Opacny trend byl pozorovéan u
tiidy GT1b, u které se zvySujicim se pH bylo dosazeno lepsich hodnot tailing faktoru, a to
konkrétné tfida GT1b méla hodnotu 1,02 pii pH 5,8. Tailing faktor u ttidy GD1a a GD1b mél
hodnotu 2,64 pii pH 3, protoze tyto izomery nebyly separovany a eluovaly v jednom piku. Pti
zvysujicim se pH se tyto izomery separovaly a tailing faktor se u téchto izomert blizil hodnoté
1. Dochazelo tedy ke zlep$eni tvaru piku. Siika v poloviné vysky piku se pii zméné pH u tiéid
GM1la a Fuc-GM1a vyrazné neménila (Tabulka S 2) (Obrazek 27 C). Pti pouziti pH 3 az 5,8 se
hodnota wo s pohybovala okolo 0,25 pro tfidu GM1a a 0,28 pro tfidu Fuc-GM1a. Nejvyraznéjsi
rozdil byl u téidy GT1b pti pH 3 v porovnani s vy$§imi hodnotami pH, coz bylo zpisobeno
nizkym signalem pfti pH 3. Jako nejlepsi kompromis mezi tvarem piku a jeho intenzitou bylo
zvoleno pH 5,0 mraven¢anu amonného 0 koncentraci 10 mmol/L (Obrazek 26 C). Toto rozmezi
bylo vypocteno jako idedlni i na zaklad¢ teoretickych vypoctl disociacnich kiivek v pfedchozi

sekci.

Pfi pouziti octanu amonného bylo testovano pH v rozmezi od 3,0 do 6,5. Nejlepsi

odezva pro vSechny pozorované tidy byla pii pH 6,1. Za pouziti octanu amonného pii pH 3,0
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byly izomery GD1a a GD1b rozseparovany. V rozmezi pH od 3,0 do 5,0 byla pro jednotlivé
tiidy nizka intenzita signalu. Hodnota tailing faktoru pfi pH 3 byla nejhorsi pro tiidy GM1a,
GD1b a GT1b. Ttida Fuc-GM1a méla nejhorsi hodnotu tailing faktoru 1,38 pii pH 6,5 a GDla
1,39 pti pH 4,0. GT1b, GD1b mély nejlepsi tvar piku pii pH 6,5 a tifida GM1a méla nejlepsi
tvar piku pii pH 4,0 a 6,5. GD1a mélo nejlepsi tvar piku pti pH 5,0. Fuc-GM1a mélo nejlepsi
tvar pii pH 4,0. Obrazek 27 B znazornuje, ze se zvysujicim se pH se tailing faktor snizuje pro
4,0 pro tiidu GMla, pii pH 5,0 pro Fuc-GMla, GDla, GD1b a pti pH 6,5 pro GT1b. Jako
nejlepsi kompromis mezi tvarem piku a jeho intenzitou bylo zvoleno pH 6,1 octanu amonného
(Obrazek 26 C). Porovnani nejlepsich vybranych pH mobilnich fazi pro octan a mravencan
amonny znazoriiuje obrazek 26 C. Pfi pouziti octanu amonného bylo dosazeno vyssich signala
pro vSechny pozorované tfidy. Na zdkladé¢ provedenych experimentl byla mobilni faze

obsahujici 10 mmol/L octan amonny pfi pH 6,1 vybrana jako nejvhodnéjsi.
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Obrazek 27: Porovnani $iiky piku v poloviné jeho maxima (wos) [min] v zavislosti na pH mraven¢anu amonného
(A) a pH octanu amonného (B). Porovnani tailing faktoru vs. pH mravenc¢anu amonného (C) a pH octanu
amonného (D) pro zastupce tfid gangliosidi GMla 36:1 (RIC [M—H]™ m/z = 1544,9), Fuc—GMIla 36:1 (RIC
[M—H]™ m/z = 1690,9), GD1a 36:1 (RIC [M—H]* m/z = 917,5), GD1b 36:1 (RIC [M—H]* m/z =917,5) a GT1b
38:1 (RIC [M—H]* m/z = 1077,0).
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4.1.2 Hmotnostni spektrometrie gangliosidii

Optimalizovand metoda byla pouzita pro analyzu extraktu z prase¢iho mozku (Obrazek
28). Bylo identifikovano 19 tfid gangliosidi a 5 tfid ostatnich polarnich lipida. Identifikace
gangliosidi byla provedena na zakladé: reten¢niho Casu, pfesné hmoty m/z pii zaznamu
zapornych iontd v ESI rezimu a pomoci MS/MS spekter. Nejprve probihalo MS méfeni, kdy
na zakladé spravné m/z ionti [M-H]", [M-2H]? a [M-3H]* bylo uréeno elementarni sloZeni pro
kazdy jednotlivy gangliosid. Spravnost uréeni elementarniho sloZeni byla v praméru 3,1 ppm.
Poté bylo provedeno MS/MS méfeni, jednoho az dvou nejintenzivngjsich zastupct pro kazdou
tiidu. Fragmentace poskytla informaci o vétveni a umoznila uréit pozice sialovych kyselin a

tim rozpoznat jednotlivé izomery, které jsou oznacovany pismeny @, b a ¢ (Obrazek 29).
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Obrazek 28: HILIC/ESI-MS analyza extraktu praseéiho mozku. Podminky analyzy: Ascentis Si kolona (150x2,1;
3um, Sigma-Aldrich), pritok 0,3 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradient mobilni faze 0 min: 87,7 % A + 12,3 %
B; 15 min: 77.9 % A + 22,1 % B, kde A je acetonitril s kyselinou octovou a B je 10 mmol/L vodny octan amonny
s kyselinou octovou pH 6,1.
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Obrazek 29: Struktury gangliosida identifikované v prase¢im mozku. G znamena gangliosid, nasledné pismeno
znaci pocet kyselin sialovych (M-jedna, D-dv¢ atd.) a ¢islo znaéi pocet neutralnich sacharidi vypocitany jako 5-n
(pro GM3 tedy 5-2=3). Dalsi malé pismeno znaci sérii neboli navazany po¢et NeuAc na druhé Hex, kde série a je
—Hex(NeuAc)—Hex—Cer, série b je —Hex(NeuAc—NeuAc)—Hex—Cer a série c je
—Hex(NeuAc—NeuAc—NeuAc)—Hex—Cer. GQla—Ac* je tiida pro kterou nebyla namétena MS/MS spektra.
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Vsechny tfidy gangliosidi, které byly identifikovany v prase¢im mozku jsou
znazornény na obrazku 29, kde G znamena gangliosid, nasledné pismeno znaci pocet kyselin
sialovych (M-jedna (mono), D-dvé (di) atd.) a ¢islo zna¢i pocet neutralnich sacharidovych
jednotek vypocitany jako 5-n. Pro tfidu GM3, ktera obsahuje dvé sacharidové jednotky Hex, je
to 5-2=3. V celé praci pouzivdme oznaceni HeX, protoze nebyl rozliSovan typ sacharidovych
jednotek, jestli jde o Gal nebo Glc. Dalsi malé pismeno znaci sérii neboli navazany pocet
NeuAc na druhém sacharidu Hex (druhy od Cer), kde série a je —Hex(NeuAc)—Hex—Cer, série
b je —Hex(NeuAc—NeuAc)—Hex—Cer (dvé sacharidové jednotky NeuAc navazany na druhé
sacharidové jednotce Hex) a séric ¢ je —Hex(NeuAc—NeuAc—NeuAc)-Hex—Cer (tfi
sacharidové jednotky NeuAc navazany na druhé sacharidové jednotce Hex). Byla zjisténa
druhé acylace na NeuAc U “stejnych* tfid (zelené popisy v Obrazku 29), pro ptiklad: v sérii a
je tedy tfida GD1a a zaroven tfida GD1a-Ac, kterd obsahuje dvé acylace na NeuAc. GQla—Ac*
je tfida pro kterou nebyla naméiena MS/MS spektra. Identifikované tfidy obsahuji jednu NeuAc
(GM) az ¢tyti NeuAc (GQ), kdy tyto sacharidy jsou navazané na Hex, nebo jsou navazané za
sebou a maji polohy a, b a c. Poéty neutralnich sacharidi se pohybuji od dvou do péti a jsou to
Hex, HexNAc a Fuc.

Fragmentacni chovani gangliosidi (Obrazky 30-38) umoznilo velmi dobré urceni
sekvence sacharidové ¢asti. Fragmentace béznych gangliosidi jako je GM3, GM2, GMla a
Fuc—GM1a byly dostatecné popsany v piedchozich pracich [73, 74, 87], proto zde nebudou
nabité, az na ion m/z = 931,5 odpovidajici iontu [M—2H—NeuAcz] >~ (Obrazek 35, 38). Symbol
¢erného kosoCtverce znaci ve fragmentacnich spektrech ion prekurzoru. Mezi spektra
jednodussi pro vyhodnoceni patii MS/MS spektrum GD3 36:1, kde byl pro fragmentaci vybran
ion [M—H] ~ (m/z = 1470,8; Obrazek 30). Ve spektru se vyskytuje velmi intenzivni ion 1179,7,
ktery znazornuje odstépeni jedné NeuAc a za vzniku iontu Hex(NeuAc)—Hex—Cer. DalSim
odstépenim NeuAc vznika ion 888,6, ktery odpovida struktuie Hex—Hex—Cer. Pokud se od
struktury Hex—Hex—Cer odstépi Hex, tak je pozorovan ion 726,6 odpovidajici struktufe
Hex—Cer. Posledni ztratou sacharidu (Hex) vznika ion Cer, ktery v tomto ptipad¢ obsahuje 36
atomu uhlikti (CN) 36 a jednu dvojnou vazbu (DB) 1, tzn. Cer 36:1. Ve fragmenta¢nim spektru
se nachazi ion 290,1 odpovidajici sacharidu NeuAc a tedy iontu [NeuAc—H]". Ve spektru se
také nachazi intenzivni ion 581,2, ktery odpovida struktufe NeuAc—NeuAc a iontu
[NeuAc—NeuAc-H]". Dalsi zdanlivé velmi podobna struktura gangliosidu je znazornéna
v MS/MS spektru na obrazku 31. Pro fragmentaci byl vybran ion [M—H] ~ (m/z = 1512,8)
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Obrazek 31: MS/MS spektrum pii zdznamu zapornych iontd GD3 36:1 ([M-H] 1470,7 m/z).
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Obrazek 30: MS/MS spektrum pii zdznamu zapornych iontd GD3-Ac 36:1 ([M-H]" 1512,8 m/z).

60




odpovidajici tiidé GD3-Ac 36:1. Toto MS/MS spektrum se lis§i od spektra GD3 36:1
sacharidovou jednotkou NeuAc. Druha NeuAc jednotka obsahuje navic acetyl navazany na OH
skupinu a je oznacena NeuAc,. Ve spektru se nachazi ion 1179,7, coz je fragment vznikly
neutralni ztratou 333,1 odpovidajici NeuAcz. V MS/MS spektru je také piitomen ion
m/z = 332,1, potvrzujici piitomnost NeuAc.. Dale je ve spektru pozorovan ion m/z =290,1,
ktery odpovida NeuAc, stejn¢ jako v dalSich spektrech (napt. obrazek 30). lon m/z = 623,2 ve
spektru GD3-Ac 36:1 odpovida iontu [NeuAc—NeuAc,—H]". Pozice NeuAc, byla uréena na
zakladé vysoké intenzity iontu 1179,7, protoze v ptipadé NeuAc, mezi NeuAc a Hex, by byl
o¢ekavan intenzivni ion 1221,7, odpovidajici neutralni ztraté¢ 291,1 (NeuAc) ziontu
prekurzoru. V dalsim MS/MS spektru byl zméfen dvakrat nabity ion prekurzoru [M—2H]*
m/z = 850,5 (Obrazek S-1), ktery odpovida gangliosidu GD2 38:1. MS/MS spektrum poskytlo
velmi podobnou sekvenci neutralnich ztrat sacharidd, jako u GD3 36:1 (Obrazek 30). Ve
strukture byl vSak pfitomen HexNAc a struktura byla identifikovana jako
HexNAc—Hex(NeuAc)—Hex—Cer (Obrazek S-1). MS/MS spektra gangliosidu se 3 kyselinami
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Obrazek 32: MS/MS spektrum pii zdznamu zapornych ionti GT3-Ac 36:1 ([M-2H]* m/z = 901,5).
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sialovymi znazornuje obrazek 32. Jednalo se o gangliosid GT3-Ac 36:1, ktery byl identifikovan
na zékladé MS/MS spektra iontu [M—2H]?>" (m/z = 901,5). Ve spektru jsou pozorovany ionty
NeuAc (290,1), NeuAc: (332,1), dale pak NeuAc—NeuAc (581,2) a NeuAc—NeuAc: (623,2).
Dals8im dulezitym iontem je o m/z = 914,3, jenz odpovida NeuAc—NeuAc—NeuAcz.Pozorovana
sekvence v MS/MS spektru znazornéna na obrazku 32 je nejpravdépodobnéjsi z divoda
vyskytu intenzivnich iontd, jako je ion m/z = 1470,8 odpovidajici neutralni ztraté NeuAc:
(333,1) z iontu prekurzoru a iontu m/z =1179,7 odpovidajici ztrat¢ NeuAc (291,1) a dal$im

ztratam az na Cer.

Rozdily v MS/MS spektrech izomertit GD1a (Obrazek 33 A) a GD1b (Obrazek 33 B)
jsou zndzornény na obrazku 33. lonty prekurzorii [M-2H]?* jsou stejné pro oba dva izomery a
maji hodnotu m/z = 917,5, ale rozdily jsou pozorovany v jejich fragmentacnich spektrech. Mezi
nejvice rozdilné ionty patii m/z = 655,2 (Obrazek 33 A) a m/z =581,2 (Obrazek 33 B). lon
m/z = 655,2 je ptitomen pouze ve spektru GD1a a odpovida struktufe NeuAc—Hex—HexNAcC.
Dalsim iontem, dle kterého lze urcit sérii gangliosidu je velmi intenzivni ion m/z = 581,2
ptitomny pouze ve spektru na obrazku 33 B, odpovidajici NeuAc—NeuAc. Dal§im zajimavym
iontem je m/z = 1253,8, coZ je neutralni ztrata dvou NeuAc z iontu prekurzoru. V MS/MS
spektru na obrazku 33 B je tento ion intenzivni a lze tedy usuzovat, ze ztrata obou NeuAc z
GD1b probiha s vétsi pravdépodobnosti nez ze tfidy GD1a. Z téchto fragmentaénich rozdila a
retenéniho chovani izomerti GD1a a GDI1b lze urcit pozici NeuAc a tedy sérii gangliosidu.
Velmi podobna spektra jsou znazornéna na obrazku S 2, kde byly fragmentovany izomery
GTla (Obrazek S2 A) a GT1lb [M-2H]?> (Obrazek S 2 B) m/z =1077,0. Ve spektru jsou
pozorovany ionty popsané vyse a dile pak dvakrat nabité ionty [M-2H]?> m/z = 931,5. V téchto
spektrech je dilezité sledovat pomér jednotlivych iontd a zejména pak intenzitu iontu
m/z = 581,2 odpovidajici NeuAc—NeuAc. V obrazku S2 A, B se vyskytuje ion [M-2H-
NeuAc]? (m/z = 931,5) odpovidajici jedné ztraté NeuAc z iontu prekurzoru a vzniku dvakrat
nabitého iontu, ktery odpovida GD1a,b. Ze spekter (Obrazek 33 a S 2), Ize tedy urcit specifické
fragmentové ionty odpovidajici jednotlivym polohdm NeuAc. Ion m/z = 655,2 odpovidajici
NeuAc—Hex—HexNAc je specificky pro GDla a GT1b a ion m/z=581,2 odpovidajici
NeuAc—NeuAc je specificky pro GD1b a GT1a. Pro GT1a je dale dulezity pomér jednotlivych

iontl ve spektru.
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Obrazek 33: MS/MS spektrum pii zdznamu zapornych iontd GD1a 36:1 (A) a GD1b 36:1 (B) ([M-2H]*

m/z = 917,5).
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Rozdil ve spektrech tiid Fuc-GD1b a Fuc-GD1b-Ac je znazornén na obrazku 34, kde
Ize pozorovat sekvenci sacharidové ¢asti, jako Vv predeslych piipadech. Nejzajimavéjsi jsou
ionty jednotlivych sacharidu ptipadné fetézce sacharidovych jednotek. Na obrazku 34 A je ion
m/z = 290,1 odpovidajici NeuAc, ion m/z =510,2 odpovidajicimu Fuc—Hex—HexNAc a ion
m/z = 581,2 odpovidajici NeuAc—NeUAc. Je patrny rozdil spekter na obrazku 34 A a B. Na

obrazku 34 B neni pfitomny ion m/z =581,2 a naopak je zde ptitomen ion m/z =332,1
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Obrazek 34: MS/MS spektrum pii zdznamu zapornych iontt Fuc-GD1b 38:1 (A) ([M-2H]*
m/z = 1004,5) a Fuc-GD1b-Ac 38:1 (B) ([M-2H]?> m/z = 1025,5).
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odpovidajici NeuAcza ion m/z = 623,2 odpovidajici NeuAc—NeuAc:. Jsou patrné spole¢né rysy
téchto fragmentacnich spekter s fragmentacnim spektrem GD1b. Spektra se vyznacuji velmi

intenzivnimi ionty m/z = 581,2 a ionty m/z = 623,2 které nam dokazuji pfitomnost série b.

Ttida GT1b-Ac a jeji fragmentaéni spektrum je znazornéno na obrazku 35. Ve spektru
jsou patrné diive diskutované ionty m/z = 290,1, m/z = 332,1, m/z = 623,2 a m/z = 655,2. Dale
jsou zde ptitomné ionty [M-2H-NeuAc]> m/z=1906,0 a [M-2H-NeuAc,]>* m/z = 1864,0

vzniklé ztratou NeuAc a NeuAcz z iontu prekurzoru.
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Obrazek 35: MS/MS spektrum pfi zdznamu zapornych iontd GT1b-Ac 38:1 ([M-2H]* 1098,0 m/z).

Fragmentacni chovani tfidy GDOa je znazornéno na obrazku 36. Jako v piedeslych
ptipadech je zde zfejma sekvence sacharidové ¢asti. Piitomny ion m/z = 1572,9 odpovida ztraté
NeuAc a HexNAC z iontu prekurzoru. Mezi dalsi ionty urcujici polohu sacharidl patii ion
m/z =567,2 odpovidajici HexNAc—Hex—HexNAc a ion m/z=858,3 odpovidajici
HexNAc—Hex(NeuAc)—HexNAc.
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Obriazek 37: MS/MS spektrum pii zdznamu zapornych iontt GD0a 38:1 ([M-2H]?> m/z = 1033,0).
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Obrazek 36: MS/MS spektrum pfi zdznamu zapornych iontt GD1a-Ac 38:1 ([M-2H]?> m/z =

952,5).
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Dalsim typem tiidy gangliosidi patfici do série a je GDla-Ac. Na zakladé znalosti
fragmentacniho chovani z predeslych fragmentacnich spekter lze urcit strukturu na zakladé
znamych ionta m/z=290,1, m/z=332,1 a iontu m/z=697,2 odpovidajicimu
NeuAc,—Hex—HexNAc.

MS/MS spektrum ttidy GQ1b z iontu [M-3H]* m/z = 814,7 je na obrazku 38. Toto
fragmentaéni spektrum znazoriiuje velmi podobnou sekvenci sacharidové ¢asti a ionty, které
byly popsany vySe. Struktura patéi do série b z divodu nalezeni jediného specifického iontu

581,2 odpovidajicimu NeuAc—NeuAc.
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Obriazek 38: MS/MS spektrum pfi zdznamu zapornych iontd GQ1b 38:1 ([M-3H]* m/z = 814,7).

Na zéakladé fragmentacniho chovani gangliosidi byla vytvorena Tabulka 4, ktera
specifikuje charakteristické fragmentové ionty vzniklé pii méfeni MS/MS v negativnim modu.
S jeji pomoci lze rychleji identifikovat jednotlivé ionty a ptifadit k nim ptislusné sacharidy a
sacharidové sekvence. Ziskané znalosti z fragmenta¢nich spekter umoznily vytvofit zaznam
neutralnich ztrat pro tyto sacharidové jednotky: Fuc, Hex, HexNAc, NeuAc, NeuAc» (Tabulka
5). Diky ni jsme schopni jednoduse dopocitat sekvenci sacharidové ¢asti a vysvétlit pritomné

ionty ve fragmentacnich spektrech.
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Tabulka 4: Tabulka charakteristickych fragmentovych iontd v MS/MS spektrech gangliosidi
V negativnim modu.

Fragmentovy ion Elementarni slozeni A m/z

[NeuAc — H] C11H16NO8 290,0881
[NeuAc: — HJ C13H18NO9 332,0987
[Fuc-Hex-HexNAc — H] C20H32NO14 510,1828
[HexNAc-Hex-HexNAc — H] C22H35N2015 567,2043
[NeuAc-NeuAc — HY C22H33N2016 581,1836
[NeuAc-NeuAcz — HT C24H35N2017 623,1941
[NeuAc-Hex-HexNAc — H] C25H39N2018 655,2203
[NeuAcz-Hex-HexNAc — H] C27H41N2019 697,2309
[HexNAc-Hex-NeuAc-HexNAc — H]” | C33H52N3023 858,2997
[NeuAc-NeuAc-NeuAc; — HY C35H52N3025 914,2895

Tabulka 5 Tabulka neutralnich ztrat jednotlivych sacharida v MS/MS spektrech gangliosidi
V negativnim modu.

Neutralni ztrata Elementarni slozeni Aml/z

Fucose (Fuc) C6H1004 146,0579
Hexose (Hex) C6H1005 162,0528
N-Acetylhexose (HexNAc) C8H13NO5 203,0794
N-Acetylneuraminic acid (NeuAc) | C11H17NO8 291,0954
O-Acetyl-NeuAc (NeuAc?) C13H19NO9 333,1060

Ve vzorku se dale vyskytovali polarni fosfolipidy a sulfatidy, jejichz identifikace
probéhla na zakladé popsanych pravidel v ptedchozich pracich [68, 76, 79]. V ptipadé sulfatidi
dochazelo k casté interferenci hydroxylovaného sulfatidu (napf. SulfoHexCer 38:2 (OH) o m/z
848.5563) a sulfatidu s dalsi methylovou skupinou (napi. SulfoHexCer 39:1 0 m/z 848.5927).
Tyto problémy s identifikaci sulfatidii neSlo vyfeSit pomoci pouzitych QTof spektrometrii
z divodu nizké rozliSovaci. ldentifikace probéhla na zakladé m/z, fragmenta¢niho chovani,

retence a byla ovétena na zakladé piredchozi prace [88].
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4.1.3 Reten¢ni chovani gangliosidi v HILIC médu

Retencni chovani lipidi se fidi obvyklymi pravidly, které souviseji s typem polarni
funk¢ni skupiny, poctem atomil uhliku a také poctem dvojnych vazeb, jak bylo prezentovano
v piedeslych pracich [68, 86, 89-92]. Popsani reten¢niho chovani lipidd muaze slouzit pro
pfedpoveéd’ jejich retenéniho Casu a muze usnadnit identifikaci lipidi ve stanovovanych
vzorcich. Tento pfistup mize byt pouzit pro separaci v reverznich fazich, HILIC a nedavno
bylo také popsano reten¢ni chovani lipida pfi pouziti supektritické fluidni chromatografie [79].
Na obrazku 39 je zndzornéna zavislost redukovaného retenéniho €asu na poctu neutralnich
sacharidovych jednotek pomoci optimalizované HILIC metody. Redukovany reten¢ni Cas je
Cas, ktery prislusny analyt stravi ve staciondrni fazi. Na obrazku 39 jsou zndzornény vybrané
série gangliosidi GM3, GM2, GM1la a Fuc-GMla ve kterych s pfibyvajicim poctem
sacharidovych jednotek vzrista retenéni ¢as, a to zhruba o 1,5 minuty. Reten¢ni rozdil mezi

GD3 a GD2 je do 3 minut. Vyssi pocet sacharidovych jednotek zvysuje retenéni ¢as, a to cca o
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Obrazek 39: Zavislost redukovaného reten¢niho ¢asu pomoci HILIC/ESI-MS na po¢tu neutralnich sacharidovych
jednotek.
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1,5-3 min v zavislosti na typu sacharidové jednotky. V ptipad¢€ zvysujiciho se poctu NeuAc
(sialové kyseliny) mlzeme pozorovat stejné retencni chovani, kdy NeuAc siln¢ ovliviiuje
retencni chovani. V ptipadé¢ GM3 a GD3, tedy zvySeni o jednu NeuAc, dochazi ke zvyseni
retencniho ¢asu o 3 minuty. Velmi podobné¢ je na tom porovnani retence GM2 a GD2, kdy
dochazi ke zvyseni retencniho ¢asu o cca 4 minuty. Déle byla pozorovana rozdilna retence GD3
(obsahujici dvé NeuAc) a GD3-Ac (obsahujici NeuAc a NeuAc?), kdy GD3 ma vyssi reten¢ni
Cas. Gangliosidy se stejnym poctem sacharidovych jednotek a stejnym poctem sialovych
kyselin obsahujici ve své struktufe NeuAc, maji niz$i retenci. Dale je pozorovana niZsi retence
u gangliosidi, které patii do a série v porovnani s b sérii. Na zaklad¢ tohoto reten¢niho chovani
a spravné m/z lze ptifadit do série a tiidu GQ1la-Ac*, u které nebylo mozné namétit MS/MS
spektra z divodi nizké koncentrace. V HILIC modu lze pozorovat caste¢nou separaci
jednotlivych gangliosidl na zakladé délky acylového fetézce v ceramidu (Obrazek 40) pomoci

rekonstruovanych iontovych proudu, coz poskytuje dalsi informaci pro urceni struktury.
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Obriazek 40: Rekonstruované iontové proudy jednotlivych gangliosidi tfidy GD1a lisicich se v acylovém fetézci.
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4.1.4 Analyza biologickych vzorku

Optimalizovand LC/MS metoda byla pouzita pro analyzu vzorkt lidskych ledvin, plic,
plasmy, erytrocyti a praseCiho mozku. Tabulka S 3 obsahuje seznam jednotlivych
identifikovanych gangliosidi a ostatnich polarnich lipida (PS, PI, LPI, PG a sulfatidi), jejich
relativni intenzity (stanovené z RIC jednotlivych lipidi pro danou tfidu) a spravné m/z
jednotlivych lipidii. Gangliosidy jsou identifikované s vysokou spolehlivosti na zakladé¢ splnéni
nasledujicich tfech kritérii. Prvni kritérium je spravna m/z (uréeni elementarniho slozeni se
spravnosti pod 10 ppm u 99% identifikovanych gangliosid, u 87% identifikovanych
gangliosidii pod 5 ppm a primérnd spravnost u vSech gangliosidi byla 3,1 ppm). Druhym
kritériem je fragmentacni chovani (véetné ptresné hmoty m/z v MS/MS spektrech) a poslednim
kritériem je retencni chovéni. Pfehled identifikovanych tfid lipidi v jednotlivych vzorcich je
uveden v tabulce 6. Celkové bylo identifikovano 25 tiid lipida a 272 jednotlivych lipida
v lidskych ledvinach, plicich, plasmé, erytrocytech a prase¢im mozku. Nejvyssi pocet
identifikovanych lipidi byl v prase¢im mozku, kde z celkového poctu 189 lipidi bylo
identifikovano 38 sulfatidi, 42 fosfolipidi a 109 gangliosidi. V lidskych ledvinidch bylo
identifikovano 51 sulfatid, 39 fosfolipidi a 32 gangliosidi. V lidskych plicich byly
identifikovany 3 sulfatidy, 30 fosfolipidi a 34 gangliosidi. V lidskych tekutinach byl
identifikovan nizsi pocet lipidli nez v tkanich. V lidské plasmé byly identifikovany 2 sulfatidy,
13 fosfolipidii a 15 gangliosidli patficich do skupiny GM3. V lidskych erytrocytech bylo
identifikovano 8 sulfatidt, 19 fosfolipidii a 9 gangliosidu.
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Tabulka 6: Ptehled identifikovanych tiid lipidi v lidskych ledvinach, plicich, plasmé, erytrocytech a praseéim

mozku.
.. Retenéni Typ vzorky
Lipidova tfida ¢as [min] Praseéi | Lidské Lid’ské Lidska Lidské Celkem
mozek | ledviny | plice | plasma | erytrocyty
SulfoHexCer | 0,6-1,7 38 26 3 2 4 43
SulfoHex.Cer | 0,6-1,7 0 25 0 0 4 25
PG 1-15 7 4 5 0 0 9
Pl 1-15 10 20 13 8 9 20
LPI 1,7-2,4 8 8 4 5 0 10
PS 2,0-29 17 7 8 0 10 20
GM3 1,9-2,5 2 16 15 15 4 22
GD3-Ac 2,8-3,8 13 0 2 0 0 14
GM2 3,3-4,1 3 3 2 0 0 6
GD3 4,5-5,7 9 9 13 0 0 17
GDla-Ac 4,8-5,5 3 0 0 0 0 3
GMla 4,9-5,8 10 0 0 0 ) 11
Fuc-GMla 6,2-7,2 7 0 0 0 0 7
GDla 6,3-7,1 7 4 2 0 0 10
GT3-Ac 6,3-7,3 6 0 0 0 0 6
GD0a 7,3-8,3 7 0 0 0 0 7
GD2 7,5-8,4 2 0 0 0 0 2
Fuc-GD1b-Ac | 8,3-9,0 3 0 0 0 0 3
GD1b 8,8-9,6 8 0 0 0 0 8
GT1b-Ac 9,2-9,9 4 0 0 0 0 4
GQ1-Ac 9,2-9,9 2 0 0 0 0 2
GTla 9,3-9,9 4 0 0 0 0 4
Fuc-GD1b 10,3-11,3 5 0 0 0 0 5)
GTilb 10,8-12 12 0 0 0 0 12
GQ1b 12,4-13,5 2 0 0 0 0 2
Celkem 189 122 67 30 36 272
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4.2 Kvantitativni analyza lipidé nadorové a sousedni zdravé tkané

Nadorové onemocnéni ledvin se v poslednich desetiletich stale zvySuje [93, 94].
Karcinom ledvin (renal cell carcinoma, RCC) se fadi mezi 10 nejcastéjSich typu rakoviny
v primyslovych zemich, coz piedstavuje piiblizné 2 % ze v§ech malignich novotvard [93-95].
RCC pochazi z renalniho epitelu a odpovida vice nez 90% nadori ledvin [96]. Bylo popsano
vice nez deset histologickych a molekularnich RCC podtypi, z nichz ccRCC (clear cell RCC)
pfedstavuje vétSinu tmrti souvisejicich s RCC a s ptfevahou 75 % vSech primarnich karcinomi
ledvin [97]. Kuréeni nejvyznamnéjSich zmén ve sloZeni lipidi mezi nadorovou a okolni
zdravou tkani byla provedena HILIC/ESI-MS analyza vzorku ziskanych od 20 pacientu trpicich
ccRCC.

Pro kvantitativni analyzu lipidti nadorové a nadorové okolni tkané€ byl upraven gradient
vyse vyvinuté metody, pro dosazeni co nejlepsiho rozliSeni v kratkém Case. Dale byla upravena
MS metoda pro kvantitativni analyzu, ktera probihala na spektrometru Xevo G2-XS QTof,
zatimco vySe vyvinutd metoda pro identifikaci probihala na Synapt G2-Si. K validaci a
kvantitativni analyze byly pouzity 3 interni standardy GM3, SulfoHexCer a PS. Standard GM3
d18:1/12:0 neni komeréné dostupny a byl syntetizovan na Farmaceutické fakulté Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové [98]. Pro tcel validace byla pfipravena smés internich standardu,
ktera byla pfidavana k extraktu smésného vzorku ledvinové tkané (smés vSech pouZzitych
vzorkt — 20 vzorkl nadorové tkang¢ a 20 vzorkd okolni zdravé tkang€). Valida¢ni parametry jako
je selektivita, piesnost, pienos vzorku, limit detekce, limit kvantifikace a matricovy efekt byly
uréeny podle European Medicines Agency (EMA) [99], matricovy efekt byl ur¢en podle Food
and Drug Administration (FDA) [100]. Selektivita byla uréena pomoci Sesti nahodné vybranych
extraktl z celého souboru 40 vzorki. Bylo testovano 6 extrakti u kterych byly IS piidany pied
extrakci na stfedni koncentraéni hladiné (GM3 1,2 ng/mL, SulfoHexCer 4,0x1072 pg/mL a PS
4,0 ng/mL) a Sest extraktti do kterych nebyly IS ptidany. Selektivita se pohybovala kolem 98%.
Pro tfidu PS byla hodnota 98%, pro GM3 98,7% a pro SulfoHexCer 97,9%. Limit detekce byl
pocitan jako trojndsobek urovné Sumu (S/N =3) a limit kvantifikace byl pocitan jako
desetinasobek Sumu (S/N = 10). Pro kalibraci byl pouzit soubor deviti kalibra¢nich vzorku,
kter¢ obsahovaly IS smatrici smésného vzorku. Zasobni roztok obsahoval IS
SulfoHexCer:GM3:PS v poméru 0,1:3:9 a zfedéni jednotlivych kalibracni vzorki bylo 48, 147,
312, 480, 675, 961, 1470, 1923 a 2500 krat. Koeficient determinace (R2) kalibra¢nich kiivek
byl 0,9985 pro SulfoHexCer, 0,9977 pro GM3 a 0,9992 pro PS. Extrakéni uCinnost byla

testovana pro vysokou (HL) a nizkou (LL) koncentraci. Extrak¢ni uc¢innost byla testovana na
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smésném vzorku, ke kterému byly IS pfidavany pied extrakci a po extrakci. Zted'ovaci faktor
smési IS pro HL byl 147 (koncentrace GM3 1,5 pg/mL, SulfoHexCer 5,2x10-2 pg/mL a PS
5,2 ug/mL) a 961 pro LL (koncentrace GM3 0,2 pg/mL, SulfoHexCer 8,0x10-3 pg/mL a PS
0,8 ug/mL). Extrakéni uéinost pro IS PS se pohybovala kolem 50 %, to znamena, Ze zvoleny
IS se extrahuje z 50 % do vodné faze a z 50 % do organické faze. Na druhé strané extrakéni
ucinnost IS GM3 byla cca 100% a prokazuje selektivni extrakci do vodné faze. Extrakéni
ucinnost IS SulfoHexCer byla pro LL 55 % a pro HL 70 %. Dals§im testovanym parametrem
byl pienos vzorku, jehoz vyhodnoceni probihalo pro kazdy IS nasledujicim zptsobem. Nejprve
byl méfen IS o koncentraci HL a poté blank (Cistd rozpoustédla). Pfenos vzorku pro GM3,
SulfoHexCer a PS bylo do 3 %. Pouzitelnost systému byla testovana jako reprodukovatelnost
Sesti analyz pii koncentraci LL a HL a vysledky byly vypocteny jako relativni standardni
odchylky (RSD %). Matricovy efekt byl testovan porovnanim IS v matrici a IS v rozpoustédle.
VSechny valida¢ni parametry jsou znazornény v tabulce S 4 a 5. Na zakladé validace bylo
mozné metodu povazovat za vhodnou ke komplexni klinické analyze vzorkt ledvin u pacient

s ccRCC.

Detailni informace o vybranych vzorcich obsahuje tabulka S 6. JelikoZ se jedné o malou
studii 20 vzorkd, tak pro nejnizsi variabilitu byli vybrani muzi. Primérny vék byl 61,7 = 11,5
roku a primémy index télesné hmotnosti (BMI) byl 28,9 + 7,5 kg/m? Celkové bylo
identifikovano 115 jednotlivych lipidl z vodného extraktu nadorové a okolni zdravé tkané
cCRCC pacientl. Identifikované lipidy pochéazeli ze 7 tfid s nésledujicim zastoupenim: 21
GM3, 28 SulfoHexCer, 26 SulfoHex.Cer, 10 PG, 19 PI, 4 LPIl a 7 PS. Jednotlivé lipidy byly
identifikovany na zaklad¢ reten¢nich ¢asti v HILIC mddu (Obrazek 41) a spravné m/z [M-H]
iontt. Kvantitativni analyza SulfoHexCer, SulfoHex.Cer, GM3 a PS probihala na zaklad¢
normalizovani intenzity koelujiciho IS pfislusné tfidy. Ostatni glycerofosfolipidy (PI, LPI a
PG) byly kvantifikovany pomoci PS 14:0/14:0, ktery eluoval v jiném reten¢nim case nez
zminéné glycerofosfolipidy. Data jsou prezentovana jako semikvantitativni a poskytuji dilezité
informace o dysregulaci lipidd vlivem onemocnéni. Koncentrace vSech identifikovanych lipida
v nadorové a okolni zdravé tkani ledvin byly vyhodnoceny pomoci vicerozmérné statistické
analyzy (MDA) s pouzitim softwaru SIMCA. Nejprve byla pouzita nesupervizovana analyza
hlavnich komponent (PCA) (Obrazek 42 A), ¢imz doslo k rozliseni nadorové tkané (Cervené
body) a okolni zdravé tkan€ (modré body). Dale byla data procesovana pomoci supervizované
metody tzv. ortogonalni projekce na latentni struktury diskriminacni analyzy (OPLS-DA)
(Obrazek 42 B), coz ukazalo vyborné rozdéleni obou skupin. Z OPLS-DA metody byl vytvoren

74



SulfoHex2Cer  pj

1007 SulfoHexCer |
S
8
g LPI
g 50
g GM3
2
=
)
4 PS

PG
—
0- T :
2 4 6 8 Cas [min]

Obrazek 41: HILIC/ESI-MS analyza extraktu nadorové a sousedni zdravé tkané ledvin. Podminky analyzy:
Ascentis Si kolona (150x2,1; 3um, Sigma-Aldrich), pratok 0,3 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradient mobilni
faze 0 min: 95 % A + 5% B; 10 min: 78 % A + 22 % B, kde A je acetonitril s kyselinou octovou a B je 10 mmol/L
vodny octan amonny s Kyselinou octovou.

S-plot (Obrazek 42 C), ktery zobrazuje vyznamné zvySené a snizené koncentrace lipida.
Pomoci S-plotu jsme ziskali informaci o lipidech se zvySenou koncentraci (Obrazek 42 C
vpravo nahofe) a se snizenou koncentraci (Obrazek 42 C vlevo dole) v tumoru. Koncentra¢né
zvySené lipidy byly: Pl 40:5, Pl 40:4, GM3 41:1, GM3 36:2, GM3 41:2, GM3 42:3, GM3 34:1
a GM3 42:2, zatimco snizené byly: SulfoHexCer 41:1 (OH), PS 36:4, SulfoHexCer 38:1 (OH),
Pl 34:0, LPI1 16:0, SulfoHexCer 40:1, SulfoHexCer 42:0 (2*OH), SulfoHexCer 42:1 (OH). U
vybranych lipidt (15 lipida, které byly koncentra¢né nejvice zvySené a 15 lipidu, které byly
koncentra¢né nejvice snizené) byly vypocteny tyto parametry: fold change, T hodnota, p

hodnota, které nam urcuji vyznamnost lipidt na klastrovani (Tabulka S 7).
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(A) PCA metody, (B) OPLS-DA metody a (C) S-plotu.
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S5  Zavér

V této praci byla vypracovana HILIC/ESI-MS/MS metoda pro charakterizaci
gangliosidi v biologickych vzorcich s dirazem na maximalni pocet identifikovanych lipida.
Pro findlni metodiku byla pouzita kolona se silikagelovou stacionarni fazi, povrchoveé
poréznimi Casticemi a gradient acetonitril/vodny octan amonny. Identifikace gangliosidi a
dalsich lipidi byla zaloZzena na meéfeni hmotnostnich MS a MS/MS spekter s vysokym
rozliSenim a spravnou m/z. Jednotlivé struktury byly v korelaci s retenénim chovanim tiid
gangliosidu, ale také ve shodé jednotlivych lipida uvniti tfid. Kombinace ptesné m/z
prekurzort, fragmentovych iontl a retencniho casu poskytla identifikaci gangliosidi s vysokou
jistotou. Vyvinuta HILIC/ESI-MS/MS metoda byla pouzita pro analyzu lidskych ledvin, plic,
plasmy, erytrocytt a prase¢iho mozku. Nejvice jednotlivych gangliosidii bylo identifikovano v

prase¢im mozku. Celkové HILIC separace umoznila identifikovat 145 jednotlivych gangliosid

z 19 tiid a dalSich 6 tfid polarnich lipida (SulfoHexCer, SulfoHex.Cer, PG, PI, LPI a PS.

Vyse vyvinuta metoda byla v dalsi fazi upravena pro kvantitativni analyzu gangliosidd,
sulfatidl a polarnich fosfolipidi v extraktech ledvin v ramci klinické studie. Metoda byla plné
validovéana v souladu s doporu¢enimi FDA a EMA. Metoda byla pouzita pro analyzu nddorové
a okolni zdravé tkané ledvin v ramci studie 20 pacientt trpicich ccRCC. Ve vsech vzorcich bylo
celkoveé identifikovano a kvantifikovano 115 jednotlivych lipidd ze sedmi tfid (GM3,
SulfoHexCer, SulfoHex>Cer, PG, PI, LPI a PS). Pomoci MDA byla namétena data statisticky
zpracovana. Pouzitim PCA metody doSlo k rozliSeni nadorové a sousedni zdravé tkané. Za
pouziti S-plotu a OPLS-DA byly uréeny nejvyznamngjsi lipidy, u kterych byly dale vypocitany
p a T hodnoty. Lipidy ve tfidé GM3 byly koncentracné siln€ zvySené v nadorovych tkanich. Na
druhé strané byly nékteré sulfatidy, konkrétné s 36-42 uhliky, 0-1 dvojnou vazbou a 1-2 dalsi

hydroxylovou skupinou koncentraéné silné snizené.
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Tabulka S 1: Porovnani asymetrie (tailing faktor) versus pH mraven¢anu amonného (10 mmol/L AmFM)) a pH octanu
amonného (10 mmol/L AmAc) pro tyto individualni zastupce t¥id gangliosidd GM1a 36:1 (RIC [M— H]™ m/z 1544,9),
Fuc—GM1a 36:1 (RIC [M—H] m/z 1690,9), GD1a 36:1 (RIC [M—H]* m/z 917,5), GD1b 36:1 (RIC [M—H]*> m/z 917,5)
a GT1a38:1 (RIC [M—H]* m/z 1077,0).

10 mmol/L mravenc¢an amonny 10 mmol/L octan amonny
pH 3,0 4,0 5,0 54 5,8 3,0 4,0 5,0 6,1 6,5
GMla 107 106 1,17 124 121 136 1,19 127 127 121
FucGM1 095 102 125 143 169 |122 097 131 121 138
GD1la 264 128 1,17 115 114 121 139 117 134 1,36
GD1b 2,64 157 157 124 102 |165 143 135 128 1,05
GTla 088 125 111 123 1,02 292 127 121 108 1,05

*GD1a a GD1b nejsou separovani pii pH 3
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Tabulka S 2 Porovnani §itky piku v poloviné jeho maxima (Wgs) [min] versus pH mraven¢anu amonného a pH
octanu amonného pro tyto individualni zastupce tiid gangliosidi GMla 36:1 (RIC [M— H]™ m/z 1544,9),
Fuc—GM1a 36:1 (RIC [M—H] m/z 1690,9), GD1a 36:1 (RIC [M—H]*> m/z 917,5), GD1b 36:1 (RIC [M—H]* m/z
917,5) a GT1a 38:1 (RIC [M—H]*> m/z 1077,0).

10 mmol/L mraven¢an amonny 10 mmol/L octan amonny
pH 3,0 40 50 54 58 |30 40 50 61 6,5
GM1 0,28 0,23 025 028 028 |031 027 042 036 0,46
FucGM1 0,28 025 029 025 030 |039 029 0,27 043 0,39
GDla 0,62 031 029 030 028 |050 036 032 042 042
GD1b 0,62 034 036 031 028 |03 037 031 042 0,33
GT 0,22 037 034 030 03 |070 039 034 036 0,28

*GD1a a GD1b nejsou separovani pii pH 3
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Tabulka S 3: Seznam identifikovanych lipida v lidskych ledvinach, plicich, plasmé, erytrocytech a prase¢im mozku.

Prasedi mozek Lidska ledvina Lidské plice Lidska plsama Lidské erytrocyty
gﬁiﬁ:ﬁfﬁeﬂ’z CN:DB Elemenetdrni Relativni Relativni Relativni Relativni Relativni
iontu - slozeni [S;’;ri‘]’mm intenzita [S‘f;ri‘]’nmt intenzita ?;)g:’:]\]most intenzita ?S’;ri‘in“t intenzita ?S’;ri‘in“t intenzita

(%] (%] [%6] [%6] (%]
SulfoHexCer; 0,6-1,7 min; [M-H]
750,4831 32:1 C38H72NO11S -0,8 0,1 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
752,4988 32:0 C38H74NO11S -5,7 0,0 nd. - n.d. - n.d. - n.d. -
766,4781 32:1 (OH) C38H72NO12S n.d. - nd. - -2,6 75 n.d. - 0,8 2,7
776,4988 34:2 C40H74NO11S n.d. - -3,0 0,6 n.d. - n.d. - -2,7 1,2
778,5144 34:1 C40H76NO11S -0,1 0,4 -3,9 8,7 0,0 48,7 n.d. - -0,3 17,1
780,5301 34:0 C40H78NO11S -7,0 0,1 nd. - n.d. - n.d. - n.d. -
792,5301 35:1 C41H78NO11S -1,5 0,0 n.d. - n.d. - -0,4 85,7 n.d. -
794,5094 34:1 (OH) C40H76NO12S 9,8 0,0 -5,3 29 -0,3 438 n.d. - 11 78,9
804,5301 36:2 C42H78NO11S -0,1 0,5 n.d. - n.d. - 2,1 14,3 n.d. -
806,5458 36:1 C42HBONO11S 14 231 -3,6 1,7 n.d. - n.d. - n.d. -
820,5614 37:1 C43H82NO11S -16,5 0,2 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
822,5407 36:1 (OH) C42HBONO12S 12 45 -6,3 0,6 n.d. - n.d. - n.d. -
832,5614 38:2 C44H82NO11S -0,1 0,1 1,2 0,3 n.d. - n.d. - n.d. -
834,5770 38:1 C44H84NO11S 1,2 2,2 -1,2 0,8 n.d. - n.d. - n.d. -
836,5927 38:0 C44HB6NO11S -6,1 0,9 nd. - n.d. - n.d. - n.d. -
848,5563 38:2 (OH) C44H82NO12S 15,0 0,1 nd. - n.d. - n.d. - n.d. -




848,5927 39:1 C45H86NO11S nd. - 15,9 <0,01 n.d. n.d. n.d.
850,5720 38:1 (OH) C44H84NO12S 13 1.2 14 0.4 n.d. n.d. n.d.
852,5876 38:0 (OH) C44H86NO12S -4,5 0,5 8,6 <0,01 n.d. n.d. n.d.
858,5770 40:3 C46H84NO11S 0,9 0,0 nd. - n.d. n.d. n.d.
860,5927 40:2 C46H86NO11S 1,0 1,6 -0,6 0,8 n.d. n.d. n.d.
862,6083 40:1 C46H88NO11S 0,0 3,0 -1,9 2,1 n.d. n.d. n.d.
864,6240 40:0 C46H90NO11S -6,7 15 nd. - n.d. n.d. n.d.
874,6083 41:2 C47H88NO11S -19 0,4 2,2 0,2 n.d. n.d. n.d.
876,5876 40:2 (OH) C46H86NO12S 16,2 15 nd. - n.d. n.d. n.d.
876,6240 41:1 C47H90NO11S nd. - -13,1 0,8 n.d. n.d. n.d.
878,6033 40:1 (OH) C46H88NO12S 3,0 54 0,5 17 n.d. n.d. n.d.
880,6189 40:0 (OH) C46H90NO12S -2,4 34 -6,8 0,9 n.d. n.d. n.d.
886,6083 42:3 C48H88NO11S 0,7 0,9 -0,6 0,7 n.d. n.d. n.d.
888,6240 42:2 C48H90NO11S 0,6 20,4 -2,1 4,0 n.d. n.d. n.d.
890,6396 42:1 C48H92NO11S 53 9,9 -7,5 3,0 n.d. n.d. n.d.
892,6284 41:1 (OH) C47H9INO12P nd. - -5,3 17 n.d. n.d. n.d.
902,6396 43:2 C49H92NO11S -17,7 0,8 nd. - n.d. n.d. n.d.
902,6033 42:3 (OH) C48H88NO12S nd. - 84 0,2 n.d. n.d. n.d.
904,6189 42:2 (OH) C48H90NO12S 2,1 8,7 -1,1 19 n.d. n.d. n.d.
906,6346 42:1 (OH) C48H92NO12S -2,0 6,7 -3,3 65,4 n.d. n.d. n.d.
914,6396 44:3 C50H92NO11S -1,9 01 nd. - n.d. n.d. n.d.
916,6553 44:2 C50H94NO11S -2,5 0,3 nd. - n.d. n.d. n.d.
918,6346 43:2 (OH) C49H92NO12S 12,5 - nd. - n.d. n.d. n.d.
920,6502 43:1 (OH) C49H94NO12S -1,4 01 nd. - n.d. n.d. n.d.
922,6295 42:1 (OH) C48H92NO13S nd. - -6,0 0,3 n.d. n.d. n.d.
924,6451 42:0 (OH) C48H94NO13S nd. - -8,4 03 n.d. n.d. n.d.
928,6189 44:4 C50H90NO12S -0,6 0,0 nd. - n.d. n.d. n.d.
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930,6346 44:3 (OH) C50H92NO12S -1,2 0,1 n.d. - n.d. n.d. n.d. -
932,6502 44:2 (OH) C50H94NO12S -0,3 04 nd. - n.d. n.d. n.d. -
934,6659 44:1 (OH) C50H96NO12S -5,7 0,2 n.d. - n.d. n.d. n.d. -
SulfoHex.Cer; 0,6-1,7 min; [M-H]

938,5516 34:2 C46HB84NO16S nd. - 28 0,2 n.d. n.d. n.d. -
940,5673 34:1 C46HB6NO16S n.d. - <0,01 21,0 n.d. n.d. -9,4 46,4
954,5829 35:1 C47THBBNO16S nd. - -2,3 0,2 n.d. n.d. n.d. -
956,5622 34:1 (OH) C46HB86NO17S n.d. - 0,7 0,6 n.d. n.d. n.d. -
966,5829 36:2 C48HB8B8NO16S nd. - -3,0 0,3 n.d. n.d. n.d. -
968,5986 36:1 C48HI0NO16S n.d. - -0,9 51 n.d. n.d. n.d. -
982,6142 37:1 C49H92NO16S n.d. - -9,2 0,3 n.d. n.d. n.d. -
984,5935 36:1 (OH) C48HI90NO17S nd. - -0,7 0,2 n.d. n.d. n.d. -
994,6142 38:2 C50H92NO16S n.d. - -3,2 0,7 n.d. n.d. n.d. -
996,6299 38:1 C50H94NO16S nd. - -1,1 9,3 n.d. n.d. n.d. -
1010,6455 39:1 C51H96NO16S n.d. - -4,7 0,3 n.d. n.d. n.d. -
1012,6248 38:1 (OH) C50H94NO17S n.d. - 2,8 05 n.d. n.d. n.d. -
1022,6455 40:2 C52H96NO16S n.d. - -1,7 25 n.d. n.d. n.d. -
1024,6612 40:1 C52H98NO16S n.d. - -0,9 18,7 n.d. n.d. 1.8 12,2
1036,6612 41:2 C53H98NO16S nd. - -3,4 0,5 n.d. n.d. n.d. -
1038,6768 41:1 C53H100NO16S | n.d. - -3,7 2,1 n.d. n.d. n.d. -
1040,6561 40:1 (OH) C52H98NO17S nd. - 8,4 0,7 n.d. n.d. n.d. -
1042,6717 40:0 (OH) C52H100NO17S | n.d. - -3,9 0,2 n.d. n.d. n.d. -
1048,6612 42:3 C54H98NO16S n.d. - -1,2 1,1 n.d. n.d. n.d. -
1050,6768 42:2 C54H100NO16S | n.d. - -0,7 14,6 n.d. n.d. 8,4 21,8
1052,6925 42:1 C54H102NO16S | n.d. - -3,6 16,9 n.d. n.d. 6,6 19,6
1064,6561 42:3 (OH) C54H98NO17S nd. - 11,6 0,3 n.d. n.d. n.d. -
1066,6717 42:2 (OH) C54H100NO17S | n.d. - -0,1 1,6 n.d. n.d. n.d. -
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1068,6874 42:1 (OH) C54H102NO17S | n.d. - -4,0 19 n.d. - n.d. - n.d. -
1084,6823 42:1 (20H) C54H102NO18S | n.d. - -3,7 0,1 n.d. - n.d. - n.d. -
PG; 1,0-1,5 min; [M-H]

721,5025 32:0 C38H74010P -3,6 47 nd. - -1,4 15,5 n.d. - n.d. -
745,5025 34:2 C40H74010P -2,1 47 n.d. - -0,3 9,6 n.d. - n.d. -
7475181 34:1 C40H76010P -0,8 71,5 -2,9 56,2 -0,9 52,1 n.d. - n.d. -
769,5025 36:4 C42H74010P nd. - -6,9 6,9 n.d. - n.d. - n.d. -
771,5181 36:3 C42H76010P n.d. - -7,1 13,2 -4,3 7,7 n.d. - n.d. -
773,5338 36:2 C42H78010P -4,5 6,7 -5,8 23,6 0,0 15,0 n.d. - n.d. -
775,5494 36:1 C42H80010P -3,9 4,6 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
795,5181 38:5 C44H76010P 45 4.6 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
797,5338 38:4 C44H78010P -4,8 3,2 nd. - n.d. - n.d. - n.d. -
PI; 1,0-1,5 min; [M-H]

807,5029 321 C41H76013P n.d. - -3,1 0,3 -2,7 1,0 n.d. - 0,7 25
809,5185 32:0 C41H78013P n.d. - -3,2 13 -2,8 1,6 n.d. - n.d. -
833,5185 34:2 C43H78013P 14 0,6 -2,9 13 0,0 37 -2,5 51 2,3 20,5
835,5342 34:1 C43H80013P 3,7 4,0 -2,0 75 0,1 13,6 -3,1 6,1 0,7 11,6
837,5498 34:0 C43H82013P nd. - -7,2 1,7 n.d. - n.d. - n.d. -
847,5342 35:2 C44H80013P n.d. - -6,7 0,0 n.d. - n.d. - n.d. -
849,5498 35:1 C44H82013P nd. - -4,1 0,1 n.d. - n.d. - n.d. -
857,5185 36:4 C45H78013P 0,8 11,2 -2,2 6,2 0,6 48 -1,4 51 3,6 27,4
859,5342 36:3 C45H80013P n.d. - -6,4 19 34 3,7 -3,4 2,7 -0,2 8,5
861,5498 36:2 C45H82013P 73 14 -3.1 50 0,3 12,1 -0,6 14,6 3,2 15,2
863,5655 36:1 C45H84013P 6,9 1,7 -3,1 9,0 -0,8 10,3 -3,8 55 14 72
871,5342 37:4 C46H80013P n.d. - 0,3 0,1 n.d. - n.d. - n.d. -
873,5498 37:3 C46H82013P n.d. - -3,1 0,2 n.d. - n.d. - n.d. -
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881,5185 38:6 C47H78013P n.d. - 11 0,3 n.d. - n.d. - n.d. -
883,5342 38:5 C47H80013P 0,8 10,1 -2,9 2,7 0,5 38 0,5 15 45 58
885,5498 38:4 C47H82013P 0,6 69,3 -1,8 49,3 16 44,5 0,5 59,3 58 1,1
887,5655 38:3 C47H84013P nd. - 74 12,7 n.d. - n.d. - n.d. -
909,5498 40:6 C49H82013P 41 0,8 -1,4 0,2 51 0,3 n.d. - n.d. -
911,5655 40:5 C49H84013P -3,4 04 -6,0 0,2 -0,7 0,4 n.d. - n.d. -
913,5811 40:4 C49H86013P -2,3 0,3 -4,4 0,2 -0,3 0,5 n.d. - n.d. -
LPI; 1,7-2,4 min; [M-H]

569,2732 16:1 C25H46012P -1,6 0,1 0,0 0,1 nd - n.d. - n.d. -
571,2889 16:0 C25H48012P -2,3 6,0 -1,4 6,6 2,6 55 n.d. - n.d. -
583,3253 p-18:0 C27H52011P -4,8 0,5 nd. - n.d. - n.d. - n.d. -
585,3045 17:0 C26H50012P 9,4 04 -0,3 0,3 n.d. - n.d. - n.d. -
595,2889 18:2 C27H48012P n.d. - nd. - n.d. - -1,0 17,3 n.d. -
597,3045 18:1 C27H50012P -1,3 8,7 -1,5 6,8 0,0 13,5 -1,7 13,2 n.d. -
599,3202 18:0 C27H52012P -0,3 77,3 -1,3 66,6 -1,2 60,2 -1,0 16,2 n.d. -
619,2889 20:4 C29H48012P -1,8 6,9 -1,0 17,0 -0,5 20,8 18 45,6 n.d. -
621,3045 20:3 C29H50012P n.d. - -7,6 24 n,d - -2,7 7,7 n.d. -
625,3358 20:1 C29H54012P -3,5 0,2 -7,8 0,2 nd - n.d. - n.d. -
PS; 2,0-2,9 min; [M-HJ"

7445185 0-34:2; P-34:1 | C40H75NO9P -4,8 0,2 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
758,4977 34:2 C40H73NO10P -0,1 0,2 -2,2 3,0 n.d. - n.d. - n.d. -
760,5134 34:1 C40H75NO10P -1,8 3.9 -3,6 11,5 -1,8 5,6 n.d. - -2,5 1,0
762,5291 340 C40H77NO10P n.d. - n.d. - n.d. - n.d. - -3,4 1,6
770,5341 0-36:3; P-36:2 | C42H77NO9P -2,7 0,3 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
772,5498 0-36:2; P-36:1 | C42H79NO9P -15,7 0,2 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
774,5290 35:1 C41H77NO10P -1,3 04 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
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782,4977 36:4 C42H73NO10P -4,1 0,1 -3,2 49 n.d. - n.d. - n.d. -
784,5134 36:3 C42H75NO10P -4,2 0,2 nd. - n.d. - n.d. - n.d. -
786,5290 36:2 C42H77NO10P -1,3 13,2 -2,8 12,5 -1,4 61,4 n.d. - -1,3 3,7
788,5447 36:1 C42H79NO10P -1,0 47,1 -2,9 39,7 -1,0 8,7 n.d. - -1,3 6,3
808,5134 38:5 C44H75NO10P nd. - nd. - n.d. - n.d. - -0,1 3,0
810,5290 38:4 C44H77NO10P -2,2 3,7 -1,2 22,3 -1,7 11,3 n.d. - 1,1 64,3
812,5447 38:3 C44H79NO10P -5,8 1,2 -5,2 6,2 -2,2 57 n.d. - n.d. -
814,5603 38:2 C44H81NO10P -4,2 0,7 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
832,5134 40:7 C46H75NO10P 1,2 0,3 n.d. - n.d. - n.d. - -1,1 1,7
834,5290 40:6 C46H77NO10P -1,2 25,4 n.d. - -1,6 2,3 n.d. - 13 10,0
836,5447 40:5 C46H79NO10P n.d. - n.d. - -2,7 2,7 n.d. - -0,6 5,6
838,5603 40:4 C46HB81NO10P -3,1 2,6 nd. - 1,6 23 n.d. - -0,6 28
856,5134 42:9 C48H75NO10P -4,2 0,4 n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
GM3; 1,9-2,5 min; [M-H]

1123,6746 321 C55H99N2021 n.d. - nd. - n.d. - n.d. - -3,8 35
1149,6902 34:2 C57H101N2021 | n.d. - 23 0,6 n.d. - n.d. - n.d. -
1151,7059 34:1 C57H103N2021 | n.d. - -2,5 14,5 0,3 19,6 0,2 19,2 -1,6 80,7
1167,7008 34:1 (OH) C57H103N2022 | n.d. - -5,3 2,7 13 4,0 n.d. - -2,3 58
1177,7215 36:2 C59H105N2021 | n.d. - n.d. - n.d. - 4,0 35 n.d. -
1179,7372 36:1 C59H107N2021 | -1,9 72,8 -3,1 33 0,8 29 0,8 91 -0,1 10,0
1195,7321 36:1 (OH) C59H107N2022 | n.d. - n.d. - 3,9 15 n.d. - n.d. -
1205,7528 38:2 C61H109N2021 | n.d. - n.d. - - 3,3 2,4 n.d. -
1207,7685 38:1 C61H111N2021 |-1,0 27,2 -1,7 3,8 1,6 2,4 14 6,4 n.d. -
1223,7634 38:1 (OH) C61H111N2022 | n.d. - n.d. - 0,5 15 n.d. - n.d. -
1233,7841 40:2 C63H113N2021 | n.d. - -4,6 1,7 -3,7 15 3,2 49 n.d. -
1235,7998 40:1 C63H115N2021 | n.d. - -3,9 16,6 -0,4 8,1 -1,6 6,9 n.d. -
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1247,7998 41:2 C64H115N2021 n.d. - 0,8 1,3 n.d. - -3,0 2,1 n.d.
1249,8154 41:1 C64H117N2021 | n.d. - -6,6 2,4 -0,2 34 n.d. - n.d.
1251,7947 40:1 (OH) C63H115N2022 n.d. - -0,4 3.2 1,7 31 3.3 43 n.d.
1253,8104 40:0 (OH) C63H117N2022 | n.d. - -11,0 19 n.d. - n.d. - n.d.
1259,7998 42:3 C65H115N2021 n.d. - -3,3 2,5 -1,7 2,6 2,2 59 n.d.
1261,8154 42:2 C65H117N2021 n.d. - -3,5 22,8 0,2 18,8 1,2 13,2 n.d.
1263,8311 42:1 C65H119N2021 n.d. - 51 15,6 -2,5 19,4 -4,0 9,0 n.d.
1275,7947 42:3 (OH) C65H115N2022 n.d. - n.d. - - 35 2,2 n.d.
1277,8103 42:2 (OH) C65H117N2022 n.d. - -1,8 25 05 4,9 2,7 55 n.d.
1279,8260 42:1 (OH) C65H119N2022 | n.d. - -2,4 4.6 -1,6 6,3 -0,9 55 n.d.
GD3-Ac; 2,8-3,8 min; [M-2H]*

741,9023 34:1 C70H121N3030 -3,8 1,1 n.d. - n.d. 30,9 n.d. - n.d.
742,9101 34:0 C70H123N3030 |-4,0 2,4 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
754,9101 36:2 C72H123N3030 -8,1 15 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
755,9179 36:1 C72H125N3030 |-3,2 68,8 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
764,9232 36:0 (OH) C72H127N3031 3,1 1,3 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
768,9258 38:2 C74H127N3030 |-3,8 0,5 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
769,9336 38:1 C74H129N3030 |-3,5 115 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
782,9414 40:2 C76H131N3030 -34 0,7 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
783,9492 40:1 C76H133N3030 |-4,5 33 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
789,9492 41:2 C77H133N3030 -9,9 1,1 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
790,9570 41:1 C77H135N3030 54 31 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
795,9492 42:3 C78H133N3030 |-6,2 04 n.d. - n.d. - n.d. - n.d.
796,9571 42:2 C78H135N3030 -4,6 43 n.d. - -4,0 26,0 n.d. - n.d.
797,9649 42:1 C78H137N3030 n.d. - n.d. - -7,0 43,1 n.d. - n.d.

GM2; 3,3-4,1 min; [M-HJ
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1380,8009 36:2 C67H118N3026 |0,4 0,4 n.d. - n.d. - n.d. n.d. -
1382,8166 36:1 C67H120N3026 |0,4 62,1 n.d. - n.d. - n.d. n.d. -
1410,8479 38:1 C69H124N3026 | 0,3 37,5 n.d. - n.d. - n.d. n.d. -
1438,8792 40:1 C71H128N3026 n.d. - -3,6 25,8 n.d. - n.d. n.d. -
1464,8948 42:2 C73H130N3026 | n.d. - -1,8 43,5 -9,0 52,4 n.d. n.d. -
1466,9105 42:1 C73H132N3026 | n.d. - -1,2 30,7 -1,6 47,6 n.d. n.d. -
GD3; 4,5-5,7 min; [M-2H]*

720,8970 34:1 C68H119N3029 |-3,1 1,1 -3,5 9,5 -3,7 7,8 n.d. n.d. -
733,9048 36:2 C70H121N3029 |-3,5 13 nd - n.d. - n.d. n.d. -
7349127 36:1 C70H123N3029 -3,4 73,2 -59 3,3 -3,8 2,3 n.d. n.d. -
741,9205 37:1 C71H125N3029 |-3,8 0,9 nd - n.d. - n.d. n.d. -
742,9101 36:1 (OH) C70H123N3030 2,2 12 n,d - n.d. - n.d. n.d. -
747,9205 38:2 C72H125N3029 |-3,1 05 nd - n.d. - n.d. n.d. -
748,9283 38:1 C72H127N3029 |-3,9 17,3 -3,5 55 -4,5 2,3 n.d. n.d. -
761,9361 40:2 C74H129N3029 -2,9 3,8 -5,6 2,9 -3,5 1,8 n.d. n.d. -
762,9440 40:1 C74H131N3029 |-3,9 0,7 -4,1 11,6 -3,8 10,5 n.d. n.d. -
768,9440 41:2 C75H131N3029 n.d. - n,d - -4,4 1,1 n.d. n.d. -
769,9518 41:1 C75H133N3029 n.d. - -3,4 4,5 -5,2 34 n.d. n.d. -
773,9302 42:4 C76H129N3029 n.d. - n.d. - -7,6 <0,01 n.d. n.d. -
774,9440 42:3 C76H131N3029 n.d. - -4,9 6,0 -3,2 3,9 n.d. n.d. -
775,9518 42:2 C76H133N3029 | n.d. - -5,0 29,3 -4,0 34,2 n.d. n.d. -
776,9596 42:1 C76H135N3029 n.d. - -6,7 27,4 -5,9 29,0 n.d. n.d. -
782,9596 43:2 C77H135N3029 n.d. - n.d. - 5,0 <0,01 n.d. n.d. -
784,9571 42:1 (OH) C76H135N3030 n.d. - n,d - -3,3 3,7 n.d. n.d. -
GD1a-Ac; 4,8-5,5 min; [M-2H]*

937,4762 36:2 C86H146N4040 -4,9 ‘ 2,1 ‘ n.d. ‘ - ‘ n.d. ‘ - ‘ n.d. ‘ n.d. ‘ -
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938,4840 36:1 C86H148N4040 |-3,8 46,7 n.d. n.d. n.d. n.d. -
952,4997 38:1 C88H152N4040 |-3,0 51,2 n.d. n.d. n.d. n.d. -
GM1a; 4,9-5,8 min; [M-H]

1516,8381 34:1 C71H126N3031 |-0,3 0,3 nd. n.d. n.d. 0,5 51
1530,8537 35:1 C72H128N3031 | -1,2 0,2 n.d. n.d. n.d. n.d. -
1542,8537 36:2 C73H128N3031 | -0,3 1,0 nd. n.d. n.d. n.d. -
1544,8694 36:1 C73H130N3031 | 1,2 63,8 nd. n.d. n.d. n.d. -
1570,8850 38:2 C75H132N3031 | -0,7 0,5 nd. n.d. n.d. n.d. -
1572,9007 38:1 C75H134N3031 | 1,3 32,6 n.d. n.d. n.d. n.d. -
1598,9163 40:2 C77H136N3031 | -3,3 01 nd. n.d. n.d. n.d. -
1600,9320 40:1 C77H138N3031 |-2,9 0,5 nd. n.d. n.d. -0,8 9,7
1624,9320 42:3 C79H138N3031 | n.d. - n.d. n.d. n.d. 19 41
1626,9476 42:2 C79H140N3031 | -3,1 0,5 nd. n.d. n.d. 2,1 338
1628,9633 42:1 C79H142N3031 | -2,9 0,6 nd. n.d. n.d. -0,4 47,4
Fuc-GM1a; 6,2-7,2 min; [M-H]

1662,8960 34:1 C77H136N3035 |-1,9 0,6 nd. n.d. n.d. n.d. -
1676,9117 35:1 C78H138N3035 |-2,8 0,3 nd. n.d. n.d. n.d. -
1688,9117 36:2 C79H138N3035 |-0,1 0,9 nd. n.d. n.d. n.d. -
1690,9273 36:1 C79H140N3035 | 1,7 51,9 nd. n.d. n.d. n.d. -
1716,9430 38:2 C81H142N3035 |-3,2 0,7 n.d. n.d. n.d. n.d. -
1718,9586 38:1 C81H144N3035 |1,9 45,2 n.d. n.d. n.d. n.d. -
1746,9899 40:1 C83H148N3035 | -4,1 0,5 nd. n.d. n.d. n.d. -
GD1a; 6,3-7,1 min; [M-2H]*

916,4709 36:2 C84H144N4039 |-1,1 0,6 n.d. n.d. n.d. n.d. -
917,4788 36:1 C84H146N4039 |-0,3 46,7 n.d. n.d. n.d. n.d. -
924,4866 37:1 C85H148N4039 | -2,7 0,6 n.d. n.d. n.d. n.d. -
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930,4866 38:2 C86H148N4039 -2,1 0,6 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
931,4944 38:1 C86H150N4039 |-0,1 51,0 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
944,5022 40:2 C88H152N4039 -6,9 0,1 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
945,5101 40:1 C88H154N4039 | -3,2 0,4 -2,9 19,0 n.d. - n.d. n.d.
957,5101 42:3 C90H154N4039 | n.d. - 0,3 13,4 n.d. - n.d. n.d.
958,5179 42:2 C90H156N4039 n.d. - -2,4 34,7 15 40,7 n.d. n.d.
959,5257 42:1 C90H158N4039 | n.d. - -2,7 32,9 4.8 59,3 n.d. n.d.
GT3-Ac; 6,3-7,3 min; [M-2H]*

900,4578 36:2 C83H140N4038 |-2,1 2,6 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
901,4657 36:1 C83H142N4038 |-1,9 31,3 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
903,4631 35:0 (OH) C82H142N4039 | 0,3 25,3 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
909,4631 36:1 (OH) C83H142N4039 | -7,3 14,6 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
910,4709 36:0 (OH) C83H144N4039 |-3,7 16,6 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
915,4813 38:1 C85H146N4038 -4,4 9,5 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
GDOa; 7,3-8,3 min; [M-2H]*

1018,0106 36:2 C92H157N5044 | -2,7 1,3 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
1019,0185 36:1 C92H159N5044 | -2,0 50,0 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
1032,0263 38:2 C94H161N5044 | -0,7 1,1 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
1033,0341 38:1 C94H163N5044 | -1,5 453 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
1040,0419 39:1 C95H165N5044 | -1,8 0,5 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
1041,0316 38:1 (OH) C94H163N5045 | 0,7 0,8 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
1047,0498 40:1 C96H167N5044 | -2,5 0,9 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
GD2; 7,5-8,4 min; [M-2H]*

836,4524 36:1 C78H136N4034 | -2,4 45,1 n.d. - n.d. - n.d. n.d.
850,4680 38:1 C80H140N4034 | -2,7 54,9 n.d. - n.d. - n.d. n.d.

Fuc-GD1-Ac; 8,3-9,0 min; [M-2HJ*
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1011,5130 36:1 C92H158N4044 | 0,7 39,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
1025,5286 38:1 C94H162N4044 | -0,5 54,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
1039,5442 40:1 CI96H166N4044 | 4,7 6,3 n.d. n.d. n.d. n.d.
GD1b; 8,8-9,6 min; [M-2H]*

916,4709 36:2 C84H144N4039 -1,1 0,6 n.d. n.d. n.d. n.d.
917,4788 36:1 C84H146N4039 |-2,3 37,4 n.d. n.d. n.d. n.d.
924,4866 37:1 C85H148N4039 | -3,2 0,9 n.d. n.d. n.d. n.d.
926,4841 36:0 (OH) C84H148N4040 |-3,8 0,3 n.d. n.d. n.d. n.d.
928,4709 38:4 C86H144N4039 |-2,5 0,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
930,4866 38:2 C86H148N4039 |-2,1 0,7 n.d. n.d. n.d. n.d.
931,4944 38:1 C86H150N4039 |-1,6 58,7 n.d. n.d. n.d. n.d.
945,5101 40:1 C88H154N4039 -2,6 12 n.d. n.d. n.d. n.d.
GT1b-Ac; 9,2-9,9 min; [M-2H]*

1084,0318 36:1 C97H165N5048 | -3,5 43,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
1098,0474 38:1 C99H169N5048 | -2,7 50,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
1109,0395 40:4 C101H167N5048 | -5,0 34 n.d. n.d. n.d. n.d.
1112,0631 40:1 C101H173N5048 | -5,7 3,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
GQ1-Ac; 9,2-9,9 min; [M-3H]*

828,7276 38:1 C110H185N6056 | -5,9 65,8 n.d. n.d. n.d. n.d.
819,3839 36:1 C108H181N6056 | -4,6 34,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
GT1la; 9,3-9,9 min; [M-2H]*

1063,0265 36:1 C95H163N5047 -3,8 37,4 n.d. n.d. n.d. n.d.
1076,0343 38:2 C97H165N5047 -6,9 41 n.d. n.d. n.d. n.d.
1077,0421 38:1 C97H167N5047 -2,8 40,6 n.d. n.d. n.d. n.d.
1071,0239 38:1 (OH) C95H163N5048 | -3,1 10,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
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Fuc-GD1b; 10,3-11,3 min; [M-2H]*

990,5077 36:1 C90H156N4043 -2,6 38,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
997,5156 37:1 C91H158N4043 | 0,5 14 n.d. n.d. n.d. n.d.
1003,5156 38:2 C92H158N4043 -0,5 15 n.d. n.d. n.d. n.d.
1004,5234 38:1 C92H160N4043 -3,9 56,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
1018,5390 40:1 C94H164N4043 | 0,2 2,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
GT1b; 10,8-12 min; [M-2H]*

1046,9952 34:3 C93H155N5047 | 13,4 0,3 n.d. n.d. n.d. n.d.
1049,0108 34:1 C93H159N5047 | 2,4 0,3 n.d. n.d. n.d. n.d.
1056,0186 35:1 C94H161N5047 -2,4 0,4 n.d. n.d. n.d. n.d.
1062,0187 36:2 C95H161N5047 | 3,1 1,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
1063,0265 36:1 C95H163N5047 | -2,4 39,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
1070,0343 37:1 C96H165N5047 | -3,7 1,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
1071,0239 36:1 (OH) C95H163N5048 | 5,5 08 n.d. n.d. n.d. n.d.
1074,0187 38:4 C97H161N5047 47 18 n.d. n.d. n.d. n.d.
1076,0343 38:2 C97H165N5047 | -5,3 1,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
1077,0421 38:1 C97H167N5047 -2,2 49,4 n.d. n.d. n.d. n.d.
1088,0340 40:4 C99H165N5047 | -4,4 3,3 n.d. n.d. n.d. n.d.
1091,0578 40:1 C99H171N5047 -5,8 16 n.d. n.d. n.d. n.d.
GQlb; 12,4-13,5 min; [M-3HT*

805,3803 36:1 C106H179N6055 | -4,6 36,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
814,7241 38:1 C108H183N6055 | -5,6 63,8 n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tabulka S 4: Valida¢ni vysledky smésného vzorku ledvinové tkané u pacientti s cCRCC.

IS Extrakéni uéinnost [%0] Pi‘esnost [%0] RSD [%]
HL LL HL LL HL LL
SulfoHexCer 30:1 70 55 80 96 55 2,7
GM3 30:1 103 106 83 117 4,4 5,6
PS 28:0 48 53 80 63 8,1 55
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Tabulka S 5: Valida¢ni vysledky smésného vzorku ledvinové tkané u pacientti s cCRCC.

IS Prenos vzorku [%] | Selektivita [%)] | LOD [nmol/ml] | LOQ [nmol/ml]
SulfoHexCer 30:1 0,5 97,9 2,63e-3 4,26e-3
GM3 30:1 0,1 98,7 6,4e-2 1,1e-1
PS 28:0 2,3 98 2,7e-1 4,5e-1
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Tabulka S 6: Seznam pacient.

Tkan Vék Pohlavi BMI Typ
Ledviny 50 M 33,21 | Clear cell
Ledviny 70 M 32,11 | Clear cell
Ledviny 81 M 23,66 | Clear cell
Ledviny 45 M 35,65 | Clear cell
Ledviny 77 M 24,76 | Clear cell
Ledviny 58 M 23,67 | Clear cell
Ledviny 41 M 27,45 | Clear cell
Ledviny 77 M 31,14 | Clear cell
Ledviny 64 M 29,07 | Clear cell
Ledviny 63 M 23,41 | Clear cell
Ledviny 47 M 30,09 clear cell
Ledviny 64 M 22,09 clear cell
Ledviny 58 M 17,87 | Clear cell
Ledviny 60 M 54,54 | Clear cell
Ledviny 72 M 21,72 | Clear cell
Ledviny 75 M 26,23 | Clear cell
Ledviny 61 M 27,64 | Clear cell
Ledviny 70 M 25,15 clear cell
Ledviny 50 M 33,77 | Clear cell
Ledviny 50 M 34,48 clear cell
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Tabulka S 7: Lipidy s nejvétsi koncentraéni zménou.

Koncentrac¢né zvysené

lipidy Teoreticka m/z Fold change (F) T-hodnota p-hodnota
GM3 34:1 1151,7059 5,03 -2,3 2,0E-02
GM3 42:3 1259,7998 4,56 -1,7 6,7E-02
GM3 42:2 1261,8154 4,39 -2,8 5,8E-03
GM3 34:2 1149,6902 3,98 -1,5 1,0E-01
GM3 32:1 1123,6746 3,83 -1,4 1,3E-01
SulfoHexCer 42:3 886,6084 3,8 -2,3 1,9E-02
GM3 40:1 1235,7998 3,64 -3,3 1,6E-03
GM3 42:1 1263,8311 3,44 -2,9 3,9E-03
GM3 40:2 1233,7841 3,37 -2,3 1,7E-02
GM341:1 1249,8154 3,18 -3,2 2,0E-03
GM341:2 1247,7998 2,49 -2,7 6,6E-03
Pl 40:4 913,5811 2,32 -3,6 7,6E-04
GM3 36:1 1179,7372 2,29 -2,4 1,3E-02
Pl140:5 911,5655 2,08 -4,8 2,2E-05
GM3 36:2 1177,7215 1,80 -3,1 2,0E-03
Koncentlri;iégf snizené Teoreticka m/z Fold change (F) T-hodnota p-hodnota
SulfoHexCer 42:0 (20H) 924,6451 0,01 2,1 2,9E-02
SulfoHexCer 41:0 (20H) 910,6295 0,01 2,1 3,0E-02
SulfoHexCer 40:0 (20H) 896,6138 0,01 2,0 3,4E-02
SulfoHexCer 41:1 (OH) 892,6189 0,01 34 1,3E-03
SulfoHexCer 42:1 (20H) 922,6295 0,03 2,1 2,8E-02
P134:0 837,5498 0,03 6,6 7,0E-07
SulfoHexCer 38:1 (OH) 850,572 0,04 4.4 1,0E-04
SulfoHexCer 40:1 (OH) 878,6033 0,05 3.8 5,0E-04
PS 36:4 782,4977 0,06 5,2 1,7E-05
SulfoHexCer 42:1 (OH) 906,6346 0,07 3,6 8,3E-04
SulfoHexCer 36:1 (OH) 822,5407 0,12 3.8 4,9E-04
LPI 16:0 571,2889 0,18 7,3 1,0E-07
P132:0 809,5185 0,19 7,2 1,1E-08
PS 34:1 760,5134 0,2 6,9 1,6E-07
GM3 40:1 (OH) 1251,7947 0,46 15 1,0E-01
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