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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva vyvojem shotgun metody, kde je vzorek do hmotnostniho
spektrometru zavadén pomoci prutokové injekéni analyzy, pro kvantitativni analyzu
sfingomyelinii, ceramidd, hexosylceramidi a dihexosylceramidii v lidské plazmé.
V teoretické ¢asti jsou nejprve shrnuty zakladni informace o lipidech, zejména sfingolipidech,
hmotnostni spektrometrii, lipidomice a validaci analytické metody. Cilem prace bylo
zoptimalizovat a validovat metodu, aplikovat ji pro stanoveni koncentraci vybranych
sfingolipidii ve standardnim referenénim materidlu NIST SRM 1950 a vysledky porovnat
s dostupnymi udaji v literatufe. Optimalizovana metoda byla finaln¢€ pouzita pro méfeni malé
kohorty klinickych vzorkd zahrnujici plazmu pacienti s kolorektalnim karcinomem a

zdravych kontrol.

KLICOVA SLOVA

hmotnostni spektrometrie, lipidomika, rakovina, sfingolipidy, shotgun, validace

TITLE

Determination of selected classes of sphingolipids in human plasma by mass spectrometry

ANNOTATION

The diploma thesis focuses on the development of a shotgun method, where the
sample is introduced to a mass spectrometer by flow injection analysis, for quantitative
analysis of sphingomyelins, ceramides, hexosylceramides and dihexosylceramides in human
plasma. The theoretical part summarises the basic information about lipids, particularly
sphingolipids, mass spectrometry, lipidomics, and validation of the analytical method. The
aim of the work was to optimize and validate the method, apply it to determine the
concentrations of selected sphingolipids in the NIST SRM 1950 standard reference material,
and compare the obtained results with available data in the literature. The optimized method
was finally used for a small clinical cohort including plasma samples of healthy controls and

patients with colorectal carcinoma.

KEYWORDS

mass spectrometry, lipidomics, cancer, sphingolipids, shotgun, validation
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

Acetyl CoA
ACP
ALEX

APCI

APPI

BUME
BuOH
CE

Cer
CN:DB

DC
DP
EMA

ESI
ESI-MS

ESI-MS/MS

EtOAC
EtOH
FA

FC
FDA

Acetylkoenzym A (Acetylcoenzym A)
Proteinovy nosi¢ acylu (Acyl Carrier Protein)
Analyza lipidovych experimentt

(Analysis of Lipid Experiments)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Chemical lonization)
Fotoionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Photoionization)
Butanol-methanol (Butanol-Methanol)
1-Butanol (1-Butanol)

Kolizni energie (Collision Energy)

Ceramidy (Ceramides)

Pocet atomt uhliku a dvojnych vazeb

(Carbon Number:Double Bonds)

Stejnosmérny proud (Direct Current)
Deklasteracni potencial (Declustering Potential)
Evropska 1ékova agentura

(European Medicines Agency)

lonizace elektroprejem (Electrospray lonization)
Ionizace elektrosprejem ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii

(Electrospray lonization — Mass Spectrometry)
Ionizace elektrosprejem ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii

(Electrospray lonization — Tandem Mass
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Lipidomika je samostatnou oblasti metabolomiky a specializuje se na analyzu lipidi
izolovanych z bun¢k, té€lnich tekutin, tkani a dalSich biologickych vzorka. Lipidy jsou
dalezité¢ biologicky uc¢inné latky, jsou rostlinného nebo zivocisného piivodu, Ucastni se
bunécné signalizace a slouzi k porozuméni mechanismi nékterych onemocnéni. Sfingolipidy
jsou kategorie lipidi a fadi se mezi n¢ sfingoidni baze, ceramidy, fosfosfingolipidy a
glykosfingolipidy. Jsou to amfipatické lipidy, které se obvykle nachdzeji v bunécnych
membranach a vytvaii mechanicky stabilni a chemicky odolnou vnéjsi vrstvu lipidové
dvojvrstvy  plazmatické membrany. Sfingomyeliny, ceramidy, hexosylceramidy a
dihexosylceramidy se udajné¢ podileji na metabolismu v pribéhu riznych nadorovych
onemocnéni, jejich analyza je naro¢na a moderni analytické piistupy umoziujici spolehlivou
automatizovanou analyzu velkych mnozstvi vzorkd by mohly piispét k vyzkumu jejich
biologické role v rakoving. [1, 2]

Pro lipidomickou analyzu biologickych vzorki se klicovou technikou stala hmotnostni
spektrometrie. Vyuzivaji se pfedevsim dva pfistupy, pficemz v jednom je vyuzito spojeni
hmotnostni spektrometrie se separaénimi technikami a v druhém se k méfeni vyuziva
vyhradné¢ hmotnostni spektrometr. V tomto druhém ptipadé, tzv. shotgun lipidomice, je
lipidovy extrakt do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru zaveden bez piediazené
separacni techniky. V iontovém zdroji jsou vSechny lipidy ionizovany spolecné a jsou
stanoveny na zakladé velmi vysokého hmotnostniho rozliSeni anebo pomoci specifickych
MS/MS skenti. K zdznamu téchto specifickych selektivnich skend se pouzivaji hmotnostni
spektrometry s trojitym kvadrupolovym analyzatorem nebo hybridnim analyzatorem
kombinujicim kvadrupol a linearni iontovou past, pficemz nejvice vyuzivanou ionizani
technikou je ionizace elektrosprejem. [2]

Dilezitym pozadavkem na lipidomické analyzy je harmonizace a spravnost
reportovanych vysledkl. Vysledky nesmi byt zavadéjici a musi byt vérohodné, aby nevedly
k faleSn¢ pozitivnim nebo negativnim zavérim, které mohou byt zdrojem nespravné
biologické interpretace. Z téchto divodu je v lipidomické komunité kladen vysoky diiraz na
jednotnou anotaci lipidii a adekvatni validaci metody. Pfi experimentech zahrnujcich méfeni
vetsitho poctu vzorki je také dilezité provést jejich randomizaci pro extrakci 1 méteni a do
sekvence zahrnout i kontrolni vzorky, které slouzi k pribézné kontrole celého analytického

experimentu.
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V této praci je optimalizovana a validovdna shotgun metoda pro stanoveni
sfingomyelinii spolecné¢ s méné¢ koncentracné zastoupenymi ceramidy, hexosylceramidy a
dihexosylceramidy. Tato metoda je vyuzita pro jejich kvantifikaci ve standardnim
referen¢nim materialu NIST SRM 1950 a pro méfeni malé kohorty klinickych vzorkt plazmy

pacientt s kolorektalnim karcinomem a zdravych dobrovolnika.
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1. TEORETICKA CAST
1.1. Lipidy

Studium lipidd je vyzkumnou oblasti, ktera ma stale vétsi vyznam. Lipidy jsou
rozmanita skupina pfirozené¢ se vyskytujicich slouCenin a neexistuje pro né¢ zadna
mezindrodni definice. Pod pojmem lipidy se bézné rozuméji tuky nebo oleje, konkrétné
molekuly, které jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech, jako je chloroform, hexan,
benzen nebo nékteré alkoholy. Jednoducha definice vSak zahrnuje Sirokou Skalu sloucenin a
muze byt nepfesnd vzhledem k novym klasifikanim metodam, které zahrnuji derivaty
Zlu¢ovych kyselin rozpustnych ve vodé nebo mastné kyseliny s kratkym fetézcem. [3-6]

Dale lze lipidy definovat jako malé hydrofobni nebo amfipatické molekuly, které
mohou zcela nebo z&asti vzniknout kondenzaci thioester na bézi karbanionu' (mastné
kyseliny, polyketidy a dal$i) nebo kondenzacemi izoprenovych jednotek na bazi
karbokationu' (prenoly, steroly a dalgi). [7]

Lipidy funguji jako zakladni strukturalni slozky membran, jako signalizacni molekuly,
jako chemické identifikatory specifickych membran, a hlavné jako molekuly pro ukladani
energie. Syntéza lipidi je nerovnomérné rozlozena mezi nékolik bunéénych membran, coz
vyZaduje, aby vétSina organel zavisela na transportnich procesech lipida. [8, 9]

Biologické membrany se skladaji z lipidovych dvojvrstev. V membranach se vyskytuji
glycerofospolipidy, které obsahuji hydrofilni a hydrofobni ¢ést, kromé glycerofosfolipidu se
v membranach mohou vyskytovat i sfingolipidy (napi. sfingomyelin), steroly (cholesterol)
nebo proteiny (obr. 1). [10]

hydrofilni (polarni)
hlavi¢ka fosfolipidu

vnéjsi povrch
hydrofobni (nepolirni)
konec fosfolipidu

sacharidovy
Fetézec

vnitfni proteiny s .
- vnéjsi protein
vnitini povrch cholesterol

Obrazek 1 Lipidova dvojvrstva [9]

I Karbanion — iont, ktery obsahuje zdporné nabity atom uhliku
I Karbokation — iont, ktery obsahuje kladné nabity atom uhliku
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1.1.1 Klasifikace lipidi

Rozdéleni lipidl je mozné na zaklad¢ fyzikalnich vlastnosti pii pokojové teploté (oleje
jsou kapalné a tuky pevné), jejich polarity (polarni a neutralni (nepolarni) lipidy), jejich
esenciality pro ¢loveka (esencialni a neesencialni mastné kyseliny). [11]

Pro usnadnéni mezindrodni komunikace o lipidech byla vyvinuta komplexni
klasifikace lipida se spolecnou platformou. V roce 2005 Mezinarodni vybor pro klasifikaci a
nomenklaturu lipidi pod zastitou konsorcia LIPID MAPS vyvinul a ziidil ,,Komplexni
klasifikacni systém pro lipidy* zalozeny na pfesné¢ definovanych chemickych a
biochemickych principech a vyuzivajici ontologii, kterd je rozSifitelnd, flexibilni
a Skalovatelnd. Tento klasifikacni systém je slucitelny s pozadavky informatiky, aby bylo
mozné se vyporadat sobrovskym mnozstvim udaji, které lipidomicka komunita
generuje. [12, 13]

Komplexni klasifikaéni systém organizuje lipidy do osmi piesné definovanych
kategorii: mastné acyly, glycerolipidy, glycerofosfolipidy, sfingolipidy, steroly, prenoly,
sacharolipidy a polyketidy. Tyto kategorie zahrnuji prokaryotické a eukaryotické zdroje
lipidd. Systém je kdispozici také on-line na internetovych strankach LIPID MAPS
(https://www.lipidmaps.org) a je v ném zaznamenano vice jak 45 000 biologicky vyznamnych
lipida. [7, 13]

1.1.1.1. Mastné acyly
Mastné acyly (FA) jsou velkou Kkategorii lipidii s téméf 9985 strukturami obsazenymi
Vv databazi struktur LIPID MAPS. Zahrnuji vice podskupin, kterymi jsou naptiklad mastné
kyseliny, oktadekanoidy, eikosanoidy, dokosanoidy, mastné alkoholy, mastné aldehydy,
mastné ethery, uhlovodiky a derivaty mastnych kyselin jako estery, amidy, nitrily a glykosidy.
Priklad struktury mastné kyseliny je uveden na obr. 2. Mastné kyseliny ve volné formé a jako

variabilni mastné acyly v lipidech jsou prevladajicimi lipidovymi strukturami. [7, 14]

/\/\/\/‘\/\/\/‘\)J\C_|

Obrazek 2 Strukturni vzorec mastného acylu: kyselina hexadekanova [7]
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Nejcastéjsi podskupinou mastnych acyli jsou mastné kyseliny a jejich konjugaty.
Béznd mastna kyselina se skladd z dlouhého uhlovodikového fetézce, ktery je ukoncen
karboxylovou skupinou. Klasifikace mastnych kyselin se provadi s ohledem na pfitomnost
vétveni nebo funk¢nich skupin v uhlovodikovém fetézci nebo stupei nasyceni. [12]

Biosyntéza mastnych kyselin je u rostlin a zivo¢ichli do zna¢né miry podobna. Oba
organismy jsou schopné produkovat mastné kyseliny z acetylkoenzymu A (acetyl CoA)
prostfednictvim spoleéného piisobeni acetyl CoA karboxylazy a syntazy"' mastnych kyselin.
Prvnim krokem syntézy mastnych kyselin je tvorba malonylkoenzymu A (malonyl CoA)
z acetyl CoA. Druhym krokem pii vyrobé mastnych kyselin je aktivace jak malonyl CoA, tak
acetyl CoA, pfenosem acylovych skupin na proteinovy nosi¢ acylu (ACP). Tyto reakce jsou
katalyzovany malonyl CoA-ACP transcyldzou a acetyl CoA-ACP transcyldzou. Syntaza
mastnych kyselin prodluzuje acylovy fetézec o dva uhliky za cyklus Cinnosti, pfi¢emz jako
kondenzacni jednotka se pouziva acetyl CoA. Tato série reakci vrcholi tvorbou kyseliny
palmitové a stearové, Které jsou dale prodluzovany a desaturovany na dal$i mastné kyseliny.
U zivodicht a rostlin probiha prvni desaturace' na devatém uhliku. [11]

Mastna acylova skupina ve tfidach mastnych kyselin a konjugétli je charakterizovana
opakujici se fadou methylenovych skupin, které této kategorii lipidi udavaji hydrofobni
charakter. [12]

1.1.1.2. Glycerolipidy

Strukturni databaze LIPID MAPS obsahuje informace o 7656 strukturach
glycerolipidt. Zakladni stavebni jednotkou glycerolipidil je glycerol, na némz jsou navazany
jedna, dvé nebo tii mastné kyseliny esterovou vazbou (mono-, di-, trisubstituované glyceroly)
(obr. 3). Pokud jde o pocet piipojenych mastnych acyld, podkategorie glycerolipidu se
oznacuji jako monoradylglyceroly (monoacylglyceroly, monoalkylglyceroly, atd.),
diradylglyceroly (diacylglyceroly, dialkylglyceroly, atd.) a triradylglyceroly (triacylglyceroly,
alkyldiacylglyceroly, atd.), z nichz nejvétsi vyznam maji triacylglyceroly (TG), které jsou
obsazeny v mnoha lidskych tkanich a bunkach. [7, 10, 12, 15]

" Syntazy — jedna se o trividlni nazev pro lyazy, enzymy schopné spojit dvé slougeniny kovalentni vazbou
IV Desaturace — proces vedouci ke vzniku dvojnych, popt. trojnych vazeb v organickych sloudeninach, tj. jejich
dehydrogenace, resp. oxidace
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0 : IV
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\/\0/
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R, P Tti fetézce - Triacylglycerid
» Dva fetézce - Diacylglycerid

» Jeden fetézec - Monoacylglycerid

Obrazek 3 Priklady struktur glycerolipidt [16]

Glycerolipidy jsou velka skupina biologickych molekul nezbytnych pro tvorbu
membran, ukladani kalorii a rozhodujicich nitrobunéénych procesti. Syntéza a skladovani
glycerolipidi  hraje ustiedni roli pifi udrzovani energetické homeostazy. TG jsou
nejkalorictéjsi formou ukladani energie a jejich akumulace v tukové tkdni umoziuje zviratim
vydrzZet pust béhem spanku nebo delsi obdobi nedostatku potravy. [17, 18]

Denni spotieba tukt u lidi je asi 90-120 g/den s rychlosti absorpce 95 %. Tuky a oleje
pochézejici ze zvifat nebo rostlin se vétSinou skladaji z riznych druhtt TG. K vychytavani

lipidd v potravé dochazi hlavné v tenkém stieve. [15, 19, 20]

1.1.1.3. Glycerofosfolipidy
Glycerofosfolipidy, také nazyvany fosfolipidy, jsou obrovskou kategorii lipidi
a v databazi struktur LIPID MAPS lze nalézt celkem 9957 registrovanych struktur. Jsou témef
vSudy pfitomné a zahrnuji velké mnozstvi podskupin, naptiklad glycerofosfocholiny,

glycerofosfoethanolaminy, glycerofosfoseriny, glycerofosfoglyceroly, glycerofosfaty a

dalsi. [7, 21]
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Fosfolipidy se skladaji ze dvou molekul mastnych acylt esterifikovanych na pozicich
sn-1 a sn-2 glycerolu, v pozici sn-3 je ptes vazbu fosfatového esteru pfipojena specificka
funk¢ni skupina (obr. 4). V ptipad¢, Ze je glycerol esterifikovan pouze na jedné pozici (sn-1

nebo sn-2) jedna se o lysofosfolipidy. [12, 21]

[o}
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0
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Charakteristické pro savce:

Poéet atomit uhliku 14 - 22

Pocet dvojnych vazeb 0 - 6

Obrazek 4 Struktura a hlavni tfidy fosfolipida [16]

Funkéni skupina tvofi hydrofilni ¢ast a urCuje typ fosfolipidu, postranni mastné
acylové fetézce jsou hydrofobni. Tato amfipaticka vlastnost fosfolipidli poskytuje zaklad pro
roz¢lenéni bunék. Fosfolipidy jsou hlavni sloZzkou biologickych membran. Velikost, tvar,
naboj a chemické sloZeni riznych fosfolipidovych tfid hraji roli pfi tvorbé a udrZovani
plazmatické membranové dvojvrstvy bungk, stejné jako membran obklopujicich subcelularni
organely. Fosfolipidy se podileji na stabilizaci proteini v membran¢ a pusobi jako kofaktory
v enzymatickych reakcich. Jsou nezbytné pro absorpci, transport a skladovéani lipida.
Fosfolipidy jsou vylu¢ovany do Zlu€e, aby pomohly pfi traveni a vstfebavani tuki v potravé.
Tvofi monovrstvu na povrchu lipoproteini, které slouzi k transportu neutralnich lipidt do
celého téla. Fosfolipidy také slouzi jako rezervoar signalnich molekul, jako je kyselina

arachidonova nebo diacylglycerol. [21]
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Zmény profilu fosfolipidl v krevni plazmé byly pozorovany v pribéhu progrese
kardiovaskularnich onemocnéni, hypertenze, diabetu, selhdni jater nebo riiznych typi

rakoviny. [22—-26]

1.1.1.4. Sfingolipidy
V databazi struktur LIPID MAPS je k dispozici 4858 struktur sfingolipida (SP). Mezi
sfingolipidy se fadi sfingoidni baze, ceramidy, fosfosfingolipidy, neutralni glykosfingolipidy,
kyselé glykosfingolipidy a jiné (obr. 5). Do této kategorie patii sfingomyeliny (SM), které

jsou hlavnimi sfingolipidy v krevni plazmé a maji strukturalni a signalni funkce. [7]

Sfingoidni baze Polarni funkéni skupina
Charakteristické pro savce: S N-acylem
Pocet atomu uhliku 16 - 20 H _
Pocet dvojnych vazeb 0 - 2 ~ Ceramid
Pocet hydroxylovych skupin 2 - 3 Fosfocholin ~ Sfingomyelin
Fosfat Ceramid-1-fosfat

Sacharidy Glykosfingolipidy

/\/\/\/\/\/\/\/ﬂg( o
R NH TH

Bez N-acylu
N-acylové Fetézce H
Charakteristické pro savce: -~ Sfingoidni baze
Pocet atomu uhliku 14 - 28 Fosfocholin  Sfingosyl-fosforylcholin

Pocet dvojnych vazeb 0 - 1 Fosfat Sfingosin- 1 -fosfit

Pocet hydroxylovych skupin 0 - 1

Obrazek 5 Struktury sfingolipidt [16]

Sfingolipidy jsou spolu se steroly a glycerofosfolipidy vyuzivany pro tvorbu membran
v eukaryotickych bunkach. Kromé toho nekteré lipidy z téchto lipidovych tfid slouzi jako
signalni molekuly k regulaci biologickych procest. [21]

Sfingolipidy jsou komplexni skupina sloucenin a maji spoleény strukturalni
rys, sfingoidni jadro, které je syntetizovano de novo ze serinu a dlouhého fetézce mastného
acyl-CoA. Sfingoidni baze se dale pfeménuje na ceramidy, fosfosfingolipidy,
glykosfingolipidy a dalsi podtiidy, véetné proteinovych adukti. [12]
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1.1.1.4.1.  Sfingoidni baze
Hlavni sfingoidni baze savci se bézné oznacuje jako ,,sfingosin®“. Sfingosin je
(2S,3R,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diol (také se nazyva d-erythro-sfingosin a sfing-4-enin),
struktura je ukazédna na obr. 6. Jednd se pouze o jednu z mnoha sfingoidnich bazi
vyskytujicich se v prirod¢, které se lisi délkou a vétvenim alkylového fetézce, poCtem a
pozicemi dvojnych vazeb, pfitomnosti dalSich hydroxylovych skupin a dalSimi

vlastnostmi. [12]

Obrazek 6 Sfingoidni baze: sfingosin (zakladni struktura sfingolipidir) [7]

1.1.14.2.  Ceramidy
ptibuzné baze navazané na mastnou kyselinu prostfednictvim amidové vazby (obr. 7).
Ceramidy se pouZzivaji jako prekurzory pro tvorbu bud fosfo- nebo glykosfingolipidi
pfipojenim riznych funkénich skupin, které poskytuji tfadu jedine¢nych fyzikalnich

vlastnosti. [27]

Obrazek 7 Obecny strukturni vzorec ceramidu [7]

Mastné kyseliny, které jsou navazané na sfingoidni bazi, jsou obvykle nasycené nebo
mononenasycené a ve svém fetézci vetSinou obsahuji 14 az 26 atomd uhliku.

Pritomnost hydroxylové skupiny na uhliku 2 je pomérné béznd. Ceramidy maji nékdy
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specializované mastné kyseliny, naptiklad kozni ceramid, ktery obsahuje 30 atomu uhliku
dlouhy fetézec s hydroxylovou skupinou na koncovém (®) atomu uhliku. [12]

Mnozstvi SP v membranach je piisné regulovano. Ceramidy jsou extrémné hydrofobni
a zvySuji molekularni f¥ad (rigiditu) fosfolipidi obsazenych v membranach. Ceramidy jsou
sice mén¢ vyznamné slozky v membrané, ale jejich fyzikalni a chemické vlastnosti mohou
indukovat mikrodomény. Navic pii stresu nebo apoptoze“ se koncentrace ceramidi mohou

zdesetinasobit. [28, 29]

1.1.1.4.3.  Fosfosfingolipidy

Hlavnimi fosfosfingolipidy savcl jsou sfingomyeliny (ceramidfosfocholiny). SM se
skladaji ze sfingosinového jadra, fosfocholinové funkéni skupiny a mastné kyseliny navazané
amidovou vazbou na jadro (obr. 8). SM je dominantni sfingolipid v membranach savc¢ich
bungk, tato lipidova tfida je specificky obohacena v plazmové membrané a Golgiho siti.
Charakteristickym strukturdlnim rysem SM je nizk4 Uroven nenasyceni. Sfingolipidy mayji
rozsahlé schopnosti vazat vodik, coz spolu s jejich nasycenou povahou usnadiiuje tvorbu
sfingolipidovych a sfingomyelinem obohacenych laterdlnich domén v membranach.

Sfingomyeliny jsou také prekurzory ceramidu. [12, 30]

Obrazek 8 Obecny strukturni vzorec sfingomyelinu [7]

Velka fosfocholinova funkéni skupina SM déava SM dulezit¢é membranové vlastnosti,
funk¢ni skupina se jevi jako optimdlni pro interakce SM a cholesterolu a tato interakce ma
mnoho dulezitych funkénich dusledkii. Zmény hladin SM v plazmé jsou povaZovany za

nezavisly rizikovy faktor pro rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni u lidi a nové studie

V' Apoptodza — zanik buriky, ktery je odli$ny od jeji nekrozy a neni provazen zanétlivou reakci
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osvétlily mozny mechanismus jeho tlohy v aterogeneziV'. Velmi zajimavy je i fakt, Ze

s ptritomnosti nékterych neobvyklych druhi SM je spojovana i lidska dlouhovékost. [30]

1.1.1.4.4.  Glykosfingolipidy

Glykosfingolipidy (GLS) se klasifikuji na zaklad¢ struktury zbytku sacharidu, ktery je
navazan na jadro sfingosinu. Mezi glykosfingolipidy patii neutrdlni a kyselé
glykosfingolipidy. Strukturni klasifikace GLS je zaloZena na sacharidové sekvenci ptipojené
k ceramidové ¢asti (obr. 9). Prvni monosacharidova jednotka navazana na ceramid je
galaktoza (Gal) nebo glukoza (Glc), coz vede ke vzniku galaktosylceramidu (GalCer,
tj. HexCer) nebo glukosylceramidu (GlcCer, tj. HexCer). Sacharidové jadro mize byt
rozsifeno o dal$i sacharidové jednotky, které wvytvofi komplexnéjsi GLS, jako je
laktosylceramid (LacCer, tj. Hex2Cer), globotriaosylceramid (Gal-Gal-GlcCer, tj. Gb3) a
globotetraosylceramid (GalNAc-Gal-Gal-GlcCer, tj. Gb4). Analogy GalCer a Gal-GlcCer se
sulfatovou skupinou navazanou na C3-hydroxyl galaktézy se nazyvaji sulfatidy (tj. SHexCer

a SHex2Cer). Sialylované GLS, jako napt. GM3, se nazyvaji gangliosidy. [7, 12, 31]

Gb4 . 13 . 1—4 . 1—4 . =1 Cer

Gb4 GalNAc Gal  Gal Gl
Gb3 . .
Gb3 O Cer
GalNAc Hex2Cer Gal Gal Gle

OH OH S :; E —— HexCer — Hex2Cer 1~4 B 1—1 Cer
Gal Gle

&/ ’ﬁ : HexCer (GlcCer) oi Cer
Gle

Sfingosin (napF. 18:1) H, HexCer (GalCer) C 1—1 Cer

3 -sulfo

SHexCer HO3S =L Cer
Gle

3’-sulfo 1—4 1—1
SHex2Cer  HO3S ——(1)—( Cer
Gal Gle

23 14 1-1
GM3 Cer
NeuSAc Gal Gle

Obrazek 9 Prehled chemickych struktur neutralnich a kyselych GLS podttid [31]

VI Aterogeneze — vznik aterosklerdzy, aterosklerdza je onemocnéni tepen, tzv. , kornaténi®, pfi némz se v jejich
sténdch ukladaji tukové latky ve forme tzv. ateromu a druhotné vapnik
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GLS jsou vSudy ptitomné slozky membran, které se nachdzeji prevazné ve vnéjsi
vrstvé bunééné plazmatické membrany prakticky vSech eukaryotickych druhti a nékterych
bakterii. GLS jsou nejen slozky bunécnych membran, ale slouzi také jako dilezité bioaktivni
slouceniny s celou fadou bunécnych funkci, véetné interakci mezi buiitkami, adheze bunck,
migrace bungk, rustu, proliferace, diferenciace, intracelularni a extracelularni signalizace a
apoptézy. Jejich izolace, detekce a komplexni strukturni analyza je narocnym ukolem
vzhledem ke strukturni rozmanitosti molekul GLS. Tyto amfipatické slouceniny piedstavuji
jednu z hlavnich a strukturalné nejvice heterogennich podtiid sfingolipidii sloZenou
Z hydrofilni funkéni skupiny s nejméné jednim monosacharidovym reziduem navézanym
glykosidickou vazbou na hydrofobni ceramidovou slozku. [31]

Neutralni  glykosfingolipidy =~ obsahuji  jeden = nebo  vice  nenabitych
monosacharidovych jednotek, jako je glukéza, galaktéza, N-acetylglukosamin, N-
acetylgalaktosamin (GalNAc) a fukosa, které jsou seskupeny do skupin podle povahy glyko-
substituentt. Neutralni GLS se skladaji ze dvou podskupin: monoglykosylceramidy
(cerebrosidy) a oligoglykosylceramidy (globosidy). Hlavni podtfidou neutralnich
glykosfingolipidii  jsou hexosylceramidy (HexCer), jejichz struktura je ukazana
na obr. 10. [12, 31]

H OH . OH .
\/\/\/\/\/Y{i B -

Obrazek 10 Strukturni vzorec hexosylceramidu: N-(dodekanoyl)-1-B-glukosyl-sfing-4-enin
(GlcCer(d18:1/12:0)) [7]

Kysel¢ glykosfingolipidy obsahuji ionizované funkéni skupiny (napt. karboxyl
nebo sulfat).  Dulezité  podtiidy  kyselych  glykosfingolipidi  jsou  gangliosidy
(sialosylglykosylceramidy)  (obr.11) a sulfatidy (také  sulfoglykosfingolipidy)
(obr. 12). [7, 12, 31]
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Obrazek 12 Strukturni vzorec sulfatidu [7]

Neutralni  glykosfingolipidy (hexosylceramidy) a kyselé glykosfingolipidy
(gangliosidy a sulfatidy) jsou vsoucasné dob&é zkoumany u pacientd s nadorovym
onemocnénim, a 1 u jinych lidskych onemocnéni. Zmény hladin hexosylceramidu, gangliosidu

a sulfatidu byly zjistény v riznych typech tkani v progresi rakoviny. [32—34]

1.1.1.5. Ostatni kategorie lipidi

Steroly jsou polycyklické slouc¢eniny nenasycenych alkoholt s hydroxylovou skupinou
v poloze 3 a s alifatickym postrannim fetézcem v poloze 17. V databazi struktur LIPID MAPS
je obsazeno celkem 3023 struktur sterold. Prenoly jsou mald skupina lipida s 1521
strukturami obsazenymi v databazi struktur LIPID MAPS, tvoii je jedna nebo vice
izoprenovych jednotek a jsou prekursorem pro isoprenoidy a polyprenoly. Sacharolipidy maji
mastné kyseliny navazany piimo na patet cukru a vytvareji struktury, které jsou kompatibilni
s membranovymi dvojvrstvami. V databdzi struktur LIPID MAPS je celkem 1326 struktur
sacharolipidi. Polyketidy jsou syntetizovany klasickymi enzymy a pocet polyketidi
Vv databazi struktur LIPID MAPS je 6970. [7, 12, 13]
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1.2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je nepostradatelnym analytickym nastrojem v chemii,
biochemii, farmacii, mediciné a mnoha souvisejicich védnich oborech. Strukturni objasnéni
neznamych latek, environmentalni a forenzni analyzy, kontrola kvality drog, potravin a
polymert — to v§e do zna¢né miry zavisi na hmotnostni spektrometrii. [35]

MS je standardni technika pro analytické zkoumani molekul a slozitych smési. Je
dilezita pfi urovani elementdrniho slozeni molekuly a pii ziskdvani casteCnych
strukturalnich informaci pomoci hmotnostnich spektralnich fragmentaci. [36]

Vysoka citlivost a selektivita, univerzalnost, minimalni spotieba vzorku, moznost
kvalitativni (uréeni Mr — elementarni slozeni) a kvantitativni (odezva je zavisld na
koncentraci) analyzy jsou hlavnimi vyhodami této metody. Nevyhodou je, ze MS je

destruktivni metoda a jeji potizovaci a provozni naklady jsou velmi vysoké. [37]

1.2.1. Princip hmotnostni spektrometrie

Zakladni princip hmotnostni spektrometrie je zaloZzen na interakci nabitych castic
s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. Dochazi k produkci iontdl, odd€leni na
zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z) a naslednému zaznamu relativnich intenzit
jednotlivych iontd. Hmotnostni spektrometry se skladaji ze tfi hlavnich ¢asti a témi jsou

iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detekéni systém (detektor) (obr. 13). [37, 38]

v

DATA

A

vzorek ‘IontO\{y :Hmotnqstni| Detektor
zdroj | : | analyzator

(vakuum) vakuum

Obrazek 13 Schéma hmotnostniho spektrometru [37]

Prvni proces, ktery probiha v hmotnostnim spektrometru, slouzi k tvorbé iontl
iontovym zdrojem. lontovy zdroj je ¢ast hmotnostniho spektrometru, ktera ionizuje molekuly

ve vzorku. [39, 40]
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V druhém kroku jsou generované ionty oddéleny podle jejich specifického m/z
vV hmotnostnim analyzatoru. Bylo vyvinuto nékolik typi hmotnostnich analyzatorii a vSechny
maji spole¢né to, ze pouzivaji elektrické a/nebo magnetické pole k rozliSovani iontd. [6, 40]

Poslednim krokem hmotnostni spektrometrické analyzy je proces detekce iontd. Ionty
po oddé€leni hmotnostnim analyzatorem pokracuji do detekéniho systému. Jako detektory se
po desetileti pouzivaji tradi¢ni analogové a elektronové multiplikatorové detektory. V dnesni

dobé jsou bézné pouzivany vylep$ené varianty téchto detektort. [40]

1.2.2. Ionizacni techniky

Univerzalni ioniza¢ni technika pro vSechny latky neexistuje, takze je vzdy potieba
vybrat optimalni zpiisob ionizace pro danou latku. Ioniza¢ni techniky je mozné délit podle
mnozstvi vnitfni energie po ionizaci na ,tvrdé“ a ,mékké“ a mohou pracovat za
atmosférického nebo snizeného tlaku. [41]

Ionizacni proces, jehoz vysledkem je vyznamna fragmentace nabitych molekul, je
znam jako ,,tvrda ionizace®. Ptikladem tvrdé ioniza¢ni techniky je elektronova ionizace.
Pokud jsou ve spektru pozorovany neporusené ionty, tak se jedna o ,,mékkou ionizaci*. Mezi
mékké ionizacni techniky patii ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI), ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) a dal$i. V dne$ni

MV v

dob¢ jsou nejbéznéjsimi aplikovanymi ionizacnimi technikami ESI, APCI a MALDI. [36, 39]

1.2.2.1. lonizace za atmosférického tlaku
Mezi techniky, kde probihd ionizace za atmosférického tlaku, se fadi ionizace
elektrosprejem, chemicka ionizace za atmosférického tlaku a fotoionizace za atmosférického
tlaku (APPI). Tyto ionizacni techniky znamenaly prilom VfeSeni spojeni vysokoucinné

kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS). [41]

1.2.2.1.1. lonizace elektrosprejem
Ionizace elektrosprejem je ,,mékka‘ ioniza¢ni technika a dochazi pti ni ke generovani
jednou az vicendsobné nabitych iontl vV zavislosti na typu ionizovanych sloucenin. Zavedeni
ESI vedlo k vyznamnému pokroku a umoznilo analyzu velkych biomolekul (bilkoviny,
lipidy), aniz by doslo k jejich fragmentaci. ESI je nyni hlavni ioniza¢ni metodou pro spojeni

kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS). [36, 42, 43]
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ESI muze byt aplikovéna Vv Sirokém rozsahu polarit, je vhodna pro ionizaci vysoce
polarnich az iontovych sloucenin, ale i pro stitedné polarni nebo dokonce nepolarni molekuly,
které tvoti adukty s ionty pfitomnymi v mobilni fazi. Ve spektrech ESI-MS proto mohou byt
pozorovany nasledujici ionty: [M+H]", [M+Na]*, [M+K]", [M+NH4]*, [M-H]", [M+HCOQ]
atd. [6, 36, 41, 42]

Roztok vzorku je ptiveden ESI kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napéti (2-5 kV).
Nasledné dochazi za pomoci zmlzujiciho plynu K rozpraseni aerosolu a vznikajici kapicky
nesou na povrchu velké mnozstvi nabojii. Rozpoustédlo je pomalu odpafovano a zvysuje
hustotu elektrického ndboje v kapickdch az do Rayleighova stabiliza¢niho limitu. Dalsi
odpatovani rozpoustédla vede k nestabilité (,,Coulombické explozi®), ktera disociuje kapicky
na jeSt€ mensi. Noveé vytvorené kapicky prochazeji opét odpafovanim a Coulombickym
Stépenim. Nakonec vSechny generované ionty vstoupi do hmotnostniho spektrometru

(obr. 14). [42]

Odparovani 1o = Uvolnéni iontu analytu
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Obrazek 14 Schéma ionizace elektrosprejem [41]

V poslednich letech nachazi stale vice uplatnéni technika nanoelektrosprej (nanoESl),
kterda dovoluje velmi nizké pritoky a je soucasti €ipli vyuzivanych pro automatizaci
analytickych méfeni zaloZzenych na hmotnostni spektrometrii. Davkovani nanolitrii
rozpoustédel pomoci nanoESI umoziiuje stabilni analyzu po dlouhou dobu, nizkou spotiebu
vzorki a rozpoustédel a soucasné zvySeni citlivosti ve srovnani s konvenénimi ESI
zdroji. [36]
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1.2.2.1.2.  Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku je technika ,,mékké* ionizace, v nékterych
zdrojich je vSak zdlraznéna moznost vysSiho vyskytu fragmentaci ve srovnani s ESI. APCI
sdili ur¢ité podobnosti s ESI zdroji, v APCI jsou molekuly analytu ionizovany v plynné fazi, a
kromé& pifivodni kapilary je zde pfitomen i vyhiivaci blok a vybojovéa (koronova) jehla, na
kterou je aplikovano vysoké napéti. Roztok obsahujici analyty je rozpraSovan pomoci
suchého dusiku a kionizaci dochdzi ve stavu pary. V disledku koronového vyboje jsou
molekuly rozpoustédla v plynném stavu ionizovany a vzniklé ionty slouZzi jako hlavni zdroj
protonil pro analyty. Ionty jsou dale usmérnény na vstupni elektrodu a pomoci iontové optiky
fokusovany dale smérem k analyzatoru (obr. 15a). [35, 36, 44]

APCI 1ze vyuzit ke studiu polarnich sloucenin, stejné€ jako pro studium molekul stfedni
nebo nizké polarity. Daji se ionizovat napfiklad steroidy a steroly, organické kyseliny, 1éky

nebo nepolarni mastné kyseliny. [36]
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Vyhfivana zéna ~fs

Vstup eluatu
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Vybojova
jehla
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Obrazek 15 a Schéma chemické ionizace za atmosférického tlaku,

b Schéma fotoionizace za atmosférického tlaku [41]

1.2.2.1.3. Fotoionizace za atmosférického tlaku
Fotoionizace za atmosférického tlaku patii mezi ,,mékké* ioniza¢ni techniky. APPI ma

obdobné uspotradani jako APCI s tim rozdilem, ze pro ionizaci molekul neni pouZita vybojova

jehla, ale je vyuzit zdroj UV zafeni (obr. 15b). [36, 41]
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APPI se vyuziva ve spojeni s LC-MS a usnadiiuje analytickou detekci slabé polarnich
a nepolarnich sloucenin pomoci hmotnostni spektrometrie. Je Siroce vyuzivana v analytickych

testech v potravinarském, environmentalnim, lékafském a chemickém prumyslu. [45]

1.2.2.2. Ionizace laserem za ucasti matrice
lonizace laserem za Gcéasti matrice je ,,m¢ékka“ ioniza¢ni technika. Pfed ionizaci je
vzorek smichan s matrici (obvykle s organickou kyselinou) a poté je nanesen na MALDI
tercik. Proces ionizace vyzaduje kratky laserovy puls, ktery desorbuje matrici a ptitomné
analyty. Matricové molekuly absorbuji laserovou energii, jsou ionizovany a prenaseji naboj
na molekuly analytu v plynné fazi. Molekuly analytu jsou obvykle ionizovany tim, Ze jsou
protonovany nebo deprotonovany blizkymi matricovymi molekulami. Ionizace probiha ve

vakuu, ale je mozné ji realizovat i za atmosférického tlaku (obr. 16). [38, 46, 47]
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Obrazek 16 Schéma ionizace laserem za Gi¢asti matrice [41]

Technika MALDI je vhodna k analyze biomolekul, jako jsou peptidy, lipidy, sacharidy
nebo jiné organické makromolekuly. Nejcastéji je MALDI kombinovéana s analyzatorem doby

letu (TOF). [46, 47]

1.2.3. Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory oddé€luji prenasené ionty na zaklade¢ jejich poméru m/z. Cely
proces probihd za vakua a vSechny analyzatory vyuZzivaji statické nebo dynamické elektrické
a magnetické pole, piipadné jejich kombinace. Mezi dulezité parametry hmotnostnich
analyzatorti patfi rozliSovaci schopnost, piesnost méfeni spravné hmotnosti, dynamicky
rozsah, hmotnostni rozsah a rychlost analyzy (skenovani za jednotku ¢asu). [6, 38]
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Prikladem typicky pouzivanych analyzator hmotnosti v lipidomice jsou analyzatory
doby letu, kvadrupélové analyzatory (Q), iontové pasti (IT) (napf. linearni iontova past — LIT
nebo kvadrupdlova iontova past), iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

(FT-ICR) a Orbitrap. [6, 35]

1.2.3.1. Kvadrupdlovy analyzator

Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator byl vynalezen na pocatku 50. let 20. stoleti
Wolfgangem Paulem, ktery byl za sviij objev ocenén Nobelovou cenou az v roce 1989. [48]

Q je konstruovén ze Ctyt paralelnich hyperbolickych/kruhovych ty€i. Principem je, Ze
na dvé protilehlé kovové tyCe je vlozeno kladné stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé tyce
zaporné stejnosmeérné napéti a na vSechny Ctyfi je superponovano vysokofrekvenéni stiidavé
napéti. Potencial se tedy sklada ze dvou slozek a témi jsou napéti stejnosmérného proudu
(DC) a radiofrekvenéni (RF) napéti (obr. 17). lonty jsou ptivedeny do kvadrupdlu a zacnou
oscilovat. Pouzity pomé&r napéti umoznuje, aby se k detektoru dostaly pouze ionty v urcitém
rozsahu m/z, protoze budou mit stabilni trajektorie pro definovany pomér radiofrekvencéniho
napéti a napéti stejnosmérného proudu. Zbyvajici ionty riznych m/z maji nestabilni trajektorie
a budou neutralizovany srazkou s tycemi. Proto Q funguji jako hmotnostné selektivni

filtry. [6, 35]
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RF napéti
O ' \ +DC napéti RF nanéi
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Obrazek 17 Schéma kvadrupoélového analyzatoru [6]

1.2.3.1.1.  Trojity kvadrupélovy analyzator
Bézné pouzivanym hmotnostnim analyzatorem v lipidomice je trojity kvadrupol
(QqQ), ktery se sklada ze tfi po sob& jdoucich kvadrupélii. Prvni kvadrupol (Q1) je

hmotnostni filtr, ktery umoZzfiuje pienos pouze vybranych iontl (vybird ionty pfi
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definovaném m/z) na druhy kvadrupol, a je fizen DC a RF napétimi. Druhy kvadrupél (q, q2
nebo CID) je kolizni cela, ktera je naplnéna inertnim plynem, jako je argon, hélium nebo
dusik. Srazka s molekulami plynu vyvolava tvorbu fragmentovych iontd a tyto fragmenty jsou
analyzovany pomoci tiettho kvadrupdlu. Na g2 je aplikovano pouze RF napéti. Treti
kvadrupol (Q3) je dalsi hmotnostni filtr, ktery piendSi vybrané fragmentové ionty do
detekéniho systému hmotnostniho spektrometru, a také je fizen DC a RF napétimi. [6]

QgQ umoznuje pracovat V ruznych skenovacich mddech napt. sken produktovych
iontli, sken iontu prekurzoru (PIS), sken neutrdlnich ztrat a sken selektivnich iontovych

reakci. [38]

1.2.3.1.1.1. Sken produktovych ionti
Sken produktovych ionti je mod, kde Q1 propousti vybrany iont s definovanou
hodnotou m/z, v q2 dochazi k jeho fragmentaci a Q3 skenuje vsechny produktové ionty

daného prekurzoru v definovaném rozsahu m/z (obr. 18). [38]

Q1 q2 - kolizni cela Q3
lonty — smmmmme> k detektoru
smmmmmmmeeD> + s> " smmmmmmeD smmsmsmeee D 4 emmeeeeenS
ziontového —~ +) mmmmmm——o22 > i+

Obrazek 18 Schématické znazornéni skenu produktovych ionta [38]

1.231.1.2. Sken iontii prekurzoru
Sken iontll prekurzoru pracuje Vv opa¢ném rezimu nez sken produktovych iontd.
Q1 skenuje vybrany rozsah m/z, vkolizni cele dochdzi k fragmentaci iontd, které jsou

pfenaSeny na Q3. Q3 je nastaven tak, Ze monitoruje pouze vybrany fragmentovy iont
(obr. 19). [38]
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Q1 q2 - kolizni cela Q3

ziontového  -----------2 >+ +

Obrazek 19 Schématické znazornéni skenu iontt prekurzoru [38]

1.2.3.1.1.3. Sken neutralnich ztrat
V tomto rezimu Q1 a Q3 skenuji soucasné ionty se stejnou diferenci m/z. Tato

diference ukazuje neutralni fragment vznikly v g2 (obr. 20). [38]

Q1 q2 - kolizni cela Q3
ionty smmmmmemD> * et 4 >
iy > 0 ey WS ey LS 5w ek,
ziontového  --=-----—ooo > i+ ) mmmaaao22 > o+

Obrazek 20 Schématické znazornéni skenu neutralnich ztrat [38]

1.2.3.1.1.4. Sken vybranych iontovych reakci
Ve skenu iontovych reakci se na Q1 vybira selektivni prekurzorovy iont, ktery je v q2
fragmentovan a poté dochazi k selektivni detekci fragmentového iontu na Q3 (obr. 21).
Pokud je na Q3 detekovano dva a vice fragmentovych iontd prekurzoru, pak je tento mod

oznacovan jako sledovani vicenasobnych reakci (MRM). [38]

Q1 q2 - kolizni cela Q3
ionty * ote
Tl_.-."--‘_'---.> + ————D> + <> + ————D> + .k_(l"_.tﬁlfti'fg_)
z iontového +

Obrazek 21 Schématické znazornéni skenu iontovych reakci [38]
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1.2.3.2. lontova past

Iontova past je zalozena na zachytu iontii a jejich nasledné analyze. Existuje né¢kolik
variant iontové pasti, naptiklad 2D linearni kvadrupolova iontova past a 3D (sférickd) iontova
past. Tyto IT pouzivaji stejny princip jako kvadrupdlové analyzatory, Stim rozdilem, ze
kvadrupolové systémy oddéluji a detekuji hmoty tim, Ze nechavaji oscilujici ionty prochazet
kvadrupodlem, aby se dostaly k detektoru, zatimco systémy iontové pasti oddéluji a detekuji
hmoty vypous$ténim iontd s nestabilnimi oscilacemi ze systému. [49]

Jak jiz napovida nazev, systémy iontové pasti zachycuji vytvorené ionty predtim, nez
je oddeli hmotnostné. Navic pracuji v pulznim rezimu a pouze omezené¢ mnozstvi iontli mize
byt zachyceno, coz mé za nasledek uz§i dynamicky rozsah nez u kvadrupélovych

analyzatoru. [49]

1.2.3.2.1. 3D lontova past

3D iontova past je zafizeni, které vyuziva trojrozmérné kvadrupdlové pole k zachyceni
a analyze hmotnosti iont. Vynalezl ji Wolfgang Paul a podle n¢j je také znama jako Paulova
past. Tvofti ji kruhové elektroda, ktera je umisténa mezi dvéma hyperbolickymi elektrodami,
které tvoii celu (obr. 22). Ionty jsou kratkym napétovym DC pulzem piivedeny do pasti
vstupnim otvorem koncové elektrody. Na prstencovou elektrodu je poté vlozeno vhodné RF
napéti, koncové elektrody jsou uzemnény, ¢imz se okolo centralni osy zformuji ptislusna
elektricka pole, kterd se méni dynamicky v Case. lonty jsou tak zadrzeny uvniti pasti a

pohybuji se po stabilnich trajektoriich. [50]

prstencova elektroda

A\

vstupni koncova / vystupni koncova

elektroda\ elektroda
fokusované ionty —_— W
etektoru

Obrazek 22 Schéma 3D iontové pasti [51]
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V pasti hraje dilezitou roli hélium, které krom¢ fragmentace iontd slouzi k usmérnéni
iontli do stfedu pasti. Se vzrustajicim RF napétim dochazi k destabilizaci trajektorii ,,leh¢ich®
iontl. Pro excitaci iontt je mezi koncové elektrody aplikovano pomocné stiidavé napéti. [50]

Tento analyzator ma nizkou rozliSovaci schopnost, ale umoziuje tzv. MS"
experimenty. V pasti muzeme zachytit specificky prekurzorovy ion (ostatni jsou z pasti
vypuzeny), ktery miizeme nésledné kolizemi s molekulami kolizniho plynu fragmentovat za
vzniku produktovych iontti (MS?). Nasledné miize byt v pasti izolovan dalsi specificky ion
vznikly z pfedchozi fragmentace a tento cyklus miizeme postupné opakovat (pokud mame
dostateéné mnozstvi piislusnych produktovych iontt) az do vzniku tzv. MS" spektra. Proto je
IT povazovana za hmotnostni spektrometrii specializovanou na objasnéni cesty fragmentace

pro strukturalni stanoveni cilové molekuly. [49]

1.2.3.2.2.  Linearni iontova past

Jedna se v podstaté o kvadrupol, na jehoz koncich jsou dodateéné elektrody. Ionty jsou
zachyceny radidlné¢ dvourozmérnym radiofrekvencnim polem a axidlné zastavovacimi
potencialy aplikovanymi na koncové elektrody (obr. 23). Vyznacuje se vysokou kapacitou
plnéni iontd (az 50x vys$si ve srovnani s 3D iontovou pasti), oproti 3D pasti mé vyssi linedrni
dynamicky rozsah a mize pracovat v médu klasického kvadrupolu. Diky této moZnosti miize
nahrazovat tieti kvadrupdl v QqQ analyzatoru. Toto uspofddani je oznacovano jako QTrap a
kromé& selektivnich skenovacich reZimi umoziuje i MS" experimenty podobné jako

3D past. [52]

stejnosmérné stejnosmérné
napéti (DC) /  napéti (DC)

44

vysokofrekvenéni stridavé napéti (RF)

Obrazek 23 Schéma linearni iontové pasti [51]
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1.2.3.3. Elektrostaticka orbitalni past

Orbitalni past neboli Orbitrap je nejnovejSim analyzatorem hmotnostni spektrometrie a
oproti pfedchozim iontovym pastim s nizkou rozliSovaci schopnosti umoziiuje méfeni
hmotnostnich spekter s vysokym rozliSenim, coZz umoznuje ovéfeni elementarniho slozeni
pozorovanych iontt. [50, 53]

Orbitrap je jednoducha iontova past a neni v ni potfeba aplikovat zddné RF napéti a
magnetické pole. Sklada se z vnéjsi a stiedové vietenové elektrody, na které je vloZzeno napéti
(obr. 24). V orbitalni pasti ionty rotuji Vv orbitalnich pohybech kolem centralni elektrody a
soucasné se pohybuji podél jeji osy. lonty riznych hodnot m/z jsou separovany, protoze
osciluji na riznych frekvencich. Vné&jsi elektroda ma roli pfijimacich desek pro detekci
indukovaného proudu téchto oscilaci. Shromazdéna data v Casové doméné jsou pak
Fourierovou transformaci (FT) transformovana do frekvenéni domény a nésledné prevedena

do hmotnostnich spekter. [50, 53]

Vnéjsi elektroda

Vnitini elektroda

Trajektorie
‘ rotujicich iontu

Obrazek 24 Schéma orbitalni pasti [54]

Hybridni tandemové hmotnostni spektrometry kombinujici linearni iontovou past nebo
kvadrupdl a Orbitrap méni paradigma lipidomické analyzy. Hmotnostni rozliSeni vyssi nez
100 000 spolu s hmotnostni ptfesnosti stanoveni spravné hodnoty m/z <1 ppm se stalo bézné
dosazitelnym v rezimech MS 1 MS/MS. Kombinace Orbitrapu a LIT Vv hybridnich
tandemovém pfistroji umoznila efektivni MS/MS experimenty a zvySsila dynamicky rozsah

iontové detekce na vice nez tisici nasobek. Systémy MS s orbitalni pasti jsou Siroce
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pouzivany v shotgun lipidomice, kterd se provadi pomoci piimé infuze vzorku do iontové

zdroje bez predchozi chromatografické separace. [55]

1.2.3.4. lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

Posledni analyzator na principu iontové pasti je analyzator iontové cyklotronové
rezonance s Fourierovou transformaci, ktery pro separaci iontli vyuziva jejich cyklotronové
frekvence v silném magnetickém poli. Jedna se o nejpokrocilejsi hmotnostni analyzator,
pokud jde o vysokou piesnost méfeni spravné m/z a rozliSovaci schopnost, ktera miize
ptesahovat 10 000 000. lonty jsou zde zachyceny v silném magnetickém poli (B) v cele, ktera
se skladd ze dvou koncovych elektrod a déale dvou protilehlych excitacnich a dvou
protilehlych detek¢nich elektrod (obr. 25). Aplikaci napéti na koncové elektrody jsou ionty
zadrzeny uvnitf cely, na excitacni elektrody je nasledn¢ vlozen Sirokopasmovy RF puls, ¢imz
dojde k rezonan¢ni excitaci iontli na vys$si orbit blize k detekénim elektrodam, které detekuji
indukovany proud specifickych cyklotronovych frekvenci jednotlivych iont. FT se piepoctou

tyto frekvence do stupnice m/z — ziskame hmotnostni spektrum. [35, 50, 56]

koncové elektrody, 1az 5V

.

7

Detekce

Obrazek 25 Schéma FT — ICR cely [57]

1.2.3.5. Analyzator doby letu
Analyzator doby letu je pulsni a neskenovaci hmotnostni analyzéator. Ma jednoduchou
konstrukci, kterd se skladd z urychlovace, oblasti bez pole, (reflektronu) a detektoru uvnitt

vakuové komory zvané letova trubice (obr. 26). [49]
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Tontova akceleracni
elektroda

=—— Detektor iontu

Letova trubice

hmotnost rychlost
iontu iontu
+ +
Reflektron
+ + +
+ + + +

Obrazek 26 Schéma analyzatoru doby letu s reflektronem [49]

TOF oddéluje a detekuje ionty riznych m/z méfenim doby, po kterou ionty putuji
oblasti bez pole. Nejprve jsou ionty vytvofené v ionizaéni jednotce nashromazdény
a zavedeny Vv pulsech do letové trubice. Tyto ionty jsou urychleny pusobenim vysokého
akceleracniho napéti mezi elektrodami. Vzhledem ke konstantnimu akceleraCnimu napéti a
kinetické energii leti uvnitt letové trubice kazdy iont svou jedine¢nou rychlosti, aby dosahl
iontového detektoru. Rychlosti iontd se méni nepiimo s jejich hmotnosti, takze vyssi rychlosti

leti ionty s mensi hodnotou m/z a niz$i rychlosti leti ionty s vy$si hodnotou m/z. [49, 50]

1.2.3.6. Hybridni hmotnostni spektrometry
Hybridni hmotnostni spektrometry jsou pfistroje konstruované ze dvou a vice raznych
typ hmotnostnich analyzatord a vétSinou se pouzivaji za u¢elem MS/MS a MS" experiment.

Mezi hybridni hmotnostni spektrometry patii kombinace sektorového analyzatoru

a kvadrupolu, kombinace LIT a FT analyzatorti (ICR, Orbitrap), IT-TOF a QqTOF. [57]
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1.2.3.6.1. QqTOF

QqTOF je nejbéznéjsi hybridni analyzator. lonty vstupuji do letové trubice v kolmém
sméru (ortogonalni uspofddani) a nasledné jsou napétovym pulsem urychleny smérem
k iontovému zrcadlu (reflektronu) a dale na detektor. V reflektronu dochazi k vyrovnani
kinetickych energii, diky ¢emuz tento analyzator poskytuje vysokou rozliSovaci schopnost a
umoziiuje méfeni piesnych hmotnosti s nizkou chybou urceni spravné hodnoty m/z. Pro
MS/MS experimenty je mozné v kvadrupdlu izolovat prekurzorovy ion, ktery dale
transportujeme do kolizni cely (druhy kvadrupdl nebo hexapdl), kde jsou pomoci kolizniho
plynu a vhodné zvolené¢ho napéti generovany jeho produktové ionty. Schéma QqTOF je

ukazano na obr. 27. [57]

I ] posunovaé detektor
iontovy 7._. o..:: . ® st [ ]
I.I—.I

. > )
zdroj IJ._I °%
MS1 kolizni cela
(kvadrupol) (kvadru- nebo hexapol)
reflektron

Obrazek 27 Schéma hybridniho hmotnostniho spektrometru QqTOF [57]
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1.3. Lipidomika

Lipidomika je rozsahly védecky obor zabyvajici se studiem biochemickych drah lipida
Vv biologickych systémech. Pojem lipidom lze definovat jako kompletni lipidovy profil
Vv burice, tkani, nebo obecné celého organismu ¢i studovaného systému. Rozvoj této pomérné
nové védecké discipliny byl urychlen pievazné diky vyvoji novych analytickych technologii,
z ¢ehoz nejvyznamnéjs$i je pravé hmotnostni spektrometrie. Lipidomika poskytuje
kvalitativni 1 kvantitativni informace o jednotlivych bunécnych lipidech, jejich vzajemnych
interakcich a souvislostech s ostatnimi pfitomnymi slouc¢eninami (proteiny, dal§i malé
molekuly) a v poslednich letech bylo v mnoha pracich dokazano, Ze zmény lipidomu
pfedstavuji  dllezitou roli pro studium stavii riznych onemocnéni, napf. obezita,
arteoskler6za, rakovina, atd. [58-61]

Vzhledem ke slozitosti struktury a rozmanitosti molekul lipidi vSak stale existuje
prostor pro vyvoj a zlepseni lipidomickych pfistupii — od pfipravy vzorku po analyzu MS a

zpracovani dat. [61]

1.3.1. Priprava vzorki

Robustni, reprodukovatelné a rychlé protokoly pfipravy vzorkd pro Sirokou Skalu
lipidovych tfid jsou nezbytné pro komplexni, spolehlivou a kvantitativni analyzu lipida
Vv biologickych vzorcich. Pii odbéru vzorkd, jejich konzervaci a extrakci je tteba dbat zvySené
opatrnosti. Tyto procesy by se mély vzdy opakovat identicky mezi vzorky a studiemi, aby se
ziskala nejvyssi reprodukovatelnost a hodnota udaji. Je tfeba peclivé zvazit vhodny vybér
rozpoustédel, Cinidel, mnozstvi vzorkd a dalSich parametrti. Spravna lipidomickéd analyza
zahrnuje pouziti vnitinich standarda (IS), které se ke vzorku pfidavaji pied extrakci, aby se
usnadnilo sledovani vytézka a absolutni kvantifikace. [26, 60]

Nejlepsi je pouziti Cerstvé odebranych vzorkl, coz je vSak vzhledem k praktickym
okolnostem obvykle velmi obtizné, napt. odbér vzorki krve v nemocnici a provadeni
lipidomickych analyz Vv jiném misté. Proto jsou velmi Casto vzorky po odbéru zmrazeny a
skladovany pted analyzou pfi teploté -80 °C, aby se zabrénilo jejich rozkladu a zastavily se
dalsi biochemické reakce. [60, 62]

Extrakce kapalina — kapalina je nejéastéji vyuzivanou technikou pro separaci lipida
Z homogenizovanych biologickych materialii. K ptfevedeni lipidii ze vzorku do roztoku se
obvykle pouzivaji nepolarni organicka rozpoustédla jako chloroform, methyl-terc-butyl ether

(MTBE) a heptan. Nejc¢astéji pouzivané jsou extrakéni systémy na bazi chloroformu podle
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Folche a Bligh — Dyera. Nedavno byly vyvinuty modifikované protokoly vyuzivajici MTBE a
butanol-methanol (BUME). Dalsim moznym popularnim pfistupem je aplikovat jednoduché
proteinové srazeni, které mtize byt provadéno rtznymi rozpoustédly, napt. BUOH:MeOH,
MeOH, EtOH nebo acetonitril (viz Tabulka 1). [26, 60, 62]

Extrakce tuhou fazi (SPE) je v lipidomice velmi specificka technika piipravy vzorku,
ktera poskytuje vysoce obohacené vzorky s malou kontaminaci. Pouziti SPE pro obecny
screening mnoha lipidovych tfid se spiSe nevyuziva, protoze je ¢asov€é naro¢na. Na druhou
stranu, SPE mitize byt vyuzita k obohaceni urcitych lipidovych tfid, ¢imz se navic snizi
kontaminace. Pti SPE jsou velmi ¢asto vyuzivany C18 kolonky, které pracuji na podobném
principu jako chromatografie s reverznimi fazemi (RP-LC). C18 kolonky Ize naptiklad pouzit
k piecisténi a obohaceni glykosfingolipidii po deproteinizaci. Obecné plati, Ze SPE je spise
pouzivana pro cilenou lipidomiku, ackoli je pfilezitostné pouZivdna 1 pro necilené

ptistupy. [31, 62—64]
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Tabulka 1 Priklady extrakénich protokolt kapalina — kapalina pouzivanych v lipidomice

Extrakéni
metoda

Extrakéni rozpoustédla

Poznamky

Folch
[65]

Bligh — Dyer
[66]

MTBE
[67]

BUME
[68]

Proteinové
srazeni
(MeOH)
[69]

2:1 (v/v) CHCI3:MeOH (I. krok)
H20 nebo roztok soli (I1. krok)
CHCl3s (1. krok)

2:1 (v/v) CHCI3:MeOH (I. krok)
1 ¢ast: CHCIs + 1 ¢ast: H20 (I1. krok)

3.3:1 (v/iv) MTBE:MeOH (I. krok)
H20 (oddéleni fazi) (II. krok)
10:3:2.5 (v/viv) MTBE:MeOH:H>0O
(11. krok)

3:1 (v/v) BUuOH:MeOH (I. krok)
3:1 (v/v) heptan:ethyl acetat +
1% CH3COOH (II. krok)
3:1 (v/v) heptan:ethyl acetat (I11. krok)

napi. MeOH

1.3.2. Metody analyzy vzorki

Necilena lipidomika, Siroka
obnova lipidovych tfid,
organicka faze — dolni

Necilena lipidomika, Siroka
obnova lipidovych tiid,
organicka faze — dolni

Necilena lipidomika, Siroka
obnova lipidovych tfid,
organicka faze — horni

Siroka obnova lipidovych tid,
obnova lipidt z horni faze,
plivodné vénovana extrakci

lipidii ze vzorka tkani

Obnova polarnich lipidovych
tfid, napt. lysofosfolipidi,
fosfolipidii; preferovany typ
materidlu: lidska plazma nebo
sérum

Lipidy lze analyzovat tfadou metod =zalozenych na MS. Tii hlavni pfistupy

Vv lipidomickém vyzkumu jsou MS analyza s pfimou infuzi (zndma také jako shotgun

lipidomika), chromatograficka separace spojena S MS (typicky kapalinova chromatografie

(LC-MS)) a metody MS s desorpéni

ionizaci

(Casto pouzivané pro hmotnostné

spektrometrické zobrazovani, MSI). Tyto piistupy pfinaseji rizna data z hlediska specifi¢nosti

a citlivosti a v ramci kazdého piistupu dochazi k podstatnym rozdiliim v metodach a softwaru

z divodu vlastnosti hmotnostnich spektrometrti a typu chromatografie. [60, 70]
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1.3.2.1. Separa¢ni techniky v lipidomice

V minulosti se pro analyzu lipidi ¢asto pouzivala tenkovrstva chromatografie, ale dnes
se pouziva piedevsim pro preparativni izolaci vybranych lipidl nebo lipidovych tfid. Plynova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii je osvédCend technika analyzy
methylestert mastnych kyselin po transesterifikaci vsech lipidi, kterd poskytuje informace
0 slozeni FA, ale informace o intaktnich lipidech se ztraci. Ultravysokoucinna kapalinova
chromatografie (UHPLC) je jednozna¢né nejosvédCenéjsi a nejpouzivanéjsi technika
pouzivand pro separaci lipidi a spolecné¢ se shotgun MS patii spojeni kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie mezi klicové analytické pfistupy v lipidomické
analyze. [26, 60]

V  moderni lipidomice se vyuzivd nékolika typickych reziml kapalinové
chromatografie, které mohou byt pfizptisobeny témét vSem potfebnym pozadavkim vcéetné
separace ruznych typt lipidovych isobard a izomerti. Dodate¢né informace o retenénim Case
vV riznych reZzimech LC-MS zvySuje spolehlivost a divéryhodnost identifikace, c¢ehoZ se
vyuziva pro detekci a identifikaci novych lipidt. [60, 61]

Nejrozsitengjsim a nejbéznéjsim chromatografickym rezimem v lipidomice je
kapalinova chromatografie pracujici v reverznich fazich vyznacujici se univerzalni
pouzitelnosti, vysokou selektivitou a Sirokou skalou komer¢né dostupnych kolon od mnoha
vyrobcil s riznymi délkami kovalentné véazanych alkylovych fetézci (od C4 do C30,
methanolu nebo isopropanolu) béhem gradientu zvySuje, zatimco obsah vody nebo vodnych
pufrt klesa. Retenni mechanismus je zalozen na interakci hydrofobnich tukovych acylovych
fetézcl se stacionarni fazi, kterd miZe byt ovlivnéna slozenim mobilni faze. Polarni analyty
jsou dobfe rozpustné v polarni mobilni fazi, a proto méné reaguji s hydrofobni stacionarni
fazi. Oproti tomu nepoldrni lipidy preferuji interakci s nepolarni stacionarni fazi a pro
usnadnéni jejich eluce je nutné zvysit elucni silu mobilni faze a navysit tak podil organické
slozky vhodnym gradientem. Ackoliv RP-LC umoZznuje v porovnani s ostatnimi technikami
identifikaci mnohem vétSiho poctu lipidd, tak tento piistup vyzaduje mnohem vétsi usili pfi
kvantitativnich méfenich, protoze pro tak velké mnozstvi sloucenin prakticky nelze
dosahnout, aby vnitini standardy koeluovaly s jednotlivymi analyty. Matri¢ni efekt, ktery se
mize mezi riznymi vzorky lisit, tak nemusi byt plné kompenzovan. [60, 62, 71]

Hydrofilni kapalinova chromatografie (HILIC) separuje lipidy pfedevSim na zakladé¢
polarnich funk¢nich skupin, takze IS koeluuji s lipidy dané tfidy v ramci jednoho piku velmi
blizko sebe. Pro kompenzaci matricniho efektu tedy staci ptidat pouze jeden nebo dva IS,
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¢imz se vyrazné snizi finan¢ni nédklady na analyzu, ale na druhou stranu nejde pomoci této
metody rozliSit izomery, takze pocet kvantifikovanych lipidii je v porovnani s RP-LC vyrazné
nizsi. [60, 62, 71]

Kapalinova chromatografie pracujici v systtmu s normalnimi fazemi (NP-LC) se
vyuziva prevazné pro analyzu nepolarnich lipidd podle jejich polarity a nejcastéji vyuziva
polarni stacionarni faze na bazi silikagelu. [60, 62]

NejnovéjSim  pristupem pro separaci lipidi je pouziti superkritické fluidni
chromatografie (SFC), ktera odd¢luje lipidy podle polarity podobné jako u HILIC, ale navic
umoznuje odde€leni nepolarnich a polarnich lipida v jedné analyze béhem kratsi doby analyzy
s vy$§im chromatografickym rozlisenim. [72, 73]

Dalsi chromatografické mody, napi. chirdlni separace, argentani chromatografie jsou

pouzivany spiSe pro specialni aplikace jako je pravé separace riznych typt izomert. [74—76]

1.3.2.2. Desorp¢éni ioniza¢ni techniky a hmotnostné spektrometrické
zobrazovani
Pro charakterizaci lipidii bylo vyvinuto a pouZito mnoho desorp¢nich ionizac¢nich
technik pracujicich bud’ za atmosférického tlaku, nebo ve vakuu. Nejbéznéjsi ionizacni
technikou v této skupiné je MALDI nasledovana desorpéni ionizaci elektrosprejem. Lipidy

wevr

pouzivana pro charakterizaci tkané€ v jedné nebo dvou dimenzich (MSI). [26]

1.3.2.3. Shotgun lipidomika

Shotgun lipidomika je pro analyzu lipidi spolehliva metoda, pti které lipidy nejsou
oddélovany chromatografii a do hmotnostniho spektrometru se zavadéji pomoci pifimé infuze
vzorku. Nepfetrzité vstiikovand smés lipidového extraktu je elektrosprejem ionizovana ptimo
V hmotnostnim spektrometru. Tato technika je rychla, vysoce citliva a dokaze identifikovat
stovky lipida. [61, 77, 78]

Shotgun lipidomika s ptimou infuzi pomoci injekéni pumpy se obvykle provadi
jednim skenem lipidi pomoci ESI-MS. Tento pfistup je z provozniho hlediska nejjednodussi,
ale neni vhodny pro vysoce propustné analyzy, protoze nejde automatizovat (pro zavedeni
kazdého vzorku musi byt pfitomna obsluha). Vyzkum se proto zaméfil na vyvoj automatizace
zavadéni vzorkl. Slibnou a rozSifujici se strategii pro automatizaci je implementace

robotického zatfizeni NanoMate, které zavadi vzorky do Cipu obsahujiciho nanoESI trysky.
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Alternativné lze vyuzit zavedeni vzorku z LC autosampleru pomoci pritokové injekéni
analyzy (FIA), kde je nejprve vyuzito vysSich pritokd pro zavedeni vzorku do iontového
zdroje a nasledné je pti ziskdvani dat pritok redukovan, aby se udrzel konstantni celkovy
iontovy proud (TIC) po celou dobu lipidomické analyzy. [79, 80]

Shotgun lipidomika lze vyuzit k analyze lipidomG dvéma hlavnimi zpisoby. Prvni
koncept se nazyva top-down a zamétuje se na kvantifikaci neporusenych lipida. Je zalozen na
pfesném stanoveni hmotnosti v zdkladnim skenu zméfeném pomoci analyzatort s velmi
vysokou rozliSovaci schopnosti a umoziuje tak urcit elementarni sloZzeni pozorovanych ionti.
Alternativné je vyuzivan druhy zpusob, ktery se nazyva bottom-up. Pristup bottom-up
identifikuje lipidy na zéklad¢ charakteristickych iontli nebo neutrdlnich ztrat, které jsou
odvozeny od specifickych fragmentd pro lipidové tfidy, napf. funkénich skupin nebo

mastnych kyselin v MS?. Srovnani obou zpisobi je uk4zano na obr. 28. [77]

Top-down lipidomika Bottom-up lipidomika
* Pouze pristroje s vysokym rozliSenim * Pristroje s nizkym nebo vysokym rozlisenim
« Identifikace a kvantifikace na zakladé MS' spektra « Identifikace a kvantifikace na zakladé MS? spektra
- PIS, PI, NL, SRM a dalsi
PGas’
MS «  MS/MS
profilové spektrum m/z 700-950 - sken ionti prekurzoru (PIS): 184.1
i stanoveni PC, PC-P/PC-O a SM
100 ~ e se PEN

Intensity, cps

e 350 7856
- — . e
bo” " Tla2 n s 78

30 4 PCOMUL pcaa2 TAG 481

201 7425741 754 6691 PE 384 8227542

i l 5536 J‘ 6006 (SM 30:1
10 6475
0 Rk M.]lLL_Tu.,m,.,,,g. - Aﬁt. h“ SV G 0

Yot -
700 720 740 760 780 800 B0 B40 860 880 900 920 940 b L

Identifikace: Identifikace:

m/z 788.6161 — PC 36:1, 788.6169 Registrace prekurzort, které produkuji m/z 184.1
ionty v dusledku fragmentace, pouze LPC, PC a SM

Obrazek 28 Srovnani top-down a bottom-up lipidomickych pfistupt

Prikopnické shotgun metody byly zalozeny na MS/MS s nizkym rozliSenim, pro tyto
metody jsou typické trojité kvadrupolové pristroje. [60]
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Globalni lipidomickd analyza ma za nasledek existenci Siroko rozséhlych databazi
lipidt, které vyzaduji specidlni softwarové nastroje podporujici identifikaci a kvantifikaci
lipida a jejich vizualizaci z naméfenych dat. Pro identifikaci lipidi pomoci shotgun
lipidomiky bylo vyvinuto mnoho softwarovych nastroji, napiiklad LipidXplorer, ALEX
(Analysis of Lipid Experiments/Analyza lipidovych experimenttt), LipidQuant, LipidView a
dalsi. VétSina téchto softwari disponuje automatickou izotopickou korekei, ktera je
provedena v ramci vSech kvantifikovanych lipidi. Jde o to, Ze v pfipadé zdznamu lipidi
v ramci jednoho spektra dochazi k piekryvu hlavniho izotopického piku jednoho lipidu s M+2
izotopem jiné¢ho lipidu, ktery ma o jednu dvojnou vazbu méné. Kromé toho muze dojit
I k ptekryvu lipidl vyuzivajicich stejny typ skenu. Jako ptiklad 1ze uvést fosfatidylcholin (PC)
a SM, které obsahuji cholinovou funkéni skupinu a jsou hlavnimi slozkami eukaryotickych
lipidi. Ob¢ kategorie lipid Ize monitorovat pomoci pozitivniho iontového rezimu
elektrosprejové tandemové MS za pouziti skenu iontt prekurzoru m/z 184. Prestoze se PC
objevuji v sudych m/z a SM v lichych m/z, mize dochazet k vyznamnému piekryvani jejich
izotopl. Za Ucelem odstranéni téchto zkresleni v disledku piekryvl izotopu byl vytvotren

izotopovy korek¢ni algoritmus. Piiklad izotopické korekce je ukazan na obr. 29. [81-86]
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Obrazek 29 Izotopicka korekce [87]

Podle publikovanych ¢lankti je shotgun lipidomika vhodna pro rychlé a ucinné
stanoveni a kvantifikaci fosfolipidd, sfingolipidi a neutrdlnich lipidd v rGznych
koncentracich. Navic se jiz vyuZziva v klinickém vyzkumu. Hlavni nevyhoda tohoto pfistupu
souvisi s obtizemi pfi udrzovani konstantni koncentrace lipidd v pribehu sbéru dat, protoze se
vzorky fedi Cistou mobilni fazi. Pozornost by méla byt vénovéana také optimalizaci a uprave

metodiky, aby se zabranilo kontaminaci systému pii méfeni klinickych vzorku. [80, 88-90]
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1.4. Validace analytickych metod v hmotnostni spektrometrii

Validace je ovéfeni, ze je dana metoda vhodna k danému ucelu a poskytuje vysledky
s definovanou jistotou. Pokyny pro validaci bioanalytickych metod jsou vypracovany riznymi
organizacemi jako napf. Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) a Evropskou agenturou
pro l1écivé pripravky (EMA) a je tieba, aby byly dodrzovany. Pii validaci se obvykle stanovuji
parametry, kterymi jsou kalibracni kfivka, linearita, limit detekce, limit kvantifikace,
spravnost, presnost, extrakéni vytéznost, matricové efekty, selektivita, pamétovy efekt a dalsi.
Hlavnim cilem validace metody je prokdzat spolehlivost konkrétni metody pro stanoveni
koncentrace analytu ve specifické biologické matrici, jako je krev, sérum, plazma, mo¢ nebo
sliny. Kompletni validace metody by méla byt provedena pro kazdou analytickou metodu, at’

uz novou nebo zalozenou na literatufe. [85, 91-94]

1.4.1. Kalibrac¢ni krivka

Kalibra¢ni kiivka ukazuje vztah mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu.
Linearita je nejcastéji hodnocena korelacnim koeficientem (R) = = 1. Kalibra¢ni standardy se
znamym mnozstvim analytu se vztahuji na rozsah kalibrace, zahrnuji kalibra¢ni kiivku a mély
by byt pfipraveny ve stejné biologické matrici jako vzorky ze studie. V idealnim ptipadé by
pfed provedenim validace analytické metody mélo byt znamo, jaky rozsah koncentraci je
coz je horni mez kvantifikace. M¢lo by byt pouzito minimalné Sest trovni kalibracnich
koncentraci. Pro kazdy zkoumany standard béhem validace metody by méla existovat jedna
kalibracni kiivka. Zpétné vypocitané koncentrace kalibra¢nich standardi by se mély
pohybovat v rozmezi = 15 % relativni smérodatné odchylky (RSD), s vyjimkou LLOQ, pro
ktery by to mélo byt v rozmezi + 20 %. [91, 93, 94]

Mez detekce (LOD) je nejnizsi detekovatelné mnozZstvi ve vzorku, odpovida
koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odlisSny od Sumu. Mez
stanovitelnosti (LOQ) je nejniz§i stanovitelné mnozstvi ve vzorku, je stanovitelné

s dostatecnou piesnosti a spravnosti. [91]
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1.4.2. Spravnost

Spravnost analytické metody popisuje tésnost shody mezi vysledkem méfeni a ptijatou
referen¢ni hodnotou (vyjadieno v procentech), pti¢emz tedy 100 % znamena tiplnou shodu.
Spravnost by méla byt posuzovana na smésnych vzorcich obohacenych znamym mnozstvim
standardu. Spravnost by meéla byt stanovena analyzou na minimaln¢ 3 koncentracnich
hladinach (nizka, stiedni, vysoka hladina = LL, ML, HL), které pokryvaji rozsah kalibra¢nich
kiivek, a pro kazdou hladinu by mélo byt nejméné 5 vzorkl. Validace spravnosti je
hodnocena béhem jednoho dne a mezi jednotlivymi dny (miniméalné¢ 2 dny). Primérna
koncentrace by méla byt v rozmezi 15 % nomindlnich hodnot, s vyjimkou LLOQ, ktery by

mél byt v rozmezi 20 % nominalni hodnoty. [91, 93]

1.4.3. Pfesnost

Ptesnost analytické metody popisuje blizkost jednotlivych opakovanych méfeni a je
vyjadfovana jako variacni koeficient, coz je v podstaté¢ RSD. Piesnost by méla byt prokazana
u smésnych vzorku S nizkou, stiedni a vysokou koncentra¢ni hladinou IS v ramci jednoho dne
a mezi riznymi dny. Pro kazdou koncentracni hladinu by mélo byt miniméln¢ 5 vzorkda.

Piesnost (% RSD) koncentraci stanovenych na kazdé urovni by neméla piekroCit 15 %,

s vyjimkou LLOQ, kde by nem¢la piekrocit 20 %. [91, 93]

1.4.4. Extrak¢ni vytéZnost

Extrakéni vytéZnost by méla byt optimalizovana, aby bylo zjisténo, Ze je extrakce
ucinna a reprodukovatelna. VytéZnost nemusi byt 100 %, ale rozsah vytéZznosti analytu a IS
by mél byt neménny a reprodukovatelny. Vytéznost extrakce je stanovovana pOrovnanim
intenzity signalu smésnych vzorki s IS pted extrakci a s IS po extrakci na 3 koncentra¢nich
hladinach (LL, ML, HL). [85, 92]

1.4.5. Matri¢ni efekt

Matri¢ni efekt je definovén jako zména odezvy analytu v disledku rusivych a casto
neidentifikovanych slozek v matrici vzorku a mél by byt zkouman minimalné na
2 koncentra¢nich hladinach. Béhem validace je nutné vyhodnotit tzv. matri¢ni faktor pro
alespont 6 riznych nezéavislych vzorka (nesmi byt pouZivan smésny vzorek), ktery je urcen
pomérem odezev IS ptidanych do jednotlivych vzorkii obsahujicich studovanou matrici

k odezvam IS v rozpoustédle bez matrice. Nasledné je vypocitan matri¢ni efekt, ktery je
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vyjadien standardni relativni odchylkou mezi matri¢nimi faktory vypocitanymi pro jednotlivé

zkoumané vzorky. RSD by méla byt + 15 %. [85, 93, 94]

1.4.6. Selektivita

Vyvinutd analytickd metoda by méla byt schopna odlisit sledované analyty a IS od
endogennich slozek v matrici nebo jinych slozek ve vzorku. Smés IS musi byt testovana
Z hlediska jeji vhodnosti k vylouceni jakychkoliv matricovych nebo systémovych interferenci,
které by mohly vést ke kvantifikacnim chybam. Selektivita by méla byt prokdzana pomoci
nejmén¢ 6 individudlnich vzorkd a je pocitana na zékladé poméru odezvy slepych
matricovych vzorkll (vzorky bez IS) a odezvy vzorkl obohacenych IS na nizké hlading
koncentrace po extrakci. Nepfitomnost rusivych slozek je obvykle akceptovana, pokud je
odezva mensi nez 20 % LLOQ pro analyt a 5 % pro vnitini standard. [85, 93]

1.4.7. Pamétovy efekt

Pamétovy efekt je zména koncentrace zpisobend zbytkovym analytem z pfedchoziho
vzorku, ktery zlUstdva v analytickém pfistroji. Pamétovy efekt by mél byt feSen a
minimalizovan béhem vyvoje metody. Béhem validace by se pamétovy efekt mél posuzovat
vstiikovanim slepych vzorkt (vzorky bez matrice a IS). Ve slepych vzorcich by nemél byt

pamétovy efekt vétsi nez 20 % LLOQ pro analyt a 5 % pro vnitini standard. [93, 94]

1.4.8. Dalsi parametry validace

Mezi dalsi parametry validace patii opakovatelnost, robustnost, integrita fedéni nebo
stabilita. Opakovatelnost metody se stanovuje na vice koncentra¢nich hladinach pomoci RSD.
Robustnost metody je jeji schopnost nebyt ovlivnéna malymi zménami v podminkéch analyzy
a je vyjadfena pomoci RSD. Integrita fedéni je posouzeni postupu fedéni vzorku, fedéni by
nemélo ovlivnit pfesnost a spravnost. Mélo by byt provedeno i hodnoceni stability, aby se
zjistilo, Ze kazdy krok u¢inény béhem pfipravy, zpracovani a analyzy vzorkd, jakoZ i pouZité

podminky skladovani nemaji vliv na koncentraci analytu. [91, 94]
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Seznam pouzitych chemikalii a standardi
1-Butanol (BuOH) — HPLC ¢istota, > 99,7 %, Honeywell (Seelze, Némecko)
Deionizovana voda
Ethyl-acetat (EtOAc) — LC-MS ¢istota, Honeywell (Seelze, Némecko)
Hexan (Hex) — LC-MS ¢istota, Fluka (Buchs, Svycarsko)
Chloroform (CHCI3) — LC ¢istota, Merck (Darmstadt, Némecko)
Methanol (MeOH) — LC-MS ¢istota, > 99.9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)
Methyl-tert-butyl ether (MTBE) — LC ¢istota, Merck (Darmstadt, Némecko)
Octan amonny — > 99.9 % stopovych kovti, Honeywell (Seelze, Némecko)
Uhli¢itan amonny — > 30.0 % NHs, Honeywell (Seelze, Némecko)
2-Propanol (IPA) — LC-MS ¢istota, > 99.9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)
Smés vnitinich standardi (IS mix) — Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA), Nu-Chek
(Elysian, MN, USA) nebo Merck (Darmstadt, Némecko)

2.2. Pristroje a zatizeni
Analyticka védha ABT 120-5DM — Kern & Sohn GmbH (Balingen, Némecko)
Davkova¢ Multipette M4 — Eppendorf (Hamburg, Némecko)
Hmotnostni spektrometr QTRAP 6500 — Sciex (Concord, Ontario, Kanada)
Hmotnostni spektrometr XEVO TQD s trojitym kvadrupolem — Waters (Milford, MA, USA)
Kapalinovy chromatograf s kapilarni pumpou 1260 Infinity Series, binarni pumpou 1290
Infinity Series a autosamplerem 1260 Infinity Series — Agilent Technologies
(Waldbronn, Némecko)
Koncentrator vzorku NDK200-2N — MIULAB (Hangzhou, Zhejiang, Cina)
Mechanické pipety s nastavitelnym objemem — Sartorius (Goettingen, Némecko)
Laminarni box MSC-Advantage II. tfidy — Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Minitfepacka IKA MS1 — IKA (Staufen, Némecko)
Odstredivka Hettich EBA 20 — Hettich (Tuttlingen, Némecko)
Pasteurovy pipety sklenéné — Thermo Fisher Scientific (Bremen, Némecko)
Referencni systém cisténi vody Milli-Q — Millipore (Molsheim, Francie)
Ultrazvukova lazen FB Fisherbrand 15061H — Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
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2.3. Anotace a nomenklatura lipidi

Anotace a nomenklatura lipidG byla fizena aktualizovanymi pokyny stanovenymi
Mezinarodnim vyborem pro klasifikaci a nomenklaturu lipidd. Pro ceramidy Cer, pro
hexosylceramidy HexCer, pro dihexosylceramidy Hex2Cer, pro glukosylceramidy GlcCer,
pro laktosylceramidy LacCer a pro sfingomyeliny SM. Jednotlivé lipidy byly anotovany na
predstavuje celkové slozeni lipidu, tj. soucet atomi uhlikli, dvojnych vazeb a pocet dalSich
atomu kysliku (CN:DB), napf. SM 36:2;02. Druhou byla uroven rozpoznani mastného
alkylu/acylu, ktera je postavena na identifikaci fragmenti v MS nebo MS/MS spektru, a kde
lomitkem je charakterizovana znama sn-pozice, napt. Cer 18:1;02/16:0. Nomenklatura
sfingolipidt je zalozena na ptitomnosti sfingosinu v molekule, ¢islo za zkratkou t¥idy udava

pocet uhlikd a dvojné vazby sfingosinu nasledované poc¢tem kyslikii a N-vazanym mastnym

acylem (napt. HexCer 18:1;02/22:0). [95, 96]

2.4. Priprava smési vnitinich standardu
IS mix (Tabulka 2) pro kvantifikovanou tiidu sfingolipidi byl pfipraven smichanim
vybranych IS ve vhodnych koncentracich. Zasobni roztoky od standardii byly pfipraveny ve
smési chloroform/methanol (1:1, v/v). Ptidany objem pro vzorky plazmy byl ve vétSiné
ptipadi 20 pl kromé experimenti tykajicich se validace, kde byla pouzita i jind mnozstvi.
Koncentrace vztazend na ml smési IS je oznacena jako cis-mix. Smés standard byla pied
extrakcemi ptidavana k 25 pl plazmy, proto je zde uvedena i koncentrace vztazena na ml

plazmy (Cplazma).
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Tabulka 2 Hmotnostni a molarni koncentrace wvnitfnich standardd vdetné koncentrace

jednotlivych zasobnich roztoki a ptislusnych objemil pipetovanych do findlni smési

wentl Y g il moimy MW
Cer 30:1;02 2,00 4,00 1,60 1,28 2,66 481,45
Cer 35:1;02 2,00 4,00 1,60 1,28 232 551,53
LacCer 30:1;02 2,00 3,00 1,20 0,96 1,19 805,56
GlcCer 30:1;02 2,00 1,30 052 042 0,65 643,50
SM 30:1;02 2,00 7000 2800 22,40 34,65 646,51
SM 36:2;02 d9 1,00 160,00 3200 2560 3471 737,64
Rozpoustédlo CHﬂ3’(VM/\‘f)OH 4757,70
Vcelkovy 5000,00

2.5. Biologické vzorky

Plazma dobrovolnikd byla ziskdna na Onkologické klinice Lékarské fakulty,
Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc (Ceska republika). Dobrovolnici byli
nala¢no a dostali doporuceni, aby se vecéer pied odbérem vyhnuli té¢Zkym jidlim a konzumaci
alkoholu. VSichni dérci podepsali informovany souhlas se zatazenim do této studie.

Lidské krev byla odebrdna do zkumavek urcenych pro odbér krve a zkumavky
byly uchovany 30 minut pfi pokojové teploté. Poté byly vzorky krve odstiedény pfi
2500 otackach/min pti 20 °C po dobu 10 minut a byla ziskana plazma. 2 ml supernatantu byly
pfeneseny do Eppendorfovych zkumavek, které byly nasledné skladovany pfi teploté — 80 °C

az do dal$iho zpracovani pro lipidomickou analyzu.
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2.6. Kontrola kvality
Pro kontrolu kvality (QC) byl pfipraven smésny vzorek, ktery obsahoval stejny podil

plazmy 25 zdravych muzii a 25 muzi s kolorektdlnim karcinomem. Jako standardni
referen¢ni material byl pouzit NIST SRM 1950 (metabolity ve zmrazené lidské plazm¢)
(NIST plazma).

2.7. Priprava vzorku

2.7.1. Extrakce podle Folche

Plazma byla extrahovana podle modifikovaného Folchova postupu. Do 4 ml
sklenénych vialek bylo pipetovano 20 pl IS mixu (pro experimenty tykajici se validace byla
pfidana i jind mnozstvi), 25 ul plazmy, 2 ml chloroformu a 1 ml methanolu a vznikld smés
byla homogenizovéna v ultrazvukové 1azni po dobu 15 minut pti 40 °C. Kdyz vzorky doséhly
okolni teploty, bylo pfidano 600 pl 250 mM uhli¢itanu amonného ve vodé (500 ml vody +
12.01125 g uhli¢itanu amonného), vzorky byly 15 minut homogenizovany v ultrazvukové
lazni pti 40 °C, 5 minut odstted’ovany pifi 3000 otackach/min a poté byla organickd vrstva
(spodni vrstva) pfevedena pomoci Pasteurovych pipet do 8 ml sklenénych vialek. Extrakce
byla opakovana pfidanim 2 ml chloroformu do vodné faze pavodnich 4 ml vialek.
Nasledovala 15minutova homogenizace vzorkil v ultrazvukové lazni pii 40 °C, odstfed’ovani
po dobu 5 minut pti 3000 otackach/min a nakonec byla spodni organicka vrstva odpipetovana
a zkombinovana s vrstvou prvni. Organicka faze byla odpafovana pod proudem N2 do sucha a
po odpafeni byly extrakty skladovany pii teplot¢ — 80 °C. V den méteni byly vzorky
samovolné rozmraZeny na okolni teplotu. Extrakéni zbytky byly rozpustény v 500 pl smési
CHCI3:MeOH (1:1, v/v), po dobu 10 s promichany na minitfepacce a pievedeny do HPLC
vialek. Vzorky byly pro analyzu 15x zfedény pomoci rozpoustédla vzorku, kterym byla smés

CHCI3:MeOH:IPA (1:2:4, vivlv) s 5 mM octanem amonnym. [65, 85]

2.7.2. MTBE extrakce

Do 4 ml sklenénych vialek bylo pipetovano 20 pl IS mixu, 25 pl plazmy, 2,4 ml
MTBE a 720 pl methanolu a vznikla smés byla promichdvana na minitfepacce po dobu
5 minut. Poté byla smés homogenizovana v ultrazvukové 1azni po dobu 15 minut pti 40 °C.
KdyZz vzorky dosahly okolni teploty, bylo pfidino 600 ul vody. Nasledn¢ byly vzorky

promichévany na minitfepacce po dobu 3 minut, 5 minut odstted’ovany pti 3000 otackach/min
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a poté byla organicka vrstva (horni vrstva) pfevedena pomoci Pasteurovych pipet do 8 ml
sklenénych vialek. Extrakce byla opakovana ptidanim 1,3 ml MTBE, 390 ul methanolu a
310 ul vody do vodné faze puvodnich 4 ml vialek. Nasledovalo 5minutové promichavani
vzorkll na minitiepacce, 15minutova homogenizace vzorka v ultrazvukové lazni pii 40 °C,
odstied’ovani po dobu 5 minut pti 3000 otackach/min a nakonec byla horni organicka vrstva
odpipetovana a zkombinovana s vrstvou prvni. Organickd faze byla odpafovdna pod
proudem N2 do sucha a po odpafeni byly extrakty skladovany pfi teplot¢ — 80 °C. V den
méieni byly vzorky samovolné rozmrazeny na okolni teplotu. Extrakéni zbytky byly
rozpustény v 500 pl smési CHCl3:MeOH (1:1, v/v), po dobu 10 s promichany na minitiepacce
a prevedeny do HPLC vialek. Vzorky byly pro analyzu 15x zfedény pomoci rozpoustédla
vzorku, kterym byla smés CHCl3:MeOH:IPA (1:2:4, v/v/v) s 5 mM octanem amonnym. [67]

2.7.3. Proteinové srazeni s BUOH/MeOH

Do 4 ml sklenénych vialek bylo pipetovano 20 pl IS mixu, 25 ul plazmy a 250 pl
BuOH:MeOH (1:1, v/v). Vznikla smés byla 1 minutu promichavana na minitfepacce.
Nasledovala 15minutova homogenizace vzorkl v ultrazvukové 1azni pii 40 °C a odstied’ovani
po dobu 10 minut pfi 3000 ota¢kach/min. Nakonec byly vzorky filtrovany pies 0,2 um filtr a
prevedeny do HPLC vialek. Extrakty byly skladovany pfi teploté — 80 °C. V den méfeni byly
vzorky samovolné rozmraZeny na okolni teplotu a byly pro analyzu 15x zfedény pomoci
rozpoustédla vzorku, kterym byla smés CHCIls:MeOH:IPA (1:2:4, v/viv) s 5 mM octanem
amonnym. [97, 98]

2.7.4. Extrakce s EtOAC

Do 4 ml sklenénych vialek bylo pipetovano 20 ul IS mixu, 10 pl plazmy a 570 pl
EtOAC:IIPA (1:4, vlv). Vznikla smés byla 3 minuty promichavana na minitfepacce.
Nésledovala 10minutova homogenizace vzorkl v ultrazvukové 1azni pii 40 °C a odstfed’ovani
po dobu 10 minut pii 3000 otackach/min. Nakonec byly vzorky filtrovany pies 0,2 um filtr a
prevedeny do HPLC vialek. Extrakty byly skladovany pii teploté — 80 °C. V den méfeni byly
vzorky samovoln€ rozmraZeny na okolni teplotu a byly pro analyzu 15x zfedény pomoci
rozpoustédla vzorku, kterym byla smés CHClz:MeOH:IPA (1:2:4, viviv) s 5 mM octanem

amonnym. [99]
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2.8. HPLC podminky

Kapalinovy chromatograf Agilent s kapilarni pumpou 1260, bindrni pumpou 1290 a
autosamplerem 1260 byl pouzit pro experimenty ptimé injekéni analyzy. Pro kapilarni pumpu
byl nastaven konstantni priatok 3,5 pl/min po dobu 7,5 min a pouzitd mobilni faze byla smés
CHCI3:MeOH:IPA (1:2:4, viviv). U binarni pumpy S mobilni fazi CHClz:MeOH:IPA
(1:2:4, viviv) s 0,5 % vody byl proveden nasledujici gradient pratoku: 0-0,45 min 50 ul/min;
0,45-0,47 min ptechod z 50 ul/min na 5 pl/min, 0,47-6,70 min 5 ul/min; 6,70-6,80 min
ptechod z 5 pl/min na 200 pl/min; a 6,80-7,50 min 200 pl/min. Kapilarni pumpa byla
vyuzivéana pro stabilni TIC a binarni pumpa pro zavedeni vzorku do MS a ¢isténi systému.
Davkovany objem byl 50 pl. Teplota autosampleru byla nastavena na 4 °C. Po kazdém
nastiiku byla injekéni jehla promyta pomoci injekéniho programu smési MeOH:H2O
(1:1, viv), Hex:IPA:CHCIs (7:1,5:1,5; viviv) a CHCI3:MeOH (1:1, v/v) a pravidelné po péti
nastficich byla pouzita promyvaci metoda celého systému, kterd trvala 4,5 min, po celou dobu
byl pro binarni pumpu nastaven vysoky pratok 200 pl/min, kapildrni pumpa méla konstantni
pratok 3,5 pl/min a pomoci injekéniho programu byla postupné jehla promyta smési
MeOH:H:0 (1:1, v/v), Hex:IPA:CHCl3 (7:1,5:1,5; v/v/v) a CHCI3:MeOH (1:1, v/v) a nakonec
bylo do systému nastiiknuto 80 pl slepého vzorku. [86, 88]

2.9. MS podminky — XEVO TQD
Hmotnostni spektrometr XEVO TQD s trojitym kvadrupolem byl vybaven

elektrosprejovym iontovym zdrojem a nastaven na méteni kladné€ nabitych iontl. Pro vlastni
méfeni byly nastaveny nasledujici podminky: napéti na kapilatre 3,75 kV, napéti na kuzelové
elektrodé 30 V, desolvatacni teplota 200 °C, pritok desolvata¢niho plynu 300 I/hod, prutok
plynu na kuzelové elektrodé 20 I/hod, a kolizni energie 40 V. Hmotnostni spektrum bylo
ziskdno kombinaci skenu iontt prekurzoru (PIS) m/z 264,3 v pozitivnim iontovém rezimu
specifickém pro Cer Vrozmezi m/z 450-660 pii skenovaci rychlosti 1000 Da/s pomoci
kontinualniho rezimu a PIS m/z 184,1 v pozitivnim iontovém rezimu specifickém pro lipidy
obsahujici fosfocholin (SM, PC, LPC) vrozmezi m/z 640-850 pii skenovaci rychlosti

100 Da/s pomoci kontinudlniho rezimu.

2.10. MS podminky — QTRAP 6500

Hybridni hmotnostni spektrometr QTRAP 6500 s elektrosprejovou ionizaci byl pouzit

s nasledujicimi podminkami: snimani kladné nabitych iontd, tlak suSiciho plynu 20 psi, napé&ti
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Vv iontovém zdroji 5500 V, teplota zdroje 50 °C, tlak plynu 1 v iontovém zdroji 35 psi, tlak
plynu 2 v iontovém zdroji 20 psi, deklasteracni potencial 100 V pro Cer, HexCer, Hex2Cer
a 80 V pro SM, pocatecni potencial 10 V, kolizni energie 40 V pro Cer, HexCer, Hex2Cer a
30V pro SM, a kolizni vystupni potencial 15 V. Hmotnostni spektrum bylo ziskéno
kombinaci PIS m/z 264,3 v pozitivnim iontovém rezimu specifickém pro Cer, HexCer a
Hex2Cer v rozmezi m/z 450-980 pii skenovaci rychlosti 200 Da/s pomoci MCA rezimu
(Multi Channel Analysis — skeny jsou postupné sé¢itany a vysledkem je suma vSech skent)
a PIS m/z 184,1 v pozitivnim iontovém rezimu specifickém pro lipidy obsahujici fosfocholin
(SM, PC, LPC) vrozmezi m/z 640-850 pii skenovaci rychlosti 200 Da/s pomoci MCA

rezimu.

2.11. Zpracovani namérenych dat

Data ze shotgun experimenti na XEVO TQD byla ziskana a pifedbézné zpracovana
pomoci softwaru MassLynx (Waters). Data ziskana z mé&feni na QTRAP 6500 byla nejprve
zpracovana pomoci softwaru Analyst (Sciex), dale byla data extrahovana pomoci softwaru
LipidView (Sciex) a exportovana do .txt souboru. Vysledna binarni data obsahujici m/z vs.
intenzita pro kazdy vzorek byla nakopirovana do macro skriptu v Excelu (LipidQuant) pro
automatizované zpracovani dat. V tomto macro skriptu byly jednotlivé m/z s konkrétni
hodnotou intenzity parovany s teoretickymi hodnotami m/z (databaze vsSech teoreticky
moznych lipid v rdmci daného PIS skenu) s pfeddefinovanou toleranci hmotnostniho okna
(0,3 Da). Nasledné byla v LipidQuantu automaticky provedena izotopicka korekce, jednotlivé
hodnoty odectenych intenzit byly podé€leny intenzitou piislusSného IS a vyndsobeny jeho
koncentraci, ¢imZ byly ziskdny molarni koncentrace pro vSechny nalezené lipidy (v ptipadé
validace byly odecteny pouze intenzity internich standardil). Vysledné tabulky, kde byly
zahrnuty pouze endogenn¢ zastoupené lipidy a IS, byly exportovany do jiného Excel souboru
a byly pouzity pro vypocet validac¢nich parametra ¢i statistické vyhodnoceni v piipadé NIST
plazmy a klinické studie. Multivariacni analyza dat (MDA) zjisténych koncentraci ve
vzorcich plazmy zahrnujicich 25 zdravych kontrol a 25 pacientti s kolorektarnim karcinomem
byla provedena pomoci softwaru SIMCA, verze 13.0 (Umetrics, Umea, Svédsko) a pomoci

voln¢ pristupného softwarového jazyka a prostredi R (https://cran.r-project.org/). Pied vlastni

statistickou analyzou byla provedena logaritmicka transformace dat a Pareto Skalovani. [80]
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2.12. Validace metody
Validace shotgun metody na QTRAP 6500 byla provedena v souladu s FDA a EMA a

pfispiisobena pro konkrétni potfeby lipidomické analyzy na zaklad¢ publikovanych ¢lanka
v oboru. Validace byla provedena pro jednotlivé IS z IS mixu jako zastupce pro odpovidajici
lipidové ttidy. Pfedpokladem je, ze kazdy IS je pro danou lipidovou tfidu reprezentativni a pii
analytickém experimentu se chova velmi podobné jako ostatni pfirozen¢ se vyskytujici lipidy.
Pro validaci byl pouzit modifikovany extrakéni protokol podle Folche. Vzorek 25 pl
biologického materidlu (smésné plazmy nebo plazmy) byl obohacen IS mixem bud ptred
extrakci, nebo po ni. VSechny validované parametry byly vypocteny pomoci Microsoft

Excel. [85, 92-94]

2.12.1. Kalibracéni kiivka

Kalibraéni kiivky byly pfipraveny tak, Ze smésny vzorek plazmy byl pted extrakci
obohacen IS mixem v riznych Urovnich koncentrace. Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky bylo
pripraveno celkem 7 kalibra¢nich bodt, postupné bylo do jednotlivych vialek pipetovano
5, 10, 15, 20, 25, 30 a 35 pl IS mixu a kazdy kalibra¢ni bod byl pfipraven ttikrat. Jednotlivé
body kalibrace byly zprimérovany a pro kazdy standard byla sestrojena ptislusna kalibra¢ni
kiivka skladajici se s primérnych hodnot a chybovych tsecek. Koncentrace jednotlivych
kalibracnich bodid byly zpétné vypocteny z regresni rovnice a nasledné porovnany
s teoretickymi hodnotami, pii¢emz rozdil mezi teoretickou a vypoctenou koncentraci by mél
byt <15 %. LOQ byl stanoven jako nejniz$i kalibraéni bod a LOD byl stanoven jako
1/3 LOQ. [85]

2.12.2. Presnost a spravnost

Pro stanoveni piesnosti a spravnosti byly vzorky pied extrakci obohaceny IS mixem
na nizké, stfedni a vysoké koncentracni urovni a pro kazdou hladinu koncentrace byly vzdy
pfipraveny 3 vzorky. Jiz sestrojené kalibra¢ni kiivky byly pouZity pro stanoveni spravnosti,
pficemz regresni rovnice kalibracnich kiivek byly pouzity pro vypocet experimentalné
zjisténych koncentraci jednotlivych vzorkii. Pro stanoveni spravnosti byly experimentalné
zjisténé koncentrace pod¢€leny teoretickymi hodnotami a vynasobeny stem, pficemz odchylka
od teoretické hodnoty by méla byt v intervalu £ 20 % u vzorkd s nizkou koncentracni
hladinou IS mixu a = 15 % u vzorkd se stfedni a vysokou hladinou koncentrace IS mixu.

Ptesnost byla pocitana z intenzit jednotlivych IS, byla urCena jako standardni relativni
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odchylka vramci pfislusnych opakovanych experimenti a neméla by piekroCit 15 %,
s vyjimkou LLOQ), kde by nem¢la piekrocit 20 %. [85]

Vzorky pro piesnost a spravnost byly zpracovany dvéma operatory. Parametry byly
hodnoceny béhem jednoho (patek) a druhého (pondéli) dne a mezi jednotlivymi dny pro
kazdého operatora a nasledné¢ byla hodnocena pfesnost a spravnost mezi operatory béhem

jednoho a druhého dne a mezi jednotlivymi dny.

2.12.3. Extrakéni vytéZnost

Vytéznost extrakce byla stanovena porovnanim intenzit signald  vzorkd
obohacenych IS pted a po extrakci na LL/ML/HL. Pro kazdou koncentra¢ni Groven bylo
k vypoctu pouzito 6 vzorku (3 vzorky s IS pied extrakci + 3 vzorky s IS po extrakci).

2.12.4. Matri¢ni efekt

Stanoveni matri¢nich efektti a faktord bylo provedeno u 6 nahodné vybranych vzorki
(3 zdravi a 3 nemocni jedinci) na LL, ML, HL. Dale bylo analogicky pfipraveno 6 vzorkl
samotného IS mixu na LL, ML, HL. Matri¢ni faktor byl uren pomérem odezev vzorku
obohacenych IS mixem po extrakci k odezvam zfedénych Cistych standardd. Matricni efekt

byl uréen jako RSD V jednotlivych koncentra¢nich trovnich, ktera by méla byt = 15 %. [85]

2.12.5. Selektivita
Selektivita byla urena pro 3 ndhodné vybrané vzorky zdravych dobrovolnikii a
3 vzorky pacient s kolorektalnim karcinomem. Kritérium pfijatelnosti analytické metody

je splnéno, jestlize odezva signalu odpovidajici IS je ve vzorku bez pridavku IS
<5 % LLOQ. [85]

2.12.6. Pamétovy efekt
Pamétovy efekt byl stanoven vyhodnocenim slepého vzorku rozpoustédla
vstiiknutého po nastiiku nejvyssiho kalibracniho bodu. Déle byl pamétovy efekt hodnocen po

kazdém patém nastiiku. Odezva jednotlivych m/z u slepych vzorkt rozpoustédla by méla byt
<20 % odezvy LLOQ pro analyt a <5 % pro IS. [85]
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2.12.7. Opakovatelnost

Opakovatelnost méfeni byla posouzena opakovanymi méfenimi NIST plazmy. Jeden

vzorek byl 5x za sebou nastiiknut a vysledek byl vyjadien pomoci RSD.

2.13. Méreni klinickych vzorki plazmy

Plazma 50 muzi (25 pacientd s kolorektalnim karcinomem a 25 zdravych
dobrovolnikil) byla ziskdna na Onkologické klinice Lékatské fakulty, Univerzity Palackého a
Fakultni nemocnice Olomouc (Ceské4 republika). Studie byla schvalena Etickym vyborem
nemocnice a vSichni pacienti a dobrovolnici podepsali informovany souhlas. Plazma byla
skladovana pfi teplote — 80 °C az do zpracovani a analyzy vzorkd. Extrakty lidské plazmy
byly ptipraveny modifikovanou metodou podle Folche se smési chloroform-methanol-voda
(viz kapitola 2.7.1. Extrakce podle Folche). Pro méfeni byly vSechny vzorky v sekvenci plné
randomizovany a na zacatku a po kazdych 10 analyzach byly nastiikovany QC vzorky a NIST

plazma.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci experimentalni Casti této prace byl nejprve vybran vhodny extrakéni protokol
a nasledn¢ byla zoptimalizovana shotgun metoda pro stanoveni sfingomyelimii, ceramidi,
hexosylceramidii a dihexosylceramidi v extraktu lidské plazmy v ramci jedné analyzy.
Zoptimalizovana metoda byla validovana a aplikovana pro identifikaci a stanoveni
koncentraci vybranych sfingolipidii ve standardnim referenénim materidlu NIST SRM 1950.
Metoda byla rovnéz aplikovana v kratké klinické studii zahrnujici kvantitativni analyzu lipida
v extraktu plazmy 25 zdravych dobrovolniki (kontrol) a 25 pacienti s kolorektalnim

karcinomem.

3.1. Porovnani extrakénich protokoli

S ohledem na stanoveni SM, Cer, HexCer a Hex2Cer byly vybrany ¢tyfi v lipidomice
zavedené extrakéni protokoly, které byly navzijem porovnany pro extrakeci lipidd ze
smésného vzorku plazmy. Zkoumény byly dva pfistupy proteinového srazeni, prvni
s vyuzitim smé&si BuOH:MeOH (1:1, v/v) a druhy pomoci smési EtOAc:IPA (1:4, v/v). Dale
byly porovnavany dva ptistupy dvoufazové extrakce — podle Folche a MTBE. Smésny vzorek
plazmy byl vZdy obohacen IS mixem pied extrakci. Pro kazdy extrakéni protokol byly
pripraveny tfi vzorky a kazdy byl tfikrat nadavkovan. Méteni byla provedena na hmotnostnim
spektrometru QTRAP 6500.

Pti porovnani TIC vSech extrak¢nich protokold bylo zjisténo, Ze citlivost extrakéniho
protokolu proteinového srazeni s BuOH:MeOH a extrakéniho protokolu s EtOAc je niZsi nez
u extrakéniho protokolu s MTBE a podle Folche, diivodem je, ze u MTBE extrakce a extrakce
podle Folche je analyzovéana pouze Cistd organické faze na rozdil od protokold proteinového
srazeni. V piipad¢ extrakci podle Folche byl ziskan lepsi signél pro polarngjsi lipidy HexCer a
Hex2Cer nez u MTBE extrakce, coZz je pravdépodobné dusledek vy$siho indexu polarity
chloroformu v porovnani s MTBE. Jako nejlepsi extrakéni protokol byla tedy vybréna

extrakce podle Folche.
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3.2. Optimalizace shotgun metody

Cilem této prace bylo zoptimalizovat metodu pro kvantitativni analyzu hojné
zastoupenych SM spolecné s koncentraéné méné zastoupenymi Cer, HexCer a Hex2Cer
v extraktu lidské plazmy s vyuzitim shotgun piistupu na trojitém kvadrupdlu a zavedenim
vzorku pomoci FIA.

Optimalizace byla provedena na dvou pfistrojich. Prvnim byl hmotnostni spektrometr
XEVO TQD s trojitym kvadrupdlem a druhym byl hmotnostni spektrometr QTRAP 6500.
HPLC podminky pro oba pfistroje byly stejné, vzorky byly davkovany pomoci autosampleru
kapalinového chromatografu Agilent a nasledné¢ pii nizkém prutoku zavadény do

hmotnostniho spektrometru s ESI sondou.

3.2.1. Optimalizace HPLC podminek

Optimalni pritoky mobilni faze pro jednotlivé kroky byly nastaveny tak, aby bylo
dosdhnuto rychlého zavedeni vzorku, dostatecné dlouhé doby pro provedeni vSech
kvantitativnich skenti a minimalizace pamét'ového efektu. Kapilarni pumpa meéla konstantni
pratok 3,5 pl/min po celou dobu analyzy, tento prutok byl vyhodnocen jako nejlepsi
s ohledem na stabilni TIC signal po dostate¢né dlouhou dobu, pii vy$sim pritoku dochézelo
K rychlému poklesu TIC. U binarni pumpy byl poc¢ate¢ni prutok 50 pl/min. Tento pritok byl
optimalni pro dostate¢né rychlé piivedeni nadavkovaného vzorku do hmotnostniho
spektrometru, aby nedochazelo k zbyte¢nému prodlouZeni analyzy. Ackoliv byl plvodné
prutok bindrni pumpy béhem vlastni analyzy pozastaven, nakonec byl z diivodu problému se
stabilitou TIC nastaven na 5 ul/min. Teoreticky by $lo tedy vyuzit pouze binarni pumpu, coz
bude pfedmétem dalSich experimentll. Pro promyvani po analyze byl nastaven pratok bindrni
pumpy na 200 pl/min. Pfi tomto prutoku bylo zajiSténo dostate¢né promyti systému a
eliminace pamétového efektu.

Pti shotgun analyze je pouZzivano podstatné vyssi mnozstvi vzorku nezZ pfi analyzach,
které vyuzivaji separaci, napf. UHPLC a UHPSFC metody, je to ddno skutecnosti, Ze je
vzorek vstfikovan béhem celé analyzy, ale jednotlivé lipidy jsou méfeny pouze po kratkou
dobu odpovidajici MS/MS skentim. [80]

Davkovat bylo potieba takové mnozstvi vzorku, aby byl TIC konstantni po dobu
nezbytnou pro udélani veskerych MS/MS skenii vSech sledovanych lipidi. Postupné byly
provadény experimenty s davkovanym objemem 20, 30, 40 a 50 pl vzorku, nejlepSich

vysledkil bylo dosdhnuto pii nadavkovani 50 ul, TIC byl konstantni po dostate¢né¢ dlouhou
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dobu, a i citlivost metody byla vyssi oproti mensim davkovanym objemim. Davkovaci
smycka méla maximalni objem 100 pl, tudiz bylo mozné davkovat i vétsi objemy, ale to uz by
zbytecné vedlo k zvySeni Casu analyzy. Pfi davkovani vysSich objemt by do hmotnostniho
spektrometru bylo vpravovano vétsi mnozstvi materidlu, a tudiz by dochéazelo k vétsi
kontaminaci systému a zvysila by se spoteba vzorku.

S davkovanym objemem vzorku velice Uzce souviselo fedéni vzorku. Redéni
rozpusténého extraktu muselo byt zvoleno tak, aby byla vykazovana dostatecna citlivost, a
zaroven nebyly vzorky pfili§ koncentrované a nedochazelo ke kontaminaci systému. Jako
optimalni byl ur€en 15x zfedény vzorek ve smési CHCIs:MeOH:IPA (1:2:4, viviv) s 5 mM
octanem amonnym. Celkem se tedy jednalo o 300x zfedénou plazmu, protoze extrahovano
bylo 25 ul plazmy, jejiz extrakt byl rozpustén v 500 pl a nasledné jesté 15x zfedén. Byly
prométovany i 25x fedéné vzorky (celkem 500x fedéné extrakty plazmy), ale pii tomto fedéni
nebylo dosdhnuto dostatecné citlivosti pro kvantitativni analyzu HexCer a Hex2Cer. Naopak
kompatibilni s vysokopropustnymi analyzami, které v praxi vyzaduji méfeni velkého
mnozstvi vzork.

Na zéklad¢ literatury a ptedchozich experimentl v nasi laboratofi byla pro rozpusténi
vzorku pouzita smé€s CHCI3:MeOH:IPA (1:2:4, v/vlv) s5 mM octanem amonnym, mobilni
faze byla v ptipadé kapilarni pumpy smés CHCI3:MeOH:IPA (1:2:4, vIvlv) a pro binarni
pumpu pak smés CHCl3:MeOH:IPA (1:2:4, v/viv) s 0,5 % vody. Jde o to, Ze tato rozpoustédla
musi velmi dobfe rozpustit vSechny studované lipidy, umozZnit reprodukovatelnou ionizaci,
zajistit uspokojivou citlivost a v ptipadé binarni pumpy i dostate¢né vymyti zbyvajicich lipida
ze systému. [77, 80, 86]

V uvedené literatufe byl pouzit 7,5 mM nebo 10 mM octan amonny, tato mnozstvi
octanu amonného sice velmi dobfe fungovala, ale problémem je, Ze ¢im vysSsi koncentrace
jsou pouzity, tim vice soli se v hmotnostnim spektrometru vysrdzi, a to zpUsobuje
kontaminaci (pfenos vzorku), ucpani ESI jehly atd. PouZiti 5 mM octanu amonného
poskytnulo stejné vysledky jako vyssi koncentrace a zbytecné nevedlo k vétsi kontaminaci
systému. Nutno podotknout, Ze voda pfitomna v mobilni f4zi binarni pumpy pomahala
odstranit soli ze systému pii promyvacim kroku a navic v kombinaci s bezvodou mobilni fazi
vedenou z kapilarni pumpy zlepsila citlivost pro polarnéjsi analyty. Pfi nespravném poméru
rozpoustédel nebo Spatném slozeni rozpoustédla pro vzorek by mohlo dojit k vyraznému

snizeni citlivosti, a proto bylo potieba dbat na spravnou ptipravu téchto rozpoustédel. [80, 86]
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Po kazdém nastiiku byla injekéni jehla navic promyta poldrni smési rozpoustédel
(MeOH:H20 (1:1, v/v)), semipolarni smési rozpoustédel (Hex:IPA:CHCl3 (7:1,5:1,5; viviv)) a
nepolarni smési rozpoustédel (CHClz:MeOH (1:1, v/v)), aby byly odstranény vSechny
zachycené latky a nedochazelo k pamétovému efektu.

Jelikoz byla pouzivdna tékavéa rozpoustédla, kterd se odpatuji jiz pfi velmi nizké
teploté, tak byla teplota autosampleru nastavena na 4 °C. Celkovy ¢as metody byl 7,5 minuty

a vlastni analyza trvala 6,23 minuty. Finalni HPLC podminky jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3 Finalni HPLC podminky

Parametry Hodnoty/chemikalie

Prutok’ mob{1n1 faze — ptivadéci krok pred 50 l/min

vlastni analyzou

Pratok mobilni faze — vlastni analyza .
e 3,5 pl/min

(kapilarni pumpa)

Pratok mobilni faze — vlastni analyza .

o 5 pul/min

(binarni pumpa)

Pritok mobilni faze — promyvani po analyze 200 pl/min

Davkované mnozstvi 50 pl

Redéni vzorku 15x

Slozeni mobilni faze — kapilarni pumpa CHCIl3:MeOH:IPA (1:2:4, vIviv)

CHCIl3:MeOH:IPA (1:2:4, viviv) +

SloZeni mobilni faze — bindrni pumpa 0.5 % H,0

CHCIl3:MeOH:IPA (1:2:4, viviv) +

Slozeni rozpoustédla pro vzorek \
poustédla pro vzore 5 mM octan amonny

MeOH:H20 (1:1, v/v)

Smési rozpoustédel pro oplach jehly

Teplota autosampleru

Doba analyzy

Doba metody
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3.2.2. Optimalizace MS podminek — XEVO TQD

Nejprve byla provedena optimalizace na hmotnostnim spektrometru XEVO TQD
s trojitym kvadrupolem. Jednotlivé parametry byly optimalizovany V néasledujicim potadi:
napéti na kapilate (2,5; 2,75; 3,0; 3,25; 3,5; 3,75 kV), desolvata¢ni teplota (50, 100, 150,
200 °C), priatok desolvatacniho plynu (200, 250, 300, 350, 400 I/hod), prutok plynu na
kuzelové elektrodé (0, 10, 20, 30 I/hod), napéti na kuzelové elektrodé (10, 20, 30 V) a kolizni
energie (35, 40, 45 V). Findlni zoptimalizované parametry jsou uvedeny v Tabulce 4.
Jednotlivé grafy optimalizovanych parametri zde nejsou prezentovany, jelikoz tento
hmotnostni spektrometr nakonec nebyl pouzit pro dalsi experimenty, a detailni optimalizace

je ukdzana pouze pro hmotnostni spektrometr QTRAP 6500.

Tabulka 4 Finalni podminky optimalizace na XEVO TQD

Parametry Hodnoty
Napéti na kapilaie 3,75 kV
Napéti na kuzelové elektrodé 30V
Desolvatac¢ni teplota 200 °C
Pratok desolvatacniho plynu 300 I/hod
Pritok plynu na kuzelové elektrodé 20 I/hod
Kolizni energie 40V

Pro stanoveni studovanych lipidli byly kombinovany dva skeny, oba pracujici pti
snimani kladné nabitych iontl. Prvné byl v case od 0,5 min do 6 min kontinudlné
zaznamenavan PIS m/z 2643, specificky pro Cer, pii skenovaci rychlosti 1000 Da/s a
v rozsahu m/z 450-660. Nasledné byl od 5 do 6 minuty nastaven PIS m/z 184,1 (specificky pro
SM) pii skenovaci rychlosti 100 Da/s a v rozmezi m/z 640-850. Rozmezi m/z, ve kterém byly
dané tiidy lipidi meétfeny, bylo zjisténo z literatury a pomoci databaze LIPID MAPS.
Skenovaci rychlost byla optimalizovana s ohledem na dosaZeni co nejvyssi citlivosti a
hmotnostniho rozliseni. Obecné plati, ze pokud stravime vice Casu jednim ptechodem,
citlivost by méla byt vyssi. U PIS skenu (napt. m/z 264,3) vsak skenujeme v $irSim rozsahu
hodnot m/z, a pokud se v téchto intervalech vyskytuji i mista bez signalu tak pii nizsi

skenovaci rychlosti zbyte¢né travime Cas skenovanim téchto oblasti, coz vede k poklesu
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signalu. Pro Cer byla zvolena skenovaci rychlost 1000 Da/s, protoze se jednd o stopoveé
zastoupené lipidy a bylo potfeba nashromazdit vice spekter, zaroven vSak doslo ke ztraté
rozliSeni. V pfipad¢ koncentracné¢ vice zastoupenych SM postacovala skenovaci rychlost

100 Da/s. Ziskana spektra jsou ukazana na obr. 30 a 31. [7]
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Obrazek 30 ESI-MS/MS spektrum PIS m/z 264,3 pro Cer pii zaznamu kladnych iontd na
XEVO TQD pfi findlnich zoptimalizovanych podminkach
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Obrazek 31 ESI-MS/MS spektrum PIS m/z 184,1 pro SM a PC pti zaznamu kladnych iontt
na XEVO TQD pti finalnich zoptimalizovanych podminkach

Z literatury mi bylo znamo, Ze bych méla byt schopna pomoci PIS m/z 264,3 stanovit
I HexCer a Hex2Cer, ale pii experimentech na tomto hmotnostnim spektrometru toho nebylo
pfi rozumném fedéni vzorku dosazeno z divodu nizké citlivosti. Z tohoto divodu bylo

uc¢inéno rozhodnuti metodu optimalizovat na jiném pfistroji s vyssi citlivosti.

3.2.3. Optimalizace MS podminek — QTRAP 6500

Hmotnostni spektrometr QTRAP 6500 sice disponuje oproti hmotnostnimu
spektrometru XEVO TQD s trojitym kvadrupolem vyssi citlivosti a byl schopny registrovat
vice lipidl, ale na druhou stranu je vice nachylny ke kontaminaci, a proto byl béhem
optimalizace 1 dal§ich méfeni pribézné kontrolovéan stav piipadného znecisténi s vyuzitim
nastiikil slepych vzorku rozpoustédla. VySe popsané zoptimalizované fedéni vzorku
I promyvaci kroky se ukazaly byt dostate¢né.

V tomto piipadé byla optimalizovana kolizni energie v intervalu 5-80 V (obr. 32) a
deklastera¢ni potencial v intervalu 50-200 V (obr. 33) pro PIS m/z 264,3. Ostatni parametry,
kterymi jsou kolizni vystupni potencial, napéti v iontovém zdroji, tlaky plyni v iontovém

zdroji a dalsi, byly prevzaty zptedchozich lipidomickych experimentli, pficemz neni
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doporuceno spole¢nosti Sciex tyto parametry meénit. Finalni parametry jsou uvedeny

v Tabulce 5.

Tabulka 5 Finalni podminky optimalizace na QTRAP 6500

Hodnoty
Parametry
PISm/z264,3 PISm/z184,1

Tlak susiciho plynu 20 psi 20 psi
Napéti v iontovém zdroji 5500 V 5500 V
Teplota zdroje 50°C 50°C
Tlak plynu 1 v iontovém zdroji 35 psi 35 psi
Tlak plynu 2 v iontovém zdroji 20 psi 20 psi
Deklasteracni potencial 100V 80V
Pocatecni potencial 10V 10V
Kolizni energie 40V 30V
Kolizni vystupni potencial 15V 15V

Z TIC (obr. 32) byla odeétena jako optimalni hodnota kolizni energie (CE) 40 V pro
PIS m/z 264,3; méteni bylo né€kolikrat opakovano, aby bylo potvrzeno, ze je tato hodnota
opravdu optimalni, pro PIS m/z 184,1 byla pouzita nizsi kolizni energie, protoze fragmentace
SM je ochotnéjsi a neni potieba tak vysoké kolizni energie. Vliv deklasteraéniho potencialu
(DP) byl zanedbatelny, jak je demonstrovano na obr. 33, z tohoto divodu byla vybrana
hodnota 100 V. Vzhledem k tomu, Ze byla u SM snizena CE, tak byl analogicky snizen i DP.
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Obrazek 32 Zavislost intenzity na kolizni energii pfi méteni PIS m/z 264,3 (kazda barva

znaci jedno méfeni)

1.0e6

9.0e5

8.0e5

7.0e5

6.0e5

Intenzita

5.0e5

4.0e5

3.0e5

2.0e5

1.0e5

50 80 110 140 170 200

Deklasteracni potencial [V]
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barva znaci jedno métent)
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Po zoptimalizovani parametrii byla vytvorena metoda, pomoci které bylo mozné
stanovit nejen SM a Cer, ale 1 HexCer a Hex2Cer. Metoda méla dvé periody, v prvni periodé
byl nastaven PIS m/z 264,3 a po dobu 5,001 min byla ziskavana data malo zastoupenych Cer,
HexCer a Hex2Cer. Ve druhé periodé byl nastaven PIS m/z 184,1 a béhem 1,495 min
byla ziskana data ptislusejici SM. Nastavené rozmezi m/z pro Cer, HexCer a Hex2Cer bylo
450-980 a pro SM 640-850. Jako optimalni byla zvolena skenovaci rychlost 200 Da/s u obou
skent, pii této skenovaci rychlosti byla ziskana spektra dobré kvality a s dostatecnou

citlivosti (obr. 34 a 35).
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Obrazek 34 ESI-MS/MS spektrum PIS m/z 264,3 pro Cer, HexCer, Hex2Cer pii zaznamu
kladnych iontli na QTRAP 6500 pfi findlnich zoptimalizovanych podminkach
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Obrazek 35 ESI-MS/MS spektrum PIS m/z 184,1 pro SM a PC pii zaznamu kladnych iontt
na QTRAP 6500 pfi finalnich zoptimalizovanych podminkéach

Pfi porovnani spekter z pfistroje XEVO TQD (obr. 30 a 31) a ptistroje QTRAP 6500
(obr. 34 a 35) je ziejmé, ze s vyuzitim piistroje QTRAP 6500 je dosazeno vyrazné vyssi
citlivosti, spektra vykazuji mnohem lepsi rozliSeni a tim padem je mozné identifikovat a
kvantifikovat vétsi pocet sfingolipidii. Z téchto diivodi bylo logicky rozhodnuto, Ze veskeré

dalsi experimenty budou provadény na tomto pfistroji.
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3.3. Validace metody pro biologické vzorky

Po optimalizaci metody byla provedena validace metody pro ovéfeni jeji
aplikovatelnosti pro kvantitativni stanoveni studovanych lipidi ve vzorcich lidské plazmy.

Pro jednotlivé studované tfidy lipidG byly vybrany reprezentativni IS. Pro Cer byly
pouzivany standardy Cer 30:1;02 a Cer 35:1;02, pro HexCer byl jako standard pouZzivan
GlcCer 30:1;02, pro Hex2Cer to byl standard LacCer 30:1;02 a pro SM to byly standardy
SM 30:1;02 a SM 36:2;02 d9.

Nejdiive byla provedena prevalidace na mensim setu vzorki, aby bylo zjiSténo, jaky
line4rni rozsah ocekdvat a jaké mnozstvi IS mixu je mozné pouzit pro LL, ML, HL.

Cely valida¢ni set byl pro méfeni kompletné randomizovan a celkem bylo pro validaci
provedeno 218 nastiiki. Po kazdém nastiiku byla injekéni jehla promyta
MeOH:H20 (1:1, v/v), Hex:IPA:CHCIz (7:1,5:1,5; vivlv) a CHCIs:MeOH (1:1, viv). Po
kazdém péatém nastiiku byla pouzita promyvaci metoda, kterd trvala 4,5 min a kde za
vysokého pratoku binarni pumpy byla jehla postupné promyta MeOH:H>O (1:1, v/v),
Hex:IPA:CHCIs (7:1,5:1,5; v/viv) a CHCI3:MeOH (1:1, v/v) a na zavér bylo do celého
systému nadavkovano 80 pl slepého vzorku, po kazdém dvacatém nastiiku byla tato metoda
pouzita dvakrat za sebou, aby se zamezilo pfenosu vzorku. Pravidelné byly nastfikovany slepé
vzorky, vzorky pro kontrolu kvality a standardni referen¢ni material NIST SRM 1950. Jako
nizka koncentra¢ni troven IS mixu bylo zvoleno mnozstvi 10 ul, jako stfedni koncentra¢ni
uroven 20 ul a jako vysoka koncentra¢ni uroven 30 pl.

Prvnim validovanym parametrem bylo ovéfeni linearity. Kalibraéni kiivky byly
konstruovany pro jednotlivé IS (obr. 36) a pro vSechny bylo splnéno kritérium piijatelnosti
R> 0,99. Chybové usecky ukazuji smérodatnou odchylku mezi jednotlivymi métfenimi.
Z diivodu zpétného zjisténi, ze pro SM je moZné reprodukovatelné zméfit 1 niz8i koncentrace,
byl dodate¢né méten 1 pl pridavek IS mixu. Vzhledem k tomu, ze métfeni probéhlo po ¢isténi
hmotnostniho spektrometru, tak tento bod nebyl davan do kalibrac¢ni pfimky, ale intenzita
SM 30:1;02 a SM 36:2;02 d9 byla pii tomto ptidavku vice nez 30 krat vétsi nez Sum a RSD
signalu pro tfi opakované experimenty nepiesahlo 20 %. Z tohoto divodu bylo LOQ pro SM

stanoveno na tuto koncentraci. [100]
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Obrazek 36 Kalibra¢ni kiivky internich standarda a Cer 30:1;02, b Cer 35:1;02,
¢ LacCer 30:1;02, d GlcCer 30:1;02, e SM 30:1;02 a f SM 36:2;02 d9

Z regresnich rovnic byly zpétné vypocteny koncentrace jednotlivych kalibracnich
bodd a pro vSechny bylo splnéno kritérium, ze byla chyba <15 % (pro LLOQ <20 %),
s vyjimkou nejniz§iho kalibra¢niho bodu IS LacCer 30:1 (chyba 26 %) a SM 30:1;,02
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(chyba 21 %). Tyto chyby byly pravdépodobné zplisobeny nepfesnym pipetovanim, ale byly
stale pfijatelné. LOD a LOQ jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6 LOD a LOQ pro jednotlivé standardy

IS LOD LOQ
[nmol/ml] [nmol/ml]
Cer 30:1,02 0,22 0,67
Cer 35:1;02 0,19 0,58
LacCer 30:1;02 0,10 0,30
GlcCer 30:1;02 0,05 0,16
SM 30:1;02 0,58 1,73
SM 36:2;02 d9 0,58 1,74

Dal$imi valida¢nimi parametry, které byly hodnoceny, byly pfesnost a spravnost. Byly
hodnoceny na 3 koncentra¢nich hladinadch (LL/ML/HL) dvéma operatory a cilem bylo ovéfit,
ze analytickd metoda poskytuje spravné a piesné vysledky, jak b&hem jednoho dne, tak
I v pribéhu dni. RSD piesnosti béhem dne, mezi dny a mezi operatory nepiesahla 24 % pro
vSech 6 internich standardd (Tabulka 7). Spravnost analytické metody se pohybovala
vV rozmezi 92 — 115 % Vv ramci prvniho dne, 94 — 144 % v ramci druhého dne a 94 — 125 %
vramci dvou dntli, pficemz nejvétSich odchylek bylo dosazeno na nejnizs$i koncentracni
hladiné (Tabulka 8). Vétsi chyby (zejména druhy den) operatora 1 (extrakce provedené mnou)
V porovnani se zkuSen&jSim druhym operatorem jasn€ demonstruji, ze lipidomické extakce
vyzaduji zkuSenost a soustfedénost. S vyjimkou chyb, kterych se dopustil prvni operator
behem druhého dne, byla odchylka od spravnych hodnot mensi nez 25 % a v piipadé tohoto
typu lipidomické analyzy bez separace byla povazovana za dostate¢nou. Je nutné si uvédomit,
ze vzorky byly plné randomizovany a jednotlivé chyby se tykaji zaznamenanych absolutnich
intenzit bez jakékoliv normalizace. Intenzita jednotlivych lipidi se mize v pribéhu sekvence
ménit a praveé proto je potieba, aby IS vykazoval podobné chovani jako ostatni lipidy v rdmci
lipidové tfidy, pro kterou byl pouzit. V pfipadé zdznamu molarnich koncentraci, kde uz se

jedna o normalizaci na dany IS je tento problém eliminovan.
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Tabulka 7 Vyhodnocena piesnost jako RSD pro jednotlivé IS na nizké, stfedni a vysoké

koncentrac¢ni hladiné béhem dne, mezi dny a mezi operatory

Pi‘esnost (RSD)
IS Operator Den
LL ML HL
1. den 17 % 15% 6 %
1. operator 2. den 19 % 15% 10 %
Mezi dny 20 % 17 % 8%
S 1. den 18 % 5% 9%
5 2. operator 2. den 2 % 18 % 3%
o
3 Mezi dny 12 % 12 % 6 %
1. den 17% 10 % 7%
Mezi
2. den 13% 17 % 7%
operatory
Mezi dny 16 % 15% 7%
1. den 24 % 11% 7%
1. operator 2. den 10 % 13 % 14 %
Mezi dny 17% 15% 13 %
8 1. den 4% 4% 14 %
o 2. operdtor 2. den 11 % 22 % 7%
o
3 Mezi dny 8 % 15 % 10 %
1. den 15% 8 % 10%
Mezi
2. den 10 % 19% 11%
operatory
Mezi dny 13 % 16 % 11 %
1. den 8 % 9% 4%
1. operator 2. den 22 % 5% 18 %
N
o Mezi dny 18 % 19 % 15 %
—
& 1. den 6 % 11 % 10 %
(b}
?% 2. operator 2. den 5% 4% 10 %
-l
Mezi dny 7% 8% 10 %
Mezi 1. den 6 % 9% 7%
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SM 30:1;02 GlcCer 30:1;02

SM 36:2;02 d9

operatory 2. den 14 % 15 % 14 %
Mezi dny 13 % 17 % 12 %
1. den 10 % 11 % 4%
1. operator 2. den 16 % 15% 8%
Mezi dny 15% 18 % 6 %
1. den 3% 9% 10 %
2. operator 2. den 18 % 9% 14 %
Mezi dny 13 % 9% 11%
1. den 7% 9% 8 %
Mezi
2. den 16 % 15% 12%
operatory
Mezi dny 14 % 15% 10 %
1. den 9% 6 % 2%
1. operator 2. den 20 % 9% 17%
Mezi dny 22 % 14 % 13 %
1. den 9% 14 % 17%
2. operator 2. den 10 % 12 % 8%
Mezi dny 10 % 12 % 13 %
1. den 9% 10 % 11 %
Mezi
2. den 16 % 13 % 14 %
operatory
Mezi dny 16 % 13 % 13 %
1. den 7% 7% 3%
1. operator 2. den 21 % 6 % 19 %
Mezi dny 23 % 14 % 15%
1. den 10 % 10 % 19 %
2. operator 2. den 12% 12% 7%
Mezi dny 12 % 10 % 14 %
1. den 10 % 8 % 13 %
Mezi
2. den 16 % 13 % 15%
operatory
Mezi dny 17 % 13 % 15%
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Tabulka 8 Vyhodnocena spravnost pro jednotlivé IS na nizké, stiedni a vysoké koncentracni

hladin¢ béhem dne, mezi dny a mezi operatory

Spravnost
IS Operator  Den
LL ML HL
1. den 96 % 97 % 97 %
1. operator 2. den 113 % 114 % 101 %
Mezi dny 104 % 105 % 99 %
& 1. den 104 % 93 % 95 %
2 operdtor 2. den 106 % 97 % 96 %
o
8 Mezi dny 105 % 95 % 96 %
1. den 100 % 95 % 96 %
Mezi
2. den 110 % 94 % 99 %
operatory
Mezi dny 105 % 100 % 97 %
1. den 95 % 98 % 94 %
1. operator 2. den 106 % 117 % 106 %
Mezi dny 101 % 107 % 100 %
& 1. den 98 % 92 % 97 %
= 2 operitor 2. den 102 % 96 % 99 %
o
8 Mezi dny 100 % 94 % 98 %
1. den 96 % 95 % 96 %
Mezi
2. den 104 % 107 % 103 %
operatory
Mezi dny 100 % 101 % 99 %
1. den 112 % 105 % 103 %
1. operator 2. den 129 % 144 % 118 %
AN
o Mezi dny 120 % 125 % 111 %
—
& 1. den 115 % 105 % 103 %
<)
2 2. opertor 2. den 125 % 112 % 110 %
-
Mezi dny 120 % 108 % 106 %
Mezi 1. den 113 % 105 % 103 %
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SM 30:1:02 GlcCer 30:1;02

SM 36:2;02 d9

operatory 2. den 127 % 128 % 114 %
Mezi dny 120 % 117 % 108 %
1. den 100 % 100 % 104 %
1. operator 2. den 120 % 130 % 110 %
Mezi dny 110 % 115 % 107 %
1. den 103 % 101 % 95 %
2. operator 2. den 114 % 107 % 96 %
Mezi dny 109 % 104 % 96 %
1. den 102 % 100 % 100 %
Mezi
2. den 117 % 119 % 103 %
operatory
Mezi dny 109 % 109 % 101 %
1. den 104 % 104 % 104 %
1. operator 2. den 128 % 126 % 115 %
Mezi dny 116 % 115 % 109 %
1. den 110 % 107 % 96 %
2. operator 2. den 118 % 110 % 104 %
Mezi dny 114 % 108 % 100 %
1. den 107 % 105 % 100 %
Mezi
2. den 123 % 118 % 109 %
operatory
Mezi dny 115 % 112 % 105 %
1. den 102 % 107 % 106 %
1. operator 2. den 129 % 131 % 119 %
Mezi dny 115 % 119 % 112 %
1. den 111 % 109 % 98 %
2. operator 2. den 121 % 112 % 106 %
Mezi dny 116 % 110 % 102 %
1. den 106 % 108 % 102 %
Mezi
2. den 125 % 122 % 113 %
operatory
Mezi dny 116 % 115 % 107 %
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S ohledem na vySe uvedené vysledky pfesnosti a spravnosti bylo dokazano, ze
analyticka metoda poskytuje vysledky s dostate¢nou pfesnosti a spravnosti.

Extrakéni vytéznost analytické metody byla validovana na 3 koncentracnich
hladinach (LL, ML, HL) a pohybovala se v rozmezi 79 — 94 % pro LL, 96 — 107 % pro ML a
89 — 109 % pro HL (obr. 37). Jelikoz pro kazdou koncentra¢ni troven bylo provedeno
6 extrakci, tak byly v grafu sestrojeny chybové usecky, které znazornuji RSD mezi

jednotlivymi experimenty.

120

100

Extrakéni vytéznost [%o]
[ co
= =

I
o

[y
=

Cer 30:1;02 Cer 35:1:02 LacCer 30:1;02GlcCer 30:1;02 SM 30:1;02 SM 36:2:02 d9

Obrazek 37 Extrakéni vytéznost jednotlivych IS v IS mixu na nizké, stfedni a vysoké

koncentra¢ni hladiné

Matri¢ni faktor byl porovnavan na 6 nezavislych vzorcich na 3 koncentracnich
hladinach a pohyboval se vrozmezi 0,35 — 1,3. Velky matri¢ni faktor byl v podstaté
ocekavan, protoze pii shotgun analyze ionizujeme veskeré analyty najednou ve stejném case.
U raznych vzorkd (s matrici a bez matrice) pak tedy dochazi bud’ k vétSimu, nebo mensimu
potlaceni signalu v zavislosti na analytickém slozeni vzorku. Pfiklad matri¢nich faktort
jednotlivych dobrovolnikt pro Cer 30:1;02 je ukézéan na obr. 38. Z matri¢nich faktord byly

vypocteny matriéni efekty, které jsou ziejmé z Tabulky 9. Ve vétsiné ptipadi se RSD

koncentrac¢ni hlading byla RSD 37 %. Kritérium pfijatelnosti bylo splnéno.
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Obrazek 38 Matri¢ni faktory pro jednotlivé vzorky na nizké, sttedni a vysoké koncentracni

hladin€ pro interni standard Cer 30:1;02

Tabulka 9 Matri¢ni efekty jednotlivych internich standardd vyjadiené jako RSD

vzorek 3

vzorek 4

vzorek 5

RSD
IS
LL ML HL
Cer 30:1;02 16% 16% 12%
Cer 35:1;02 17% 15% 12%
LacCer30:1,02 37% 11% 13%
GlcCer 30:1;02 9% 15% 15%
SM 30:1;02 17% 16% 11%
SM 36:2;02 d9 14% 15% 12%

Zkouska selektivity pro pét standardi prokazala, Ze nejsou pritomny zadné
interference v blizké oblasti m/z, a Ze je odliSeni IS od slouCenin matrice a systémovych
interferenci dostacujici a ve vét$iné piipadi je <5 % signalu LLOQ a IS tedy spliwji kritérium

piijatelnosti analytické metody. Toto kritérium nebylo splnéno pouze pro interni standard
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GlcCer 30:1;02, protoze byly pfitomny interference a jejich hodnoty jsou uvedeny
v Tabulce 10. Tyto interference mohly byt zplsobeny tim, ze GlcCer 30:1;02 neni
deuterovany, a tudiz se v plazm¢ mohl tento lipid o nizké koncentraci vyskytovat. I pres tuto
skutecnost bylo tohoto IS vyuzito pro nasledny vypocet koncentraci HexCer ve vzorku NIST

plazmy a vysledky byly porovnany s literaturou, kde byl mimo jiné tento IS pouzit také.

Tabulka 10 Selektivity jednotlivych internich standardii v 6 individualnich vzorcich

Selektivita
IS
Vzorek1 Vzorek2 Vzorek3 Vzorek4 Vzorek5 Vzorek6

Cer 30:1;02 2% 3% 1% 1% 1% 1%
Cer 35:1;02 4% 4% 1% 2% 1% 3%
LacCer 30:1,02 0% 0% 0 % 0 % 0% 0%
GlcCer 30:1,02 47 % 47 % 32% 36 % 30 % 48 %
SM 30:1;02 7% 8 % 5% 4 % 4% 3%
SM 36:2;02 d9 4 % 4 % 0% 0% 0% 0%

Poslednimi  hodnocenymi valida¢nimi parametry byly pamétovy efekt a
opakovatelnost. Pamét'ovy efekt nebyl pozorovan a RSD opakovatelnosti méfeni nepiesahla
8 %, tudiz bylo prokazatelné, ze piistroj méfil s dostateCnou presnosti. Monitorovani
koncentraci/intenzit QC vzorkt béhem validace metody potvrzovalo stabilitu signalu, pficemz
jednotlivé RSD koncentraci/intenzit v QC neptesahly 15 %.

Valida¢ni parametry ukazaly, Ze je metoda pouzitelnd pro kvantitativni analyzu

vybranych sfingolipidl (Cer, HexCer, Hex2Cer a SM).
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3.4. Aplikace validované metody pro stanoveni vybranych sfingolipida

ve standardnim referen¢nim materialu NIST SRM 1950

Zoptimalizovana a validovana metoda byla aplikovana pro identifikaci a stanoveni
SM, Cer, HexCer a Hex2Cer v NIST plazm¢ a ziskana data byla srovnana
s literaturou (Tabulka 11).

Celkem bylo pfipraveno 5 vzorkli NIST plazmy obohacenych IS mixem na stfedni
koncentracni irovni pred extrakci a kazdy vzorek byl jednou zméten. Jednotlivé sfingolipidy
byly identifikovany pomoci ESI-MS/MS v rezimu zdznamu kladnych iontl pomoci
PIS m/z 264,3 pro Cer, HexCer a Hex2Cer a PIS m/z 184,1 pro SM (obr. 39, 40). Ve
spektrech byly pozorovany ionty [M+H]*, které byly péarovany s databazi, a navic byly
pozorovany i ionty [M+H-H.O]" pro Cer.

Stanoveni koncentraci jednotlivych sfingolipidii bylo provadéno pomoci softwaru
LipidQuant, ktery provedl automatickou izotopickou korekci. Zjisténé koncentrace
jednotlivych sfingolipidii v rdmci péti opakovani byly zprimérovany. Pii kvantifikaci byla
nalezend molarni koncentrace pocitdna vztazenim intenzity nalezeného lipidu na intenzitu
konkrétniho interniho standardu a nésledné vyndsobena jeho koncentraci. V piipad¢ stanoveni
HexCer a Hex2Cer byl pro kazdou tifidu pouzit pouze jeden IS, konkrétné¢ GlcCer 30:1;02 a
LacCer 30:1;02. U zbyvajicich lipidovych tfid, SM a Cer, bylo v obou ptipadech vyuzito
dvou dostupnych IS, konkrétné Cer 35:1;02, SM 36:2;02 d9 (v Tabulce 11 pouzity pro
vypocet koncentrace 1) a Cer 30:1;02, SM 30:1;02 (v Tabulce 11 pouzity pro vypocet
koncentrace 2). Pouziti dvou IS v rdmci jedné tfidy umoznilo vypocet dvou paralelnich
hodnot nalezenych koncentraci. Ackoliv lipidy v ramci jednotlivé lipidové tfidy vykazuji
béhem ionizace relativné podobné chovani, tak se jejich odezva 1i8i v zavislosti na délce
ptitomnych acyld a poctu dvojnych vazeb, jak jiz bylo diive popsano v literatufe [101].
Nejlepsi by tedy bylo mit pro kazdy lipid jeho deuterovany analog, coz je prakticky nemozné.
V naSem pfipad¢, kdy jsou vSechny lipidy ionizovany ve stejném case, je alespon
kompenzovan matri¢ni efekt, protoZe nedochdzi ke zméné slozeni mobilni fize béhem
analyzy. Daleko hor$i situace vSak nastava v ptipadé pouZiti separace v reverznich fazich, kde
jsou IS a ptislusné endogenné ptitomné lipidy ionizovany zcela v jiném Case.

Celkem bylo zoptimalizovanou shotgun metodou identifikovdno a nasledné
kvantifikovano 39 sfingolipidi — 20 sfingomyelinti, 7 ceramidi, 8 hexosylceramidi a
4 dihexosylceramidy, z ¢ehoz koncentrace 10 lipidi byla pod limitem kvantifikace z vysledkt

validace. Nicméné¢ v tabulce jsou piesto uvedeny (oznaceny hvézdiCkou) a porovnany
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s literaturou. Ackoliv byly tyto koncentrace pod limitem kvantifikace, tak vétSina z nich byla
spolehlivé stanovena, coz doklada fakt, ze RSD mezi jednotlivymi péti opakovani je pro
vétSinu z nich < 18 %. Z toho plyne, Ze jednotlivé parametry validace byly nastaveny velmi
strikn€ a limit kvantifikace je ve skutecnosti nizsi.

V Tabulce 11 je pro lipidy uvadéna zakladni anota¢ni tGroven CN:DB, v tomto
experimentu byla pro SM rozliSena pouze tato tiroven, ale pro Cer, HexCer a Hex2Cer byla
pomoci PIS m/z 264,3 métena konkrétni sfingoidni baze 18:1;02 (jiné sfingoidni baze byly
pod trovni stanoveni 18:1). V literatufe [102] bylo uvedeno pouze CN:DB rozliseni pro
vSechny zkoumané sfingolipidy na rozdil od literatur [103] a [104], kde bylo rozliSeni na
vys$$i arovni. V ptipadé literatury [103] jsou v tabulce uvedeny koncentrace pro Cer a HexCer
se sfingoidni bazi 18:1;02 a pro SM je uvadén soucet koncentraci pro vice rozliSenych bazi.
A v literatufe [104] je pro SM, Cer i HexCer uvadén soudet koncentraci jednotlivych
rozliSenych bazi.

V literatute [102] byly prezentovany vysledky z mezilaboratorniho srovnavani, které
probihalo ve 30 rdznych laboratofich, a vysledky byly uvadény jako konsenzualni
koncentrace. V publikaci [103] byla data ziskana pomoci NP-LC ESI-MS/MS s vyuzitim
MRM skenti a byly pouzity IS SM 18:1;02/12:0, Cer 18:1;02/12:0, GlcCer 18:1;02/12:0 a
LacCer 18:1;02/12:0. RP-LC ESI-MS/MS technika byla vyuzita v literatufe [104], SM byly
fragmentovany pomoci PIS m/z 184,1 a Cer, HexCer a Hex2Cer pomoci riznych PIS, napt.
PIS m/z264,3; PIS m/z236,2; PIS m/z278,3 atd., a pouzitymi standardy byly
SM 18:1;02/12:0, Cer 18:1;02/17:0, HexCer 18:1;02/16:0 d3 a Hex2Cer 18:1;02/16:0 d3.
Pfi srovnavani nalezenych dat s literaturou je dulezité si uvédomit, ze velice zalezi na tom,
jaké IS byly pouzity a jaka technika byla pro kvantitativni méfeni pouzita. Optimalizovanou
shotgun metodou v této praci byly nalezeny vysledky, které se blizily datim z literatury,
zejména nalezené koncentrace 1 pro SM a Cer byly velmi blizké vypoctenym konsenzudlnim
koncentracim v literatufe [102], napt. u SM 39:1;02 byla uvadéna koncentrace 3,6 nmol/ml
(ve 14 riznych laboratotich) se standardni nejistotou 1,0; zatimco ma nalezena koncentrace 1
stejného vzorku NIST plazmy byla 3,17 nmol/ml nebo u Cer 38:1;02 byla v literatufe hlasena
konsenzudlni koncentrace 0,11 nmol/ml (v 16 laboratofich, nejistota 0,021) oproti mé hodnoté
0,12 nmol/ml. Grafické znazornéni porovnani nalezenych koncentraci a dat z literatury je

ukazano na obr. 41.
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Tabulka 11 Identifikované lipidy v NIST plazmé, jejich koncentrace a RSD mezi

jednotlivymi méfenimi (z koncentraci a intenzit) a porovnani nalezenych hodnot s literaturou

pid Datfan in I(i)tI(/erl;laﬁu ry Nalez?rl]?n l;(l)/nr;f]ntrace RSD [%)]
[102] [103] [104] 1 2 1 2 zintenzit
SM 32:1;02 8,4 9,17 6,00 9,42 6,40 3 4 11
SM 33:1;02 4,7 6,22 3,16 5,19 3,93 4 3 11
SM 34:0;02 5,8 16,7 3,92 4,56 3,12 10 15 13
SM 34:1;02 100 81,0 103,97 117,27 79,78 2 5 11
SM 34:2;02 16 0,702 11,28 17,34 11,80 3 5 11
SM 35:0;02 - 1,24 - 0,49 * - 12 - 11
SM 35:1;02 2,5 3,75 2,40 2,89 1,96 5 12
SM 36:1;02 20 16,2 20,77 19,13 13,01 4 5 11
SM 36:2;02 9,6 10,8 7,63 11,42 7,77 5 11
SM 37:1;02 1,0 0,902 0,94 0,66 * 0,45* 14 13 15
SM 38:2;02 5,2 6,60 4,19 3,08 2,10 7 10 15
SM 39:1;02 3,6 4,34 2,81 3,17 2,16 1 6 14
SM 40:1;02 20 15,0 22,45 13,72 9,33 14 13 15
SM 40:2;02 12 15,7 14,74 10,98 7,48 7 10 15
SM 41:0;02 — - — 0,56 * 0,38 * 18 15 11
SM 41:1;02 7,7 7,00 7,64 8,08 5,51 4 10 13
SM 42:1;02 20 12,5 14,57 14,48 9,86 4 12
SM 42:2;02 44 33,0 35,22 33,89 23,09 3 8 12
SM 43:1;,02 - 1,30 - 0,97 * 0,66 * 9 11 10
SM 43:2;02 1,0 1,73 1,10 1,30 * 0,88 * 8 9 11
Cer 36:1,02 0,12 0,128 0,07 0,10 * 0,07 * 13 16 17
Cer 38:1;02 0,11 0,145 0,34 0,12 * 0,09 * 31 12 14
Cer 40:1;02 0,65 1,22 2,04 1,04 0,74 7
Cer 41:1;02 0,67 0,281 1,24 0,97 0,68 6 5
Cer 42:1,02 1,9 3,00 3,82 3,82 2,70 7
Cer 42:2;02 0,82 1,00 2,31 1,43 1,01 6 4
Cer 43:1,02 - 0,271 - 0,23 * 0,16 * 18 16 16
HexCer 34:1;,02 | 0,86 0,336 1,30 1,68 10 11
HexCer 34:1;03 — — — 0,33
HexCer 36:1;02 | 0,13  0,0275 0,02 0,24 7
HexCer 38:1,02 - 0,079 - 0,17 25 24
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HexCer 40:1;02 2,4
HexCer 41:1;02 -
HexCer 42:1;02 2,7
HexCer 42:2;02 -
Hex2Cer 34:1;02 -
Hex2Cer 34:2;02 -
Hex2Cer 42:1;02 -

Hex2Cer 42:2;02 -
* hodnoty pod LOQ

0,37

0,56

89

1,55
0,73
1,87
1,37
3,78
0,16 *
0,12 *
0,41

10
11

11
13
39
38
31
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Obrazek 41 Porovnani dat z literatury a nalezenych koncentraci, pficemz koncentrace 1 byly
pocitany s vyuzitim IS SM 36:2;02 d9, Cer 35:1;02, GlcCer 30:1;02, LacCer 30:1;02 a
koncentrace 2 s vyuzitim IS SM 30:1;02, Cer 30:1;02 pro a SM a b Cer, HexCer, Hex2Cer
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3.5. Klinicka studie kolorektalniho karcinomu
Vyvinutd metoda byla findln¢ aplikovana pro méfeni malé kohorty klinickych vzorka
plazmy 25 pacientll s kolorektdlnim karcinomem (KK) a 25 zdravych kontrol (ZK) s cilem
porovnat, zdali budou v jednotlivych skupinidch nalezeny vyznamné rozdily v koncentracich
studovanych sfingolipidi. Studie zahrnovala vzorky muzi ve véku 53 az 67 let a zakladni
Klinické tidaje jsou uvedeny v Tabulce 12. Vzorky plazmy byly extrahovany a poté i méfeny

vV randomizovaném potadi.

Tabulka 12 Zakladni klinické udaje pacientd trpicich kolorektalnim karcinomem a zdravych

dobrovolniku (kontrol)

Cislo vzorku Vék Klinicky stav I'Satlig\l/:l:;/
KK1 67 pacient 1
KK2 60 pacient 3
KK3 53 pacient 3
KK4 57 pacient 3
KK5 63 pacient 2
KK6 62 pacient 3
KK7 57 pacient 3
KK8 56 pacient 1
KK9 61 pacient 4

KK10 64 pacient 1
KK11 58 pacient 1
KK12 60 pacient 3
KK13 63 pacient 2
KK14 57 pacient 4
KK15 64 pacient 3
KK16 65 pacient 3
KK17 57 pacient 3
KK18 53 pacient 3
KK19 61 pacient 2
KK20 59 pacient 3
KK21 61 pacient 2
KK22 64 pacient 2
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KK23 62 pacient 2
KK24 67 pacient 1
KK25 63 pacient 3
ZK1 61 kontrola —
ZK2 61 kontrola -
ZK3 57 kontrola -
ZK4 63 kontrola —
ZK5 55 kontrola —
ZK6 64 kontrola -
ZK7 66 kontrola -
ZK8 59 kontrola —
ZK9 57 kontrola —
ZK10 53 kontrola —
ZK11 54 kontrola -
ZK12 66 kontrola -
ZK13 65 kontrola —
ZK14 61 kontrola —
ZK15 62 kontrola —
ZK16 55 kontrola —
ZK17 65 kontrola -
ZK18 66 kontrola -
ZK19 56 kontrola —
ZK20 54 kontrola —
ZK21 66 kontrola -
ZK22 65 kontrola -
ZK23 58 kontrola —
ZK24 57 kontrola —
ZK25 59 kontrola -

V ramci méfeni této studie byly proméefovany QC vzorky, aby bylo ovéfeno, ze
podminky v pfistroji byly stabilni a neménily se. Celkem bylo zméteno 10 QC vzork,
5 vzorki bylo od jednoho operatora (QC1 az QCs) a 5 vzorkl bylo od druhého operatora (QCe
az QCjy). V grafech na obr. 42 jsou zobrazeny zavislosti vypoctenych koncentraci
Vv jednotlivych QC vzorcich pro nejvice zastoupené sfingolipidy reprezentujici jednotlivé

lipidové tfidy. Pro kazdou koncentraci je v grafu zobrazen primér této koncentrace v ramci
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jednotlivych QC vzorkt (plna Cerna ¢ara) a vedle toho teckované Cary, které zna¢i RSD od
priméru. Ze zaznami je patrné, ze podminky byly stabilni, protoze RSD mezi jednotlivymi

QC vzorky neptesahla 13 %.

]

200
180

160 ° © @

140

—
[}
o

Koncentrace [nmol/ml|
4

[~y

Kongcentrace [nmoliml]
4
14
e

QC

~

s

(V5]

[

Kongentrace [nmol/ml]
(3]
»
»

o

QC

a
=

Koncentrace [nmol/ml]

© b B o
e
io
4
Y

QC
Obrazek 42 Koncentrace vybranych sfingolipidi a SM 34:1;02, b Cer 18:1;02/24:0,
¢ HexCer 18:1;02/24:1, d Hex2Cer 18:1;02/16:0 v QC vzorcich
95



Soubor naméfenych dat, ktery zahrnoval intenzity v§ech studovanych sfingolipidi pro
vSechny proméfené vzorky plazmy, byl nésledné statisticky zpracovan modely MDA.
S vyuzitim softwaru SIMCA, byla nejdfive pouzita nesupervizovana metoda — analyza
hlavnich komponent (PCA) a nasledné¢ ortogondlni diskriminacni analyza c¢asteCnych
nejmensich ¢tverct neboli ortogonalni projekce do latentnich struktur (OPLS-DA).

Z rozptylového grafu komponentnich skére pro PCA na obr. 43a je patrné castecné
rozdéleni do dvou skupin s malym ptekryvem shlukii pro pacienty s kolorektalnim
karcinomem (KK — Cerven¢) a zdravé kontroly (ZK — modie). Rovnéz je vidét shlukovani
vzorkd NIST plazmy (NIST — svétle zluté), QC vzorkd prvniho operatora (QC 1 — zluté) a
QC vzorki druhého operatora (QC 2 — zelen¢), coz ukazuje, ze béhem méieni nedoslo
k Zadnym potizim. Rozptyl mezi jednotlivymi body (riznymi vzorky) v ramci obou
studovanych skupin znaci biologickou variabilitu, ktera reflektuje genotyp daného ¢lovéka a
rovnéz i vnéjsi faktory jako napft. dalsi onemocnéni, stres, dietu ¢i zivotni styl.

V ptipadé supervizované OPLS-DA jsou pted tvorbou modelu pteddefinovany dvé
konkrétni skupiny, v naSem piipadé KK (Cervené) a ZK (modie). OPLS-DA vyjadiuje
linearni vztah mezi témito skupinami a proménnymi (intenzity jednotlivych lipida v ramci
skupin). Obr. 43b ukazuje OPLS-DA skore graf vytvofeny na zékladé porovnani molarnich
koncentraci (nmol/ml) lipidd KK a ZK. Ob¢ skupiny jsou v tomto ptipadé od sebe oddéleny
lépe. S vyuzitim tohoto modelu byly stanoveny hodnoty spravnosti 82 %, specificity 80 % a
senzitivity 84 %. Spravnost popisuje celkovou uspésnost predikce. Senzitivita neboli citlivost
vyjadiuje UspéSnost spravného piifazeni vzorkli ziskanych od pacienti s nadorovym
onemocnénim, 21 vzorkll bylo spravné pozitivnich a 4 vzorky byly faleSné negativni.
Specificita vyjadiuje schopnost spravného pfifazeni zdravych kontrol (tedy vzorkl, které
nejsou spojeny s rakovinou), 20 vzorkl bylo spravné negativnich a 5 vzorkd bylo faleSné

pozitivnich.
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Pro vyhodnoceni nejvice dysregulovanych sfingolipidii ovliviiujicich rozdéleni vzorki
do dvou skupin byla pomoci R softwaru — balicku rstatix generovana tabulka (Tabulka 13)
zahrnujici vysledky neparametrického testovani ziskanych dat. Na zaklad¢ téchto statistickych
vypoctl byly zjistény nejvice statisticky vyznamné sfingolipidy, pro které¢ byly nasledné
sestrojeny krabicové grafy (obr. 44a), a které byly vyuzity pro sestrojeni cirkuldrniho
dendrogramu s teplotni mapou (obr. 44b), opét s vyuzitim R softwaru.

V Tabulce 13 je uveden median koncentraci pro obé studované skupiny (ZK a KK),
ktery déli fadu na dvé stejné€ pocetné poloviny a ¢im vice se tyto mediany lisi, tim jsou ZK a
KK rozdilngjsi. Déle je zde uvedeno mezikvartilové rozpéti (IQR), které piedstavuje rozdil
mezi tietim a prvnim kvartilem piislusné koncentra¢ni distribuce v ramci jednotlivych skupin
a je dulezitym prvkem pro konstrukci krabicového grafu. Mira velikosti u¢inku (FC)
ptedstavuje podil medianu KK a ZK, a ¢im vice je hodnota vét§i nebo mensi nez 1, tim je
lipid vice dysregulovan. Posledni parametr je p-hodnota testu, kde plati, jestlize je p-hodnota
mensi nez hladina vyznamnosti (a = 0,05), tak je dany lipid statisticky vyznamny. p-hodnoty
byly nizsi nez 0,05 pouze u 6 z 36 identifikovanych sfingolipidt. Pro Cer, HexCer a Hex2Cer
byla métena konkrétni sfingoidni baze 18:1;02, v tabulce je uvedena pouze zakladni anota¢ni

aroven CN:DB.
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Tabulka 13 Neparametrické testovani ziskanych dat — median, mezikvartilové napéti, mira

velikosti uc¢inku, p-hodnota a vyznamnost

p_

Lipid Skupina Pocet Median [nmol/ml] 1QR [nmol/ml] FC hodnota Vyznamnost
1 2 1 2 ZK KK ZK KK

Cer 36:1;02 KK ZK 25 25 0,154 0,171 0,088 0,057 1,110 0,209

Cer 40:1;02 KK ZK 25 25 1,385 1,293 0,401 0,344 0,934 0,158

Cer 41:1;02 KK ZK 25 25 1,330 1,196 0,234 0,403 0,899 0,126

Cer 42:1;02 KK ZK 25 25 5,607 4,784 1,370 1,420 0,853 0,037 *
Cer 42:2;02 KK ZK 25 25 2,547 2,862 1,000 0,810 1,124 0,289

Cer 43:1;02 KK ZK 25 25 0,343 0,300 0,092 0,127 0,875 0,418

Hex2Cer 34:1;02 KK zZK 25 25 3,461 4,540 0,699 1,325 1,312 0,003 faled
Hex2Cer 42:2;02 KK zZK 25 25 0,653 0,719 0,160 0,197 1,101 0,325

HexCer 34:1;02 KK zZK 25 25 2,017 2,316 0,539 0,916 1,148 0,202

HexCer 34:1;03 KK zZK 25 25 0,390 0,332 0,122 0,102 0,851 0,117

HexCer 36:1;02 KK zZK 25 25 0,293 0,260 0,107 0,120 0,887 0,985

HexCer 38:1;02 KK zZK 25 25 0,276 0,263 0,083 0,129 0,953 0,316

HexCer 40:1;02 KK zZK 25 25 1,991 1,834 0,523 0,367 0,921 0,071

HexCer 41:1;02 KK zZK 25 25 0,878 0,837 0,358 0,221 0,953 0,247

HexCer 42:1;02 KK zZK 25 25 2,495 2,208 0,635 0,646 0,885 0,092

HexCer 42:2;02 KK zZK 25 25 1,903 2,329 0,436 0,985 1,224 0,052

SM 32:1;02 KK ZK 25 25 14,468 12,155 4,676 2,963 0,840 0,164

SM 33:1;02 KK zZK 25 25 7,829 6,932 2,502 1,716 0,885 0,407

SM 34:0;02 KK zZK 25 25 5,582 5,142 0,659 1,589 0,921 0,263

SM 34:1;02 KK zZK 25 25 142,263 151,639 17,254 38,712 1,066 0,551

SM 34:2;02 KK zZK 25 25 20,737 20,882 3,887 5,944 1,007 0,590

SM 35:0;02 KK zZK 25 25 0,535 0,664 0,197 0,287 1,241 0,316

SM 35:1;02 KK zZK 25 25 3,653 3,660 1,199 1,382 1,002 0,954

SM 36:1;02 KK zZK 25 25 25,113 26,335 7,186 7,384 1,049 0,603

SM 36:2;02 KK zZK 25 25 11,813 12,316 2,265 4,518 1,043 0,672

SM 37:1;02 KK zZK 25 25 0,749 0,996 0,505 0,745 1,330 0,325

SM 38:2;02 KK zZK 25 25 4,223 3,940 1,826 2,168 0,933 0,464

SM 39:1;02 KK zZK 25 25 4,773 3,797 2,128 2,058 0,796 0,014 *
SM 40:1;02 KK zZK 25 25 17,255 14,825 6,377 9,725 0,859 0,112

SM 40:2;02 KK zZK 25 25 15,876 15,177 4,748 6,379 0,956 0,316

SM 41:0;02 KK zZK 25 25 0,638 0,589 0,101 0,172 0,923 0,112

SM 41:1;02 KK ZK 25 25 9,463 7,453 2,389 4,123 0,788 0,035 *
SM 42:1;02 KK zZK 25 25 17,081 15,559 2,679 5,859 0,911 0,043 *
SM 42:2;02 KK ZzZK 25 25 49,849 52,418 8,243 21,448 1,052 0,441

SM 43:1;02 KK ZK 25 25 1,261 1,009 0,326 0,381 0,800 0,029 *
SM 43:2;02 KK ZK 25 25 2,255 2,058 0,678 1,096 0,913 0,564
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Nejvétsi  rozdily v koncentracich byly nalezeny u Cer 18:1;02/24:0,
Hex2Cer 18:1;02/16:0, SM 39:1;02, SM 41:1;02, SM 42:1;:02 a SM 43:1;02.

Krabicové grafy téchto nejvice dysregulovanych sfingolipidii jsou ukazany na
obr. 44a. Kazda tecka v tomto grafu reprezentuje jednotlivy vzorek, z ¢ehoz je patrné, jak jsou
jednotliva data distribuovana. Koncentrace lipidit pro skupinu KK jsou znaceny cervené a
koncentrace kontrolni skupiny ZK modfe, pfi¢emz je osa y v logaritmickém méfitku. Z téchto
grafii je patrné, ze vétSina lipidi je ve vzorcich rakoviny down-regulovana, kromé lipidu
Hex2Cer 18:1;02/16:0. Tento lipid vykazuje opacny trend, jeho koncentrace je ve vzorcich
rakoviny zvysena a tato zmeéna je statisticky nejvyznamnéjsi. Cirkuldrni dendrogram s teplotni
mapou (obr. 44b) je typem shlukové analyzy, barvy zde vyjadiuji koncentrace studovanych
lipidli, Cervend barva demonstruje vyssi koncentrace a modrd naopak koncentrace nizsi, a
cervené tecky oznacuji vzorky KK a modré pak ZK. Dendrogram opét ukazuje pomérné
pekné rozdéleni obou studovanych skupin a dokazuje vyznamnost téchto 6 dysregulovanych
lipidd, jejichz koncentrace se vlivem rakoviny méni, a tudiz by mohly byt potencialné vyuzity
pro detekci rakoviny z krve. Zmény v koncentracich téchto lipidi mohou byt spojeny bud’
S progresi rakoviny a jejim metabolismem nebo mohou byt zplsobeny odezvou imunitniho
systétmu. Pro potvrzeni konkrétni hypotézy by bylo potieba provést dalSi biologické a
analytické experimenty (méfit aktivitu pfisluSnych enzymi zodpovédnych za tvorbu téchto
specifickych lipid,, pfipravit adekvatni experiment na bunéfnych a zvifecich

modelech, apod.).
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Obrazek 44 a Krabicové grafy a b cirkularni dendrogram s teplotni mapou nejvice

regulovanych sfingolipida v lidské plazmé pacienti s kolorekralnim karcinomem
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ZAVER

V této praci byla optimalizovana a validovdna shotgun metoda na hybridnim
analyzatoru QTRAP se zavadénim vzorku pomoci FIA pro analyzu vybranych sfingolipidd,
konkrétné SM a koncentraéné méné zastoupenych Cer, HexCer a Hex2Cer, ve vzorcich lidské
plazmy.

V ramci diplomové prace byly porovnavany Ctyfi extrakéni protokoly a nejlepSich
vysledk bylo dosazeno pii pouziti extrakce podle Folche. Pro FIA zavedeni vzorku byl
pouzit kapalinovy chromatograf, pti¢emz nadavkované mnozstvi ¢inilo 50 pl 300x fedéné
plazmy a optimalni pritok mobilni faze pro vlastni analyzu byl < 10 pl/min. Dale byly
optimalizovany MS podminky na dvou hmotnostnich spektrometrech. Prvnim byl hmotnostni
spektrometr XEVO TQD strojitym kvadrupdlem a druhym hmotnostni spektrometr
QTRAP 6500. Hmotnostni spektrometr QTRAP 6500 poskytl mnohem vyssi citlivost a
kvalitu zdznamu spekter, tudiz bylo rozhodnuto, ze veskeré dalsi analyzy budou provadény na
ném, véetné validace analytické metody a zméfeni mensi kohorty klinickych vzorkd.

V piipad€ validace byly hodnocenymi parametry kalibracni kiivka a jeji linearita,
pfesnost, spravnost, extrakéni vytéZznost, matricni efekt, selektivita, pamétovy efekt a
opakovatelnost. Na zakladé¢ vysledki z validace bylo ovéfeno, Ze vyvinuta metoda je
aplikovatelna pro spolehlivou a komplexni lipidomickou kvantifikaci SM, Cer, HexCer a
Hex2Cer. Ve standardnim referenénim materidlu NIST SRM 1950 bylo metodou
identifikovano a nasledné kvantifikovano 39 sfingolipidi, z ¢ehoz 10 bylo pod limitem
kvantifikace. Pfi porovnani nalezenych koncentraci a dat z literatury bylo zjisténo, Ze jsou
vysledky velmi dobfe srovnatelné. Rovnéz byla demonstrovana diilezitost pouziti vhodného
interniho standardu, ktery ma spolecné stypem kvantitativniho lipidomického pfistupu
vyznamny vliv na ziskané hodnoty zjiSt€énych molarnich koncentraci jednotlivych lipida
Vv méfenych vzorcich.

Po optimalizaci, validaci a ovéfeni vSech potfebnych parametrii byla metoda vyuzita
pro lipidomickou analyzu klinickych vzorkd lidské plazmy 25 pacienti s kolorektalnim
karcinomem a u 25 zdravych kontrol. V ramci téchto méfeni bylo v plazmé identifikovano a
nasledné kvantifikovano 36 sfingolipidi. Nasledn¢ byly na ziskana data aplikovany PCA
a OPLS-DA modely, jenz prokazaly, ze kontrolni vzorky jsou ¢aste¢né separovany od vzorkt
pacientll s rakovinou, pfi¢emZ supervizovana OPLS-DA metoda dokazala jednotlivé skupiny

rozlisit se spravnosti 82%. Neparametrickym testovanim bylo nasledné urceno 6 statisticky

vyznamnych lipidi, z nichz Cer 18:1;02/24:0, SM 39:1;,02, SM 41:1;02, SM 42:1;02 a
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SM 43:1;02 byly u vzorkt ziskanych od pacientd s rakovinou V porovnani se zdravymi
kontrolami snizeny. Naopak koncentrace Hex2Cer 18:1;02/16:0 byla u pacientl
s kolorektalnim karcinomem vyssi. Pro lep$i vizualizaci koncentra¢nich zmén téchto lipida
byly finaln¢ sestrojeny krabicové grafy a jejich dulezitost byla potvrzena tvorbou
charakteristickych shlukii v cirkularnim dendrogramu s teplotni mapou.

Je dulezité poukdzat na to, Ze v této praci bylo zahrnuto pouze malé mnozstvi
klinickych vzorkti a zjisténé dysregulace, jejich potencial pro detekci rakoviny nebo
monitorovani terapie, by mély byt v budoucnosti peclivé vyhodnoceny na vétsi prospektivni

kohortée.
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