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ANOTACE

Tato prace je zaméfena na analyzu kyselych glykosfingolipidi z plazmy s vyuzitim
MALDI hmotnostni spektrometrie. V teoretické ¢asti jsou strucné popsany biologické funkce
studovanych lipidt v lidském organismu a obecny pifehled metod k jejich analyze zalozenych
zejména na hmotnostni spektrometrii. V praktické ¢asti jsou diskutovany jednotlivé kroky op-
timalizace zahrnujici porovnani vhodnych extrakénich protokolii a piipravy vzorku
pied MALDI analyzou. Dllezitou Casti je validace optimalizované metody a ovéteni jeji funkc-
nosti pro kvantitativni analyzu. Optimalizovana a validovana metoda je finalné pouzita pro mé-
feni standardniho referencniho materialu NIST lidské plazmy SRM 1950. Vysledky jsou srov-

nany s dostupnymi tdaji v literatute.

KLIiCOVA SLOVA

glykosfingolipidy, plazma, extrakce, hmotnostni spektrometrie, MALDI,

ANOTATION

This thesis is focused on the analysis of acid glycosphingolipids from plasma using
MALDI mass spectrometry. The theoretical part briefly describes the biological functions
of the studied lipids in human organism and a general overview of methods for their analysis,
mainly mass spectrometry. In the practical part, the individual steps of optimization are dis-
cussed, including the comparison of suitable extraction protocols and sample preparation before
MALDI analysis. An important part is the validation of the optimized method and the verifica-
tion of its functionality for quantitative analysis. The optimized and validated method is finally
used to measure the standard reference materiel NIST human plasma SRM 1950. The results

are compared with available data in the literature.
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UvVOD

Kyselé (glyko)sfingolipidy jsou velmi Gizce orientovana skupina lipidd, které jsou v sou-
Casnosti ¢im dal vice predmétem zajmu, jelikoz se ucastni dilezitych biologickych funkci v lid-
ském organismu. Zména jejich koncentra¢ni hladiny je spojovana se zménou patologického
stavu organismu, takze neni divu, Ze jsou tyto slouCeniny zvazovany jako potencialni biomar-

kery riznych onemocnéni.

Hlavni podskupinou, na kterou se prace orientuje jsou sulfatidy (monohexosylsulfatidy;
SHexCer a dihexosylsulfatidy; SHex,Cer) a gangliosidy (monosialodihexosylceramidy; GM3).
Vétsina analytickych metod pro jejich analyzu je zalozena na hmotnostni spektrometrii,
zejména v kombinaci s kapalinovou chromatografii. Nicméné¢ lze pro tento ucel vyuzit i metody
bez separace. Vzhledem k iontovému charakteru studovanych sloucenin je nejvhodné;jsi ioni-
zace elektrosprejem (ESI) nebo ionizace/desorpce laserem za G¢asti matrice (MALDI) v rezimu
zdznamu zépornych iontd. Pfistupy bez chromatografie vedou sice k rychlej§im analyzdm,
ale obvykle se zde vyskytuje silny matri¢ni efekt, vzhledem k tomu, Ze jsou vSechny ionty io-
nizovany ve stejny ¢as. Déle je nezbytné vyuzit hmotnostni analyzator s vysokou rozliSovaci
schopnosti, aby byly v hmotnostnich spektrech jednotlivé ionty rozliSeny. Pocet ionizovanych
molekul 1ze snizit selektivni extrakei nebo vyuzitim vhodné selektivni MALDI matrice. Roz-
hodujici tlohu potom hraje validace, ktera prokaze, zdali jsou metody vhodné pro kvantitativni,

semi-kvantitativni nebo pouze kvalitativni analyzy.

V diplomové praci jsou vyuzivany a podle potfeby upraveny jiZ publikované extrakéni po-
stupy, které se v praci modifikuji pro zvySeni poctu identifikovanych a kvantifikovanych sul-
fatidti a gangliosidti v plazmé [1] [2] [3] .Cela prace je postavena na optimalizaci Folch extrakce
a extrakci tuhou fazi s oktadecylem jako sorbentem. Klicovym parametrem je vychozi objem

extrahované plazmy a finalni rozpousténi extraktu.
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1 Teoreticka ¢ast
1.1 Lipidy

Lipidy lze charakterizovat jako rozmanitou skupinu molekul s fadou biologickych
funkci. V soucasnosti je zndmo osm zékladnich kategorii lipidt, pficemz kategorie jsou defi-
novany na zaklad¢ totozného skeletu molekuly (naptiklad molekula lipidu obsahuje sfingoidni
bazi = sfingolipidy). Jmenovit¢ jde o mastné acyly, glycerolipidy, glycerofosfolipidy, sfingoli-
pidy, steroly, prenoly, sacharolipidy a polyketidy [4]. Prace se zamétuje na skupinu kyselych
glykosfingolipidt (aGSL, acidic glycofsfingolipids), konkrétné€ na sulfatidy a gangliosidy, které
patii mezi hlavni zastupce aGSL v lidském organismu. Tyto lipidy jsou definovany ptitomnosti
kyselé polarni skupiny, konkrétné sulfatové (sulfatidy) nebo karboxylové skupiny v sachari-
dové casti molekuly lipidu [4] [5]. Blizsi vysvétleni struktury a dalSich parametri je uvedeno

na dal$ich stranach.

Lipidy v organismu zastupuji rozmanité funkce. Jsou soucasti biologickych membran,
slouzi k transportu informaci a jako zdroj energie. Jsou brany jako rtizné ukazatele patologic-
kych stavil v organismu. Ptikladem miiZze byt stanoveni triacylglycerolu a celkového choleste-
rolu, LDL-cholesterolu a HDL-cholesterolu v ptipad¢ metabolické poruchy tvorby transport-
nich lipoproteint, které slouzi k transportu lipidii do buiiky a do jater, kde dochazi k jejich me-
tabolizaci. Pfipadné stanoveni koncentrace konkrétnich skupin lipidl slouZi jako ukazatel sa-
motného defektu premény lipidu v jatrech [6] [7]. Soucasné trendy umoznuji sledovani kon-
centrace lipidil v plazmé, tkanich a dalSich biologickych materidlech za Gcelem diagnostiky

rakovinnych onemocnéni a dalSich patologickych stavi [8, 9].
1.2 Vyznam lipidi v patologickém screeningu

Pted samotnou specifikaci struktury, biologického vyznamu, metabolismu gangliosida
a sulfatidt je nutné poskytnou zakladni informace, pro¢ mize lipidomické analyza slouzit k in-
dikaci rtiznych patologickych stavii organismu, napt. k v€asné diagnostice nadorovych one-

mocnéni [1][11]

Lipidomika, ktera je v podstaté soucast metabolomiky, je poslednim krokem v kaskadé
metbolicickych ptistupli (Obrazek 1). Lipidy spolecné se sacharidy a proteiny patii mezi za-

kladni stavebni slozky bun¢k v lidském organismu. Veskeré lipidy podléhaji pfesné uréenym
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metabolickym procestim, které urcuji co se s danym lipidem stane, jak je degradovan, synteti-
zovan, preménén atd. Lipidové metabolické procesy jsou fizeny enzymatickymi cestami [10].
Je zndmo, Ze enzymy jsou tvofeny bud’ pouze bilkovinou, nebo bilkovinou slozkou a kofakto-
rem (nebilkovinna slozka; napiiklad NADH+ -donor protonti do enzymatické reakce). Piesna
informace o funkci enzymu, jak mé byt syntetizovan (piesné poradi aminokyselin) je uloZena
v genomu buiiky. V ptipadé fyziologického pribéhu probihd proteosyntéza a opravné procesy
syntézy enzymu v poradku a enzym plni svoji funkei [11]. V piipadé rakovinného bujeni do-
chézi ke zméné genetické informace buiiky a s tim i syntézy enzymu. MlZe se zménit geneticky
kéd enzymu (enzym nedé€la co md), mize dojit k jeho nadmérné proteosyntéze, nebo oboji do-
hromady. Pokud je zménéna funkce enzymu, dochazi ke vzniku novych metabolitd (lipidd),
které 1ze vyuzit k identifikaci nadorovych onemocnéni. Ptipadn€ dochazi ke zvyseni nebo sni-
zeni exprese dané molekuly lipidu, coZz mizZe opét indikovat zménu patologického stavu.
Vsechny tyto kauzality 1ze pti pochopeni biochemickych procesti na urovni metabolickych drah

vci nddorovych onemocnéni [11] [12].
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Obrazek 1 — Princip metaboliky [10]



1.3 Kyselé glykosfingolipidy

Mezi nejzastoupenéj$i aGSL v lidské plazmé patii sulfatidy a gangliosidy GM3. Obecné
obé skupiny disponuji zdkladnim skeletem hydrofébniho ceramidu. Rozdil v sulfatidech a gan-
gliosidech je na zdklad¢ pfitomnosti poctu polarnich monosacharidovych slozek vézanych
na ceramid a zejména pak piitomnosti specifickych kyselych funk¢nich skupin. U sulfatidi
je to pritomnost sulfatové skupiny vazané na sacharidouvou slozku. U gangliosidi je to ptitom-
nost kyseliny neuroaminové (sialové). Pro lepsi predstavu jsou na Obrazcich 2 a 3 uvedeny
struktury pro dva vybrané lipidy, mono-Sulfo Galactosyl(83) Ceramid (18:1;02/24:0) a mono-
sialodihexosylgangliosid (GM3) (18:1;02/24:0) [1] [3]. V ptipad¢ sulfatidt se v lidském orga-
nismu nejcastéji studuji galactosylsulfatidy, které obsahuji jednu monosacharidovou jednotku
s jednou sulfatovou skupinou. Druhou nej€astéjsi skupinou jsou lactosylsulfatidy, které obsa-
huji dvé monosacharidové jednotky. U gangliosidil jsou struktury rozmanitéjsi a v literatute

nalezneme ¢lanky, které se zabyvaji gangliosidy s riznymi pocty zékladnich monosacharido-

vych jednotek i sialovych kyselin [14, 15] [16].

o
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X 3 (6] [e)
NH H OH
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CERAMID
HEXOSA

SULFONOVA KYSELINA

Obrazek 2 — Struktura sulfatidu: Mono-Sulfo Galactosyl(3) Ceramid (18:1;02/24:0)
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Obrazek 3 — Struktura gangliosidu GM3: monosialodihexosylgangliosid (18:1;02/24:0)
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Skupina gangliosidil je rozdélena do skupin (sérii) na zakladé¢ mnozstvi a typu monosa-
charidovych jednotek vazanych na ceramidu, zaroven zna¢nou roli hraje i poloha kyseliny neu-
roaminové (Obrazek 4) [14] [20]. V ceramidové Casti se pak jednotlivé sulfatidy a gangliosidy

lisi typem ceramidové baze, délkou N-acylu, poctem nasobnych vazeb a hydroxyla [14].
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Obrazek 4 — Déleni gangliosidt [17]
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1.3.1 Metabolismus sulfatidii a gangliosidii v organismu

Pti syntéze sulfatidii a gangliosidl je pocatecni slozkou ceramid, na dalSich stranach
jsou popsany jednotlivé kroky jejich syntézy. Metabolismus lipidii je velmi komplexni, jak
je patrné z Obrazku 5, ktery demonstruje, ze i syntéza glykosfingolipidii zahrnuje spoustu en-
zymu. Porucha byt jediného enzymu muze vést ke zméné patologického stavu, ktery vede k ne-

zadoucim déjam v organismu [18].

Diky reverzibilnim reakcim, jak je uvedeno na Obrdzku 5, 1ze sulfatidy a gangliosidy
ptrevést na odlisné lipidové tiidy a podtiidy. Hlavni reakéni mezi slozkou je opét ceramid. Z ce-
ramidu jsou poté syntetizovany odlisné glykolipidy s odliSnymi monosacharidovymi jednot-
kami, dale pak i sfingomyeliny aj [18] [19]. Degradac¢ni procesy probihaji pies ceramid, kdy ce-
ramid ptfechazi na sfingozin, sfingozinfosfaty, fosfoethanolaminy, hexadecanal. Nasledné
jsou tyto latky podle potieby zpracovany v organismu, znovu pouzity k syntéze vychozich la-

tek, pfipadné dal degradovany a vylouceny [18].

Palmitoyl-CoA + serin

\
3-ketosfingozin

De novo syntéza

Sfinganin

\
Dihydroceramid

Sfingomyeln CI‘ 1{ AMII) Galactosylceramid

00@«\'4' l T STllf}tid

Glukosyleeramid

(3‘/'& e l T

Laktosyleeranud

Degradace Ganghosidy, Globosidy

syntéza novych fosfoestert
Hexadekanova kyselina

(kyselma palmova)
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Obrazek 5 — Schéma metabolickych cest glykosfingolipidi, sfingolipidt a fosfosfingolipida [18, 20,
21]
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1.3.1.1 Metabolismus sulfatidu

Obecna syntéza sulfatidi zac¢ina u ceramidu (Obrazek 6). Z ceramidu za Gc¢asti enzymu ce-
ramidgalaktosyl transferazy (CGT) a UDP-galaktézy dojde k ptfipojeni galaktézy na ceramid
a vznikd galaktosyl-ceramid. Tato reakce je reverzibilni za pouziti Galaktocerebrozidazy
(GALC). Po odstépeni monosacharidu z UDP se ptipoji dalsi monosacharid a syntéza se opa-

kuje podle potieby. (Endoplazmatické retikulum) [22][23][20].

Z GalCer a 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu (PAPS) s pouzitim enzymu cerebrosid sul-
fotransferdza (CST) dojde k pfipojeni sulfonové kyseliny a dojde tak ke vzniku sulfatidu,
zpétné lze sulfatid prevést na GalCer pomoci enzymu arylsulfatdzy (ARSA) (Golghiho aparat)
[22] [20].
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Obrazek 6 — Syntéza sulfatidi [22]
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1.3.1.2 Metabolismus gangliosidi

Pro piipojeni sacharidovych slozek k ceramidu slouzi enzym glukosyltransforaza a ga-

lactosyltransferaza s icasti UDP (uridinfosfat) (Endoplazmatické retikulum) [12] [13] [25][27].

Pfipojeni kyseliny neuroaminové (sialové kyseliny;SA) probiha za ucasti gangliosid
synthaz (pro GM3:GM3 synthdza), kdy donorem kyseliny neuroaminové je sodna sul kyseliny
sialové ptipojené na cytidinmonofosfatu (CMP-Neu5Ac). (Golghiho aparat) [12] [13][25] [27].
Pro ilustraci jsou v Tabulce 1 uvedeny vybrané enzymy a piisluSna onemocnéni, které jsou

v literatufe spojeny s poruchou téchto enzymtl.

Tabulka 1 — Enzymy v metabolismu sulfatidii a gangliosidii — funkce a onemocnéni

Enzym Onemocnéni Zdroj

CGT Nieman-Pick onemocnéni typu A [27]

Metachromaticka leukodystrofie

CST Rakovina ledvin, ovarii [28]

SniZend inzulinova rezistance

GALC Krabbeho choroba [29]

ARSA Metachromaticka leukodystrofie [30]

Nervova onemocnéni: neuropatie aj

GM3 synthaza Amish infantilni epilepsie [31]
Sialidaza Rtzné druhy rakovin [32]
GM1 B-galktosidaza Morquio B syndrome [33]

23



1.3.2 Biologické funkce sulfatidi

Zékladni funkce sulfatida jsou nasledujici:

e Adheze na imunoprotektivni buiikky v rdmci rozpadu bunéénych membran (imunoprotek-
tivni) [35] [36].

e Rozpoznavani cizorodych struktur — bakterie, viry (imunoprotektivni) [22] [34].

e Jsou soucasti transportnich membranovych proteinti -vazani iontl, kladné nabitych ¢asti mo-
lekul a ovliviiovani jejich transportu (homeostaza a transport) [36].

e Udrzovani integrity membran (strukturni) [10] [11] [38].

Nejvyssi zastoupeni sulfatidii je v CNS, slezin€ a ledvinach [22]. V CNS jsou sulfatidy
ulozeny v myelinové vrstveé, kterd pokryvd axon nervu (Obrdazek 7). Zastoupeny jsou
zde zejména sulfatidy s dlouhymi nenasycenymi hydroxylovanymi mastnymi kyselinami
(C22/24). Zména kompozice alkylového fetézce mize mit odlisné funkce. Bylo prokazano,
ze v ptipad€ zkraceni fetézce na isoformu C18 dochazi k degenerativnim onemocnénim [22].
Ptiblizné 30 % myelinové vrstvy tvofi jenom sulfatidy a cerebrosidy (neutralni glykosfingoli-
pidy). Dilezitou funkci zastupuji jako strukturni slozka v myelinové vrstvé, udrzuji spolecné
s ostatnimi lipidy integritu axonové membrany, slouzi k pfedavani informaci a také hraji velkou
roli v pfipadé€ rozpadu myelinové vrstvy (zanét) [37, 38]. Sulfatid je v takovémto ptipad¢ na-
vazan na imunoprotektivni buiiky (glia) pomoci specifického proteinu (L-selektinu), kdy na-
sledn¢ dojde ke spusténi obranych mechanismt imunitniho systému (obrazek 8). Opakovany
a dlouhodoby rozpad a zména kompozice alkylového fetézce miiZze naznaCovat i chronické neu-

rodegenerativni onemocnéni, jako Parkinsonovu chorobu a sklerézu [22] [36] [38].
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Obrazek 7 — Struktura axonové membrany [22]

V ledvinach jsou sulfatidy soucasti membran ledvinovych bunék, nejvyssi koncentrace
dosahuji v distalnich ¢astech nefronu, nejzastoupenéjsi je C18:0 isoforma [39]. Diky svému
zapornému naboji je sulfatid schopen vazat nékteré kationty, které jsou vylucovany do moco-
vych cest a zpétné umoznit jejich reabsorbci. Zmiflovany je zejména amonny kation. Pfebyte¢né
protony vlivem metabolické acidozy jsou v organismu pufrovany a béhem renalni filtrace jsou
vazany ve form¢ amonnych kationtl, tyto amonné kationty jsou béhem ledvinové filtrace né-
kolikrat reabsorbovany a vylouceny [40]. V soucasné dobé& je potvrzeno, Ze amonné kationty
jsou zpétné reabsorbovany membranovymi transportnimi proteiny (iontové kanaly), které ob-
sahuji ve svém okoli sulfatidy a umoziuji transport amonnych iontt, dal§i vyzkum na toto téma
stale probiha [41]. Stejné jako v CNS slouzi sulfatidy jako indikatory rozpadu bunék, kdy od-

trZzeny sulfatid je vazan na specificky protein (L-selektin) imunoprotektivnich bunék a udava

tak ndznak imunitnimu systému zanét, patogenezi atd. [22] [41].

Ve slinivce nalezneme sulfatidy v beta bunikach Langerhansovych ostrivkid. V beta
buiidch jsou pfitomny zejména sulfatidy s hydroxylovanymi nenasycenymi mastnymi
kyselinami [22]. Tyto beta buniky organizuji sekreci insulinu a fadu dalSich peptidt. Mezi hlavni
funkci sulfatidd patii ovliviiovani sekrece inzulinu, Uc€astni se syntézy proinzulinu a tim
tedy syntézy inzulinu obecné [36]. Sulfatid je potiebny k aktivaci ATP-senzitivnich kanalu

pro draselné ionty a iontovych kandlli pro vapenaté ionty, kdy nésledné prob&hne tada
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biochemickych procest findlné vedouci k sekreci inzulinu. Inzulin je gluk6zové dependetni,
to znamena ze jeho sekrece je zejména ovlivilovana koncentraci glukozy v krvi, nicméné cela
sekrece je ovliviilovdna fadou faktorti (i pfitomnosti sulfatidii) a v pfipadé nadmérné nebo

nedokonalé expresi sulfatidt pfispivaji k patologickym staviim [22] [36].

1.3.3 Biologické funkce gangliosidi

Gangliosidy jsou piitomny ve vSech tkanich [33]. Jsou nejCastéji lokalizovany na vnéjsi
plazmatické membrané v uskupenich zvané mikrodomény (lipidové rafty), coz je struktura gly-
kosfingolipidii a proteinovych receptorti. Tato uskupeni ovliviiuji membranovou fluiditu, ¢ili
transport latek ptes plazmatickou membranu (zejména iontll) a urcitou roli zastavaji i v neuro-
transmisi [25] [42] . Nedostatecné produkce gangliosidii mé urcitou spojitost s Alzheimerovou

chorobou, Parkinsonovou chorobou, skler6zou, mrtvici a epilepsii [25].

Dalsi funkei je vliv na ristovy cyklus bunék, toto ovlivnéni koordinuje zejména GM3
(ovliviiovanim ristovych faktorit). V soucasnych studiich je potvrzeno, ze vysoka exprese gan-
gliosidli souvisi s nddorovym onemocnénim. V piipad¢ rakovinového bujeni se rakovinna
bunka snazi zvySenou expresi gangliosidll (zejména GM3) indukovat ristové faktory a podpofit
tak svij rust [42] [43] [44] [45]. V soucCasnosti se vysoka exprese GM3 potvrdila v ptipadé

rakoviny prsu a mo¢ového méchyie[46] [47].
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1.4 Metody lipidomické analyzy

1.4.1 Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci patii mezi nejpouzivanéjsi techniky
soucasnosti k analyze biologickych vzorki, jak ve védecké sfére, tak klinické. V soucasnosti
se k této kombinaci pfistupuje diky své robustnosti, citlivosti, schopnosti analyzovat velky po-
¢et biomolekul v jediném vzorku a ziskani reten¢nich parametri, které jsou velmi uzite¢nou
dopliyjici informaci k hmotnostnim spektriim. Nejvétsi rozmach v této kombinaci piineslo ob-
jeveni elektrosprejové ionizace (ESI) a chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Na-

sledn¢ budou popsany zékladni principy obou technik, jak separacnich tak hmotnostnich [48].

1.4.1.1 Kapalinova chromatografie

Jedna se o separacni techniku, kde dochazi k ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a sta-
cionarni fazi. Tuto rovnovahu lze vyuzit k rozdéleni latek v zavislosti na ¢ase. Stacionarni faze

ma funkci zadrzovani analytu a mobilni faze unaSeni analytu k detektoru. [49-52].

Kategorizace kapalinovych separacnich technik je rozsahla a lze ji brat z urcéitych uhla
pohledu. Pro lipidom jsou pouZzivany ctyti zakladni mody separacnich technik. Mezi tyto za-
kladni médy patii: kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi (RP-LC), kapalinova chro-
matografie s normalnimi fazemi (NP-LC), chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC) a su-

perkritickd fluidni chromatografie (SFC) [49-52] .

RP-LC je nejbézngjsi technikou pouzivanou v lipidomice a je zaloZena na interakci ne-
polarni stacionarni faze (C18, C8) s nepolarnim fetézcem mastnych kyselin lipidi. Dllezitou
roli hraje 1 volba mobilni faze. Jako mobilni faze se pouzivaji takova rozpoustédla, aby byla po-
1arn€;jsi nez stacionarni faze. Piikladem je ACN, voda, metanol, isopropanol nejcastéji s primesi
vhodného pufru nebo slabé kyseliny, jako je kyselina mravenci, octova aj. Pfevazné dominuje
gradientova eluce, jelikoZ se analyzuje velké mnoZstvi molekul. Separace s vyuZitim RP se po-
uziva k rozd€lovani lipidu na zaklad€¢ délky nepolarniho fetézce, poctu ndsobnych vazeb,
ale 1 podle typu polarni hlavy lipidu. Je mozno sledovat i isomerii, ¢ili odliSit dvé molekuly

se stejnym sumarnim vzorec, ale odliSnym uspofadani alkylového fetézce lipidu [49, 52].
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NP-LC vyuziva siln€ polarni stacionarni fazi tvofenou nejcastéji silikagelem. U normal-
nich fazi je definice takova, Ze sorbent musi byt polarnéjsi nez mobilni faze. Jako mobilni faze
se pouziva methanol, hexan, isopropanol. Touto technikou Ize odlisit lipidy podle poc¢tu nasob-

nych vazeb, polohou, cis/trans izomerii a regioizomerie [53, 54].

HILIC déli latky podle polarni ¢asti lipidu. U lipidd je vysledny chromatogram rozdélen
podle jednotlivych lipidovych skupin podle ptitomnosti totozné polarni ¢asti. Jako loze se po-
uziva nejcastéji kolony s kiemikem (Si). Mobilni faze jsou riznorodé, nicméné opét dominuje
gradientova eluce, jako slozky mobilni faze se nejcastéji voli voda, ACN s pfimési kyseliny

octové, acetat amonny aj [16, 50, 51, 53]

SFC umoziuje délit lipidy jak polarni, tak nepolarni ve velmi kratkém case. Stacionarni
faze obsahuje jak nepolarni skupiny, tak polarni skupiny. Mobilni faze je nadkritick4 tekutina,
nejcastéji COz. Pro zlepSeni retencnich a délicich vlastnosti se pfidavaji modifikatory
jako je methanol nebo voda s pfimési soli (octan amonny) a pomér celkového slozeni modifi-

katorti se béhem separace méni [50].
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1.4.1.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda, kterd poskytuje rozliSeni ionti
podle hmotnosti ku naboji (m/z). Hmotnostni spektrometry, tedy zatfizeni k tomuto urcené,
ma tii zékladnich ¢asti: ionizacni zdroj, hmotnostni analyzator a detektor. Nedilnou soucasti
je 1 vakuova technika pro vytvoreni vakua, pro lipidomiku se vyuzivaji techniky ionizace za at-
mosférického tlaku, v samotnych analyzatorech je pak aplikovano vakuum. Tyto ¢asti jsou dale
dé€leny na jednotlivé zastupce dle principu fyzikalné-chemickych procest ionizace, separace

iontl a konstrukce analyzatoru. [53][55].

1.4.1.2.1  Ionizacni techniky

V soucasnosti se vyuziva n€¢kolik ionizac¢nich technik v zavislosti na charakteru ionizo-
vanych molekul a aplikaci. Zakladni rozdéleni je na tvrdé a meékké ioniza¢ni techniky, pfi Cemz
déleni do téchto dvou skupin je na zaklad€ pouzité energie pii ionizaci. V piipad¢ tvrdé ionizace
dochazi krom¢ vzniku molekularnich ionti i k vyrazné fragmentaci v diisledku ziskaného pte-
bytku energie. Do této skupiny patii elektronova ionizace (EI), ktera je nejvice spojovéana s ply-
novou chromatografii. V ptipad¢ nizsi ioniza¢ni energie hovorime o mekkych ioniza¢nich tech-
nikach. V tomto piipad¢ casto fragmentové ionty v zédkladnich hmotnostnich spektrech nepo-
zorujeme. Nicméné zaleZzi na typu molekuly a vazebnych sildch mezi jejimi atomy.
Mezi tyto techniky patii ionizace pracujici za atmosférického tlaku: elektrosprejové ionizace
(ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace pracujici z aatmosfe-
rického tlaku (APPI). Dale sem spadd ionizace/desorpce laserem ucasti matrice (MALDI),

kterd mize pracovat za atmosférického tlaku i za vakua. [56] [57] [58].

Pro spojeni se separacnimi technikami v on-line uspotfddani se vyuzivaji zejména ESI
a APCI, ptipadné APPI. MALDI je kategorizovana jako technika bez on-line separace. Nejcas-
t&i v lipidomice nachédzi uplatnéni ESI a APCI, avSak pro nckteré specifické aplikace,

napf. zobrazovani tkani, je vhodné&jsi pouzit MALDI [58].
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1.4.1.2.1.1 Elektrosprejova ionizace

ESI patii mezi ,,m¢kké* ioniza¢ni metody, které poskytuji vétsinou zakladni hmotnostni
spektra bez fragmentace, a tedy i dodatecnych informaci o struktufe iontii (molekul). Tento
nedostatek 1ze eliminovat spojenim ESI a tandemové hmotnostni spektrometrie (ESI-MS/MS)

[58] [59] [60].

Princip je zalozen na prachodu kapaliny (rozpoustédla) s analytem kapilarou,
na které je aplikované vysoké napéti (2-5 kV), a kterou je tato smés za pomoci dusiku rozpra-
Sovana, ve vzniklych kapickach rozpoustédla s analytem dochazi k odpafovani rozpoustédla,
kapicky kapaliny se zmenSuji a zvétSuje se povrchovy naboj. Rilst ndboje dojde do meze (Ra-
yleightiv limit), kdy se uvolni iont analytu. Molekuly miizeme ionizovat ve dvou zakladnich
rezimech, v rezimu generovani kladn€ nabitych ionti (pozitivni mod) a zdporné nabitych ionth
(negativni méd). Podle volby mddu vznikaji tyto zakladni ionty nesouci informaci o moleku-
lové hmotnosti molekuly [M+H]", [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH4]", [M-H]", [M+HCOO]" atd.

V ptipadé pritomnosti vice polarnich skupin mohou vznikat i vicendsobné ionty. [58] [59] [60].

1.4.1.2.1.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku a fotoionizace za atmosférického

tlaku

Princip je obdobny jako u ESI, nicmén¢ ionizace probihd v plynné fazi. Je zde ptitomna
kapilara, na kterou neni vkladano Zadné napéti a slouzi pouze k vytvoreni aerosolu eluéatu za po-
moci zamlZujiciho plynu (ve vétsiné piipadech dusiku). V. momenté¢ tvorby aerosolu je apliko-
van vyboj z vybojové kapilary (koronové jehly), pfi ¢emz dochazi nejprve k ionizaci mobilni
faze. Nasledné dochazi v plynné fazi k reakcim mezi analytem, mobilni fazi a zmlzujicim ply-
nem. Vysledkem je vznik iontl analytu, které jsou poté usmérnény do hmotnostniho analyza-

toru. U fotoionizace (APPI) je energie k ionizaci dodavana formou UV-zéfeni [56, 60].

APCI a APPI se oproti ESI vyuZivaji pro analyzu stfedné polarnich az nepolarnich li-

pidi, takZe pro analyzu kyselych glykosfingolipidii vhodné nejsou [56, 60].
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1.4.1.2.1.3 Ionizace/desorpce laserem za ucasti matrice

Jedna se o techniku, ktera neni konstruovana pro on-line spojeni se separa¢nima techni-
kami. Velkou vyuzitelnost hraje v biochemické, mikrobiologické a histologické aplikaci pro
studium biomolekul, zejména lipidt a proteinti. Tuto techniku lze vyuzit jak pro polarni, tak ne-
polarni latky v z&vislosti na zvolené matrici. Vzorek je spolecné s matrici (latka schopna ab-
sorbovat energii laseru) nanesen na MALDI tercik. Nasledn¢ na zaschlou skvrnu vysildme,
s vysokou frekvenci, laserové pulsy, pfi¢emz dochazi nejprve k odpareni vzorku. V odpafeném
oblaku dochazi k reakcim mezi matrici a analytem za vzniku iontti, které jsou poté usmérnény

do hmotnostniho analyzatoru [59] [60].

1.4.1.2.2 Hmotnostni analyzatory

Jednotlivé analyzatory jsou déleny dle fyzikalnich procesti déleni iontl a konstrukce.
Mezi tyto fyzikalni procesy patii rizna stabilita oscilaci iontd v magnetickém a elektrickém
poli, odlisné doba letu pro vétsi a malé molekuly, rizna frekvence harmonickych oscilaci v or-

bitalni pasti [63, 64].

Analyzatory Ize dé€lit i podle hmotnostni rozliSovaci schopnosti (RP), coz je veli¢ina,
ktera nam udava, jak je analyzator schopny od sebe odlisit ionty s podobnou hmotou. Analyza-
tory s vysokou rozliSovaci schopnosti dosahuji hodnot hmotnostniho rozliseni od 10 000
do 20 000 000, s nizkym hmotnostnim rozliSenim pak do 3000. Mezi nizko-rozliSujici se fadi
kvadrupdlovy analyzator (Q) a iontové pasti. Mezi vysoko-rozliSujici pak (TOF) cyklotronova
rezonance (FT-ICR), Orbitrap a priletovy analyzator (TOF), zejména v kombinaci s kvadrupo-

lem (QTOF) [63, 64].

Dulezité je taky uvést pojem “mass accuracy®, neboli spravnost uréeni hodnoty m/z.
Jedna se o velicinu, ktera fik4, jak se namétena hodnota hmotnosti iontu 1isi od teoretické hod-
noty hmotnosti iontu v jednotkach ppm. DalSimi parametry jsou hmotnostni rozsah a dyna-
micky rozsah. Hmotnostni rozsah udava rozsah m/z hodnot, pies ktery analyzator miize zazna-

menat spektra. Dynamicky rozsah pak v jakém rozmezi koncentraci je odezva linearni[63, 64].
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1.4.1.2.2.1 Kvadrupolovy analyzator a iontova past

Jedna se o nejrozsitenéj$i hmotnostni analyzatory v soucasnosti, velkou piednostni je

robustnost, snadnd udrzba, mensi naroky na vakuum [63] [64].

1.4.1.2.2.1.1 Kvadrupélovy analyzator

Konstrukéné se sklada ze ¢tyfech kruhovych tyci. Na dvé protilehlé tyce je vlozeno za-
porné stejnosmérné napéti a na zbylé dvé protilehlé tyce kladné stejnosmérné napéti. Zaroven
na vSechny tyCe piisobi vysokofrekvencni stfidavé napéti. Potencidl ty¢i se pak sklada z vyso-

kofrekvencniho napéti (RF) a napéti stenjnosmérného proudu (DC) [64].

Ionty z ioniza¢niho zdroje zamiii na kvadrupdl a za¢nou oscilovat. Pfi ur¢itém pomeéru
napéti dojde ke stabilizaci pouze urcitych iontd s danou m/z a ty jsou pak vedeny k detektoru.

Ostatni ionty jsou pfitahovany k ty¢im a jsou deaktivovany [64].

Dominantné se kvadrup6l pouziva jako filtr vybranych iontl. Diky tomuto se osvéd¢ilo
pouziti nékolikero kvadrup6lu za sebou, nejbéznéjsi je trojity kvadrupol (QqQ): kdy prvni
kvadrupdl slouzi jako filtr iontli pro urcité m/z, druhy kvadrupdl slouzi k tvorbé fragmentt
iontl (vysledkem srdaZkou iontu s plyny) a tieti kvadrup6l (pfipadné iontova past) jako analy-
zator takto vzniklych produktovych iontl. S vyuZiti QqQ a vhodné pocitacové instrumentace
1ze sledovat konkrétni hodnoty m/z fragmentovych iontti a objasnit strukturni informace o mo-

lekule [64] .

1.4.1.2.2.1.2 Analyzatory na principu Paulovy ionotvé pasti

Paulova iontova past, je pojmenovana podle jejiho vynalezce Wolfganga Paula. Funguje
na jednoduchém principu: zachyceni iontl statickymi a oscilujicimi radiofrekven¢nimi el. poli
a nasledné vypuzeni iontl o urcité m/z. Podle konstrukéniho uspofadani existuje linearni ion-

tova past a sféricka (3D) iontova past [64] .

Linearni iontova past je defacto podobna kvadrupdlovému analyzatoru, tvoii ji opét
ctyti hyperbolické tyce, odlisnosti je ptitomnost koncovych elektrod. Na rozdil od Q analyza-
toru funguje na principu propousténi iontl s nestabilni oscilaci (Q propousti se stabilni osci-

laci). Detektor je umistén kolmo na drahy iontt [64].

Sféricka iontova past je tvofena dvéma prstenovymi elektrodami a propojenymi koncovymi

elektrodami na které je vkladano napéti. Ionty osciluji uvniti pasti a opét pii urcitém napéti
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jsou vypuzeny pouze ty ionty, které jsou nestabilni. Uvniti této pasti je pfitomné helium,

které umozni fragmentaci a zaroven stabilizuji drahy iontd ve stfedu pasti [64].

1.4.1.2.2.2 Analyzator doby lety

Tento analyzator se fadi do kategorie pulznich a neskenovacich analyzatoru. To zna-
mena ze veskeré vzniklé ionty jsou nashroméazdény, nasledné pulsnim polem vypuzeny. Déleni
iontl pak probiha na zaklad¢ jejich odlisné rychlosti, a tedy rozdilného ¢asu doletu na detektor
maleji a leh¢i rychleji. Konstrukce tohoto analyzétoru je prosta, tvoii ji urychlovac (misto kde je

vkladany puls), oblast bez pole (letova trubice), reflektron a detektor [63] [64].

1.4.1.2.2.3 QqTOF

Jedna se o kombinaci kvadrupoélu (Q) kolizni cely (q) a TOF analyzatoru. Vyhodou této
kombinace je zvySeni rozliSeni a vzhledem k ortogonalnimu uspotddani i kompatibilita
s API technikami. Avsak toto usporadani hlavn€ umoznuje méfeni tandemovych hmotnostnich
spekter. Kvadrupdl slouzi k vybrani urcitého iontu, takovy ion je pak pfesunut do kolizni cely,
kde je s vyuzitim vhodného napéti podroben srazkdm s koliznim plynem. Vzniklé fragmenty

jsou nasledné analyzovany v TOF analyzatoru a jsou zdrojem strukturni informace [63] [64].

1.4.1.2.2.4 Elektrostaticka orbitalni past

Elektrostaticka orbitalni past neboli Orbitrap (Obrazek 8) se fadi mezi iontové pasti
s vysokou rozliSovaci schopnosti. V pfipad€ Orbitrapu se nepouZzivéa vysokofrekvenéni zareni
(jako v ptipad¢ linearni iontové pasti, kvadrupélu) a ani magnetické pole (jako v ptipadé mag-
netické analyzatoru, cyklotronové rezonance), ale na elektrody je vlozeno pouze stejnosmérné
napéti. Konstrukéné se sklada z centralni elektrody a vnéjsi elektrody (Obrazek 9). Princip dé-
leni iontl je zaloZen na odliSnych axidlnich oscilacich iontl o urcité hmotnosti kolem centralni
elektrody. Frekvence axidlnich oscilaci je nepfimo umérna hodnoté m/z a pro kazdy ion indu-
kuje proud na vngjSich elektrodach. Tento proud je pak pro v§echny ionty zaznamenéavan a po-
moci Fourierova transformace ptfeveden na hmotnostni spektra. Tyto analyzatory umoznu;ji do-
séhnout rozliSeni az 1 000 000 a zaznam m/z hmotnostni s pfesnosti 1 ppm. Orbitrap je nejcas-
t&j1 soucasti hybridnich analyzatort, kde je kombinovan s line4rni iontovou pasti ¢i kvadrup6-
lem. V soucasnosti jsou tato hybridni uspofadani velice popularni i v lipidomice, a to zejména

kvili moznosti vysokého rozliSeni a spravnosti ur¢eni hodnoty m/z pro prekurzorové i produk-
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tové ionty. V ramci diplomové prace byla pro tento ucel pouzita zejména CID, kolizn€ induko-
vana disociace (Collision-induced dissociation). V tomto pfipad¢ vznikaji produktové ionty
pii disociaci po srazkach iontu prekurzoru a piitomnymi molekulami kolizniho plynu za pouziti

vhodného napéti. [63] [64].

Vnégjsi elektroda

;o

Vnitini elektroda

ey . .
i J 4 Trajektorie iontu

Obrazek 8 — Schéma orbitalni pasti [65]

1.5 Lipidomicka analyza

Lipidomika je véda, kterd se zabyva kvalitativni a kvantitativni analyzou lipidi izolo-
vanych z bunégk, tkani nebo télnich tekutin s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. V praxi se lze
setkat se tfemi piistupy analyzy, a to s pfimou infuzi vzorku do hmotnostniho analyzatoru, dale
pak pfistupy zalozené na spojeni hmotnostni spektrometrie s chromatografii nebo s pouzitim

MALDI techniky, kterd patii taktéz k technikam bez on-line separace [39] [48] [62].

Vyhodné je aGSL (jak se separa¢nima technikami ¢i bez) méfit v negativnim modu, kdy
se sulfatidy a gangliosidy 1épe ionizuji. Z chemické podstaty molekul SHexCer a GM3, je

wevr

nam, kde se snadné&ji odStépi proton a vzniké pak zdporny ion [66] [67] [68].

Pro kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci je nescetné mnozstvi publikaci
a aplikaci, jak pro analyzu lipidd z plazmy, moce tak i1 tkané€ [69]. V lipidomice existuji dva za-
kladni pfistupy chromatografické separace lipidi. V prvnim piipadé, chromatografie v reverz-
nich fazich (RP), pti které dochdzi k separaci jednotlivych lipidi, a to zejména na zéklad¢ in-
terakci nepolarnich fetézcii s nepolarni stacionarni fazi (napt. oktadecylsilikagel). Jako mobilni

faze se nejCastéji voli polarni rozpoustédla (MeOH;ACN;H20 s ptidavkem pufri, kyselin
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aj) [49] [69] [70] [71]. Dalsim frekventovanym modem je separace s pouzitim hydrofilnich in-
teraket, ktera rozliSuje a separuje lipidy podle polarni ¢asti lipidu, nepolarni se eluuji jako prvni,
poté se zvysujicim podilem vody v mobilni fazi dochazi k eluci polarnéjSich analyt. Nejvetsi
vyhodou tohoto pfistupu je, Ze interni standard (IS) a pfislusné analyty koeluuji, ¢imz se elimi-
nuje matricni efekt. Nejcastéji se vyuzivaji Si kolony, jako mobilni faze se voli voda, ACN
s ptimesi pufri o urcitém pH [16, 51]. K separaci tfid dochazi v ptipadé SFC naptiklad
s BEH (hybdrid s ethylenovym mustkem (ethylene bridged hybrid) kolonou a oxidem uhlici-
tym jako mobilni fazi, kde pfitomna aditiva jako je methanol a voda béhem separace tvoii gra-

dient [67] [66].

V piipad¢€ pouziti MALDI hmotnostni spektrometrie ptichdzime o informaci o retenc-
nim chovani. Na druhou stranu oproti LC/MS je u této techniky velmi nizka spotieba rozpous-
tédel a uspora Casu. Zarovein s vhodnou matrici Ize Iépe ionizovat jiné analyty nez druhé. [66]
[68]. Velmi dobrych vysledkii semikvantitativni analyzy sulfatid bylo dosazeno s pouzitim 9-
aminoacridinu (9-AA). Metody vyuzivajici tuto MALDI matrici poskytnuly reprodukovatelné
vysledky jak v ptipadé analyzy vybranych lipidl v extraktech plazmy, moce i tkani [3] [72].

1.5.1 Priprava vzorki

V biologickych vzorcich tekutin, bunék, tkani se nachazi nes¢etné mnozstvi sloucenin,
latek, molekul. Pfedstava analyzy takto komplexniho vzorku bez Upravy by mohla mit za na-
sledek nezadouci kontaminaci instrumentace a necitelnost dat. Proto se pfistupuje k postupim,
které¢ umozni nezadouci slou€eniny odstranit a selektivné izolovat jenom potfebné analyty.

Mezi tyto postupy patii zejména extrakce [48] [73] [50].

V piipadé plazmy, kterd je velmi ¢asto matrici pro lipidomickou analyzu s vyuziti hmot-
nostni spektrometrie je dileZzité ucinit vicero postupt, které 1ze shrnout do téchto zakladnich
ukonil: vysrazeni a odstranéni bilkovin precipitaci, centrifugace, odsoleni a extrahovani lipi-

domu [49] [48] [73] [50] [74].

K deproteinaci plazmy se nej¢astéji pouZzivaji organickd rozpoustédla: methanol, butanol,
ethanol ¢i jejich smési v ur¢itém poméru. Po precipitaci se velmi Casto vzorek plazmy sonifi-
kuje v ultrazvuku po dobu 10-15 min, poté je centrifugovan pii 3000 ot/min [49] [48] [73] [50]
[53].
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Takto pfipraveny vzorek stale obsahuje interferenty. Proto se pfistupuje k extrakénim tech-
nikdm, které umozni specificky extrahovat lipidy z plazmy. Hlavnim problémem jsou soli,
které se v ptipadé¢ hmotnostni detekce mohou usazovat ve spektrometru a potlacovat signal,
proto je potieba je odstranit. Diky svému hydrofobnimu charakteru je mozné lipidy extrahovat
nepolarnimi rozpoustédly v piipad¢ extrakce kapalina-kapalina a nepoldrnimi sorbenty v pfi-
padé extrakce tuhou fazi (SPE), kdy u obou technik nedojde k zachytu molekul ¢isté iontové

povahy (soli) a jsou takto odstranény [75] [74] [51].

V soucasné dobé¢ se osvédcila I-1 extrakce dle Folche, kde se pouziva chloroform jako roz-
poustédlo vhodné pro ptestup lipidii z plazmy. Nabizi se i rozpoustédla jako heptan, smés bu-

tanolu/methanolu aj [75] [74] [51].

Pro extrakci lipidl tuhou fazi jsou nej€astéji pouzivané sorbenty vyuzivajici stejny princip
sorpce jako v chromatografickych kolonach pro reverzni fazi, nabizi se oktadecyl (C18), oktyl
(C8) pro zadrzovani nepolarnich molekul. Pro eluci lipidomu se uziva nejcastéji methanol [75]

[74] [51][76] .

Pro skupiny lipida, které obsahuji siln€ polarni skupiny (COOH, H3PO4, H2SO4) se nabizi
doposud neodzkousené specifické extrakce tuhou fazi, a to s pouzitim iontového sorbentu,
kde funguji interakce mezi iontovym analytem (iontovou ¢asti analytu) a sorbentem na bazi
iontové vymeény. Tyto extrakce se nabizi pro specifickou extrakci pravé kyselych glykosfigoli-
pidd, které nesou zaporny naboj v Sirokém rozsahu pH. Funkéni skupinou sorbentu jsou nej-

Castéji aminy, zejména sekundarni [76] [77] [78].

Moderni trendy umoZziuji pouziti sorbentu, ktery obsahuje jak polarni skupinu, tak reverzni
fazi. U lipidu si to Ize ptedstavit tak, Ze polarni hlava lipidu pfistane k polarni ¢asti sorbentu
a hydrofobni konec k nepolarni ¢asti sorbentu. Takto na analyt plisobi dvé sily a retence je sil-

n&j¥ [79].

V piipadé extrakce kyselych lipidi nesouci kyselé polarni skupiny s pouzitim bazickych
polarnich sorbentti je nutné u obou pochopit chovani v zavislosti na pH, které poskytnou infor-
mace pro postup extrakce. Je tieba zvolit takové pH vzorku, aby analyt nesl naboj, nasledné
pouzit takové pH k protonaci sorbentu, aby doslo k zachyceni analytu. Déle se musi zvolit
vhodné pH promyvacich roztokii k vymyti slabych kyselin a v posledni fadé¢ je potfeba pouzit
vhodné pH eluc¢niho roztoku, aby bud’ ztratil naboj analyt, nebo aby ztratil naboj sorbent a doslo

k eluci analytu [80].
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Konkrétné pro sulfatidy a gangliosidy se hodi sekundarni aminy vdzané na alifatickych
uhlovodicich ¢i aromatickych jadrech. Sulfatidy, respektive sulfonova kyselina nese zaporny
naboj jiz pii nizkych pH (pKa= <1), takze pro eluci sulfatidu se pouziva zejména takové
pH elu¢niho roztoku, aby doslo ke ztraté naboje na sorbentu (nad pH=11). U gangliosidii ¢ini
pKa=2,6, jedna se tedy o stfedné¢ silnou kyselinu, proto se musi dbat obezietnosti pii promyvani

interferenci, aby nedoslo k nechténé eluci, postup je potom stejny jako u sulfatida [79] [80] .
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2

2.1

2.2

EXPERIMENTALNI{ CAST

Pouzité chemikalie
Methanol (MeOH) ¢istota, > 99.9 %, Honeywell (Charlotte, NC, USA)
Chloroform (CHCI3) — LC Cistota, Merck (Darmstadt, Némecko)
Octan amonny — > 99.9 % stopovych kovii, Honeywell
Uhli¢itan amonny — > 30.0 % NH3, Honeywell
2-Propanol (2-PrOH) — LC-MS cistota, > 99.9 %, Honeywell
Smés vnitinich standardd (IS mix) — Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA),
Deionizovana voda — byla pfipravena systémem Barnstead Smart2Pure Water Purification
System (Waltham, MA, USA)
98-100% kyselina mravenc¢i — Suprapur (Darmstadt, Germany)
7N amoniak v methanolu — Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
25-28% vodny roztok amoniaku — PENTA (Chrudim, CZ)
Ethylakohol — PENTA (Chrudim, CZ)
IS SHexCer (18:1/12:0) amonna stl — Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA),
IS GM3 (18:1/18:0-d5) amonna sl — Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA)
9-Aminoacridin — Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Pouzity material a instrumentace

Analytickd véha ABT 120-5DM — Kern & Sohn GmbH (Balingen, Némecko)

Davkova¢ Multipette M4 — Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Extrakéni kolonka Spe-ed C18/18; 500mg; 3 ml s velikosti ¢astic 40 um — (Applied Sepa-
rations, Allentown, PA, USA)

Extrakéni kolonka Oasis WAX 6 cc; 150 mg; 1 ml s velikosti ¢astic 30 pum — Waters (Mil-
ford, MA, USA)

Mechanické pipety s nastavitelnym objemem — Sartorius (Goettingen, Némecko)
Mechanické pipety s nastavitelnym objemem —Thermo Scientific (Waltham, MA USA)
Merck Millipore Chemical Duty vakuové/tlakové cerpadlo — Merck (Darmstadt, Némecko)
Laminarni box MSC-Advantage II. tfidy — Thermo Fisher Scientific

Odstiedivka Hettich EBA 20 — Hettich (Tuttlingen, Némecko)
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Hmotnostni spektrometr LTQ Orbitrap XL — Thermo Fisher Scientific

Hmotnostni spektrometr MicrOTOF-Q — Bruker Daltonics (Billerica, MA USA)
Kapalinovy chromatograf s kapilarni pumpou 1260 Infinity Series, binarni pumpou
1290 Infinity Series a autosamplerem 1260 Infinity Series — Agilent Technologies
(Waldbronn, Némecko)

Pasteurovy pipety sklenéné — Thermo Fisher Scientific

Referencni systém cisténi vody Milli-Q — Millipore (Molsheim, Francie)

Chromabond vakuovy manifold se 12 pozicemi — Macherey Nagel (Allentown, PA USA)
Ultrazvukova lazent FB Fisherbrand 15061H — Thermo Fisher Scientific
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2.3 Pristrojové podminky
2.3.1 Hmotnostni spektrometr MALDI LTQ Orbitrap XL

Hmotnostni spektra byla méfena s vyuzitim MALDI ionizace v rezimu FTMS (celkovy
¢asovy hmotnostni scan; Full Time Mass Scan) pii zdznamu zaporné nabitych iontl v hmot-
nostnim rozsahu m/z 400 — 2000 a rozliSovaci schopnost byla nastavena na hodnotu 100 000
(pro m/z 400). Energie N> UV laseru (337 nm, 60 Hz) ¢inila 2,9 pJ a velikost paprsku byla pfi-
blizn¢ 80 m x 100 pm. Desticka se pohybovala spiralné od stiedu ke konci spotu a velikost
kroku byla nastavena na 250 mm. PocCet mikroskenii byl nastaven na 2 mikroskeny/sken
a do kazdého bodu byly aplikovany dv¢ laserové stiely, pti Cemz byly méteny % spotu. Celkovée

bylo pfi tomto nastaveni méfeno 36 bodl béhem 2,2 minut pro kazdy spot [2].

Podminky fragmentace pro urceni struktur nejintenzivnéj$ich sulfatidd a gangliosida
v plazmé byly nésledujici: identifikace probihala v rezimu pro zdznam zaporné nabitych ionti.
Hmotnostni rozsah se automaticky ménil podle zadané hmoty daného lipidu. Energie a pod-
minky laseru byly stejné jako v piipadé FTMS. Kolizni energie byla nastavena
na 80 eV a byla pouzita metoda CID (fragmentace v line4rni iontové pasti).Desticka se pohy-
bovala taktéz od stfedu ke konci spotu a velikost kroku byla nastavena na 50 mm. Doba méteni

MS/MS zdznamu byla celkové pro kazdy lipid 2,2 minuty [2].

2.3.2 Kapalinovy chromatograf s kapilarni pumpou 1260 Infinity Series

Byla pouZita Ascentis Si kolona, (150 x 2.1 mm, 3 um velikost ¢astic; Sigma-Aldrich).
Separace probihala pii gradientové eluci, kdy prvni mobilni fazi (A) tvofil acetonitril (ACN)
s 0,5 ul kyseliny octové na 100 ml. Druh4 mobilni faze (B) méla slozeni ACN/voda (10/90,
v/v) s 10mM octanem amonnym a 0,5 ul kyseliny octové na 100 ml. Gradient byl nasledujici:
0 min—10 % B, 7 min —11,4 % B, 10 min—10 % B, 12 min—10 % B. Priitok byl nastaven
na 0,5 ml/min. Kolona byla vyhtivana na 40°C. Analyza byla sniZzena na 12 min oproti litera-

tufe, nebot’ kyselé glykosfingolipidy jsou eluovany pfi téchto podminkéch do 10 min [1].

2.3.3 Hmotnostni spektrometr MicrOTOF-Q

Analyza probihala v negativnim moédu. Napéti kapilary ¢inilo 3 kV, tlak zmlzujiciho
plynu 1,2 bar a prutok a teplota suSiciho plynu byly 8 I/min a 300 °C. Hmotnostni rozsah ¢inil
m/z 100-2000 [16]
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2.4 Priprava internich standardi

Pro gangliosidy a sulfatidy byl pfipraven IS (interni standard) mix sulfatid(, gangliosid
v chloroform/methanol (1:1, v/v) na koncentrace uvedené v Tabulce 2. Pro validaci byly
pro tvorbu kalibracni fady pipetovany rozdilné objemy z této IS smési, nicméné pro vétSinu

analyz byl volen objem 25 ul jako stfedni hladina (ML).

Tabulka 2 — Koncentrace Internich standardi v IS mixu

IS Kompozice cvIS mixu Pipetovany clSve clSve MW
acyli (ug/mlL) objem 100 pl 100 pl
(g/mol)
plazmy plazmy
(ul)
(ug/mL)  (nmol/mL)
SHexCer
18:1/12:0 2,4 0,6 0,031 723
(30:1)
25
GM3
18:1/18:0-d5 0,09 0,0255 0,505 1185
(36:1-d5)
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2.5 Optimalizace metody

Veskeré pokusy probihaly nejprve bez ptidavku internich standardi, kdy se jednotlivé
experimenty pii validaci porovnavaly na zdklad€ chovani vybranych endogennich zastupct sul-
fatidli a gangliosidd. Nasledné byla optimalizovana metoda analyzy aGSL z plazmy validovana

pomoci IS.

2.5.1 Priprava vzorka plazmy

Pro nésledné experimenty bylo pfipraveno 10 ml plazmy smichanim adekvéatnich po-

dilt plazmy (100 ml) od 100 dobrovolnik.

2.5.2 Dvojita Folch extrakce plazmy

Pro lepsi pochopeni celého procesu extrakce a poextrakénich uprav je pfilozeno schéma
na Obrazku 9. Bylo odebrano 25, 100 a 200 pl plazmy do 4 ml vialek, pro kazdy objem byly
provedeny tii extrakty. Do vialek bylo ptipipetovano 2 ml CHCl; a 1 ml MeOH. Takto pfipra-
vené vzorky byly sonifikovany 15 min. Po ukonceni sonifikace se ke vzorku ptidalo
600 pl 250 mM uhlic¢itanu amonného (simultalné¢ probéhla extrakce s 500 mM uhli¢itanem
amonnym). Obsah ve vialce se vlozil do ultrazvuku po dobu 15 min. Nasledné probéhla centri-
fugace 3 min pii 30000t/min. Z vialky byla nasledné pasterovou pipetou odebrana spodni faze
obsahujici lipidy a pfevedena do nové Cisté vialky. K piivodnimu vzorku bylo dodate¢né pfti-
dano 2 ml CHCIs, opét se sonifikovalo 15 min a centrifugovalo 3 min pfi 3000 ot/min. Finalné
byla opét odebrana spodni faze a pfevedena do vialky s prvnim odbérem organické faze. Ex-

trakt byl odparen pod proudem dusiku pii 35°C.

Pted vlastni analyzou byl finalni extrakt rozpustén ve 500 pl 2-PrOH /CHCIl3, z téchto
extraktii bylo odpipetovano 10 ul a smichano s 10 pl 5 mg/ml 9-AA, zamichano a proméfeno.
Zbylych 400 pl extraktu bylo pouZito na testovani zakoncentrovani a jeho vliv na stabilitu sig-
nalu. Z kazdé vialky bylo odebrano zvlast' 100 pl do ependorfky. Tento objem byl odpaten
a pak kazdy zvlast byl 2x, 5x a 10x zakoncentrovan, jako rozpoustédlo se zvolila smés
2-PrOH /CHCls. Pro 25 ul a 50 pl se zakoncentrovanim 2x, 5x, 10x bylo pouzito 5 mg/ml
9-AA, pro 100 pl plazmy pii zakoncentrovani 2x a 5x bylo pouzito 5 mg/ml, pro 10x jiz
10 mg/ml. Pro 200 pl bylo pouzito ve vSech krocich 10 mg/ml, vétsi hodnota koncentrace 9-AA

neni umoZznéna, nebot’ se jedna o hrani¢ni hodnotu rozpustnosti 9-AA.
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Legenda: A Optimalizovany parametr A Vodna faze A Organicka faze

® 100 pl plazmy e 2 ml CHCL + 1 ml MeOH

o 2 ml CHCL + 1 ml MeOH e 15 min sonifikace

® 15 min sonifikace F ; e Centrifugace 3 min;3000 ot/min %
® 600 pul 250 mM (NH.):COs, — —

® 15 min sonifikace

® Centrifugace 3 min;3000 ot/min e Odebrana ® Odebrina

organicka faze organicka faze

e

® Odpareno pod dusikem p¥i 35 °C
¢ Rozpusténo v 500 pl 2-PrOH/CHCL

¢ Odebriano 100pnl

Odparieno v proudu dusiku
Rozpusténo v 10 pl 2-PrOH/CHCIs
Vortexoviano 10s

Smichano s 10 pl 9-AA (10 mg/ml)

|
I
|
I
|
7
|

ePipetovan 1 pl na MALDI desticku
——

Obrazek 9 — Schématicky postup dvojité Folch extrakce a dalsi ptipravy vzorku pied vlastni analyzou

2.5.3 Extrakce plazmy reverzni fazi

Ptfed samotnou aplikaci extrakénich kolonek, se musi dana plazma deproteinizovat.
Bylo odebrano 100 pl a 200 pl plazmy do zvlast oddélenych 4 ml vialek. Do téchto vialek byly
napipetovany 3 ml ethanolu. Vzorek byl sonifikovan 15 min. Poté bylo pfidano 600 pl redesti-
lované vody. Nasledn¢ se vortexovalo 1 min a poté se centrifugovalo 5 min pii 6000 ot/min.
Ze vzorku byl poté supernatant odebran a odpaten pod proudem dusiku pi1 35°C. Nasledné
bylo reziduum rozpustétno v 1 ml destilované vody. Extrakéni kolonka byla pro-
myta 3x1 ml MeOH poté 3x1ml redestilovné vody. Na kolonkou byl napipetovan 1 ml vzorku.
Nasledné byly napipetovany 3x1 ml vody. Jako elucni ¢inidlo byl zvolen methanol. Extrakt
byl odpaten pod proudem dusiku pii 35 °C a rozpustén v 500 pl 2-PrOH /CHCIls. Nasledné
byl aplikovan stejny postup jako v ptipadé Folch extrakce. Obrazek 10 reprezentuje postup.
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Legenda: A Optimalizovany parametr A Vodna faze A Organicka faze A Vysrazené bilkoviny

e 100pul plazmy ¢ Odebrin supernatant o Odpaieno pod dusikem p¥i 35 °C
¢ 3 ml EtOH o Rozpuiténo v 1 ml red. vody (ph=7)
— —_— — -

Aktivace Vymyti Eluce
sorbentu sorbentu soli org. kyselin analytt
a silné polarnich latek

v o8

| 1§ | y

e Odpaieno pod dusikem p¥i 35 °C ‘

¢ Rozpusténo v 500 pl 2-PrOH/CHCls
Stejny poextrakéni postup jako v piipadé Folch extrakce

Kondicionace

l ¢ 3x1 ml MeOH l o 3x1 mlred. vody | @ 1 mlvzorku | e 3x1 mlred.vody | e 3xl1 ml MeOH

Obrazek 10 — Schématicky postup SPE-C18

2.5.4 Extrakce plazmy iontové vyménnou tuhou fazi WAX a odsoleni s C18

Pted extrakci byl pouzit stejny postup precipitace jako v kapitole 2.5.3. Kolonka byla
aktivovéna 1 ml methanolu a nasledn¢ 1 ml vody. Na kolonkou byl napipetovan 1 ml vzorku
(pH = 7). Vymyti neutralnich latek prob&hlo 1 ml MeOH. K eluci slabé& kyselych interferenci
byl pouzit 1 ml 5 % HCOOH. Findlni eluce probé&hla 5 % NH3; v MeOH. Extrakt byl odpaten
pod proudem dusiku pti 35 °C a rozpustén v 1 ml vody (pH=7). Nasledné& byl pouzit stejny
postup jako s C-18 sorbentem pro odsoleni. NiZe na Obrdzku 11 je schématicky postup pro lepsi

pochopeni procesu.
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Legenda: A Optimalizovany parametr A Vodna faze A Organicka faze

® Precipitace — = @ Odebrani supernatantu — & Odpai‘eni — ® Rozpusténi v 1 ml red. vody (ph="7)

el1miMeOH |®1mlred.vody |e1mlvzorku | ¢ 1 mlMeOH |®1ml e 1lml
(ph=7) (ph=7) 2% HCOOH | 7% NH3 v MeOH
Kondicionace Aktivace Eluce Eluce Eluce
sorbentu sorbentu neutralnich slabé kyselych silné kyselych
latek latek lipida

e
= -

I N

e Odpareno pod dusikem pii 35 °C
e Rozpusténo v 1 ml red. vody (ph =7)

|

e SPE-C18

Obrazek 11 — Schématicky postup SPE-WAX
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2.6 Validace metody

Validace lipidomické metody s vyuzitim 9-AA a MALDI LTQ Orbitrap XL byla pro-
vedena pro jednotlivé IS gangliosidi a sulfatidi, konkrétn¢ se jednalo o SHex-
Cer 30:1;02/12:0 a GM3 18:1/18:0-d5). Metoda byla validovana zejména pro modifikovanou
Folch extrakci, nicméné¢ z divodu nasledné zjisténé rozdilné extrakéni vytéznosti pro
GM3 s kratkym a dlouhym acylovymi fetézci byla provedena zjednoduSena validace pro
SPE-C18 extrakci (tvorba kalibra¢ni fady a analyza NIST plazmy) a nasledné byly ob¢ extrakce

porovnany. Pro nésledné experimenty byl vzorek 100 pul plazmy obohacen pted a po extrakci.

2.6.1 Kalibraéni rada

Kalibra¢ni fada byla sestrojena s ptidavkem IS smési (Tabulka 2) do 100ul plazmy pied
extrakci na rOznych hladindch koncentraci. Takto byly pipetovany tyto ob-
jemy: 1, 5, 10, 15, 20, 25,30 a 35 pl IS smési, pro kazdy kalibracni bod byly provedeny tii
extrakce. Nésledné bylo simultanné provedeno 10 extrakci bez ptidavki IS pted extrakei, kde
finalni extrakty byly rozpustény v 500 pl 2- PrOH/CHCI; a smichany. Z tohoto extraktu pak
bylo odebrano prislusnych 100 pl extraktu a do néj pak pfidany IS o téchto obje-
mech: 0, 20, 1, 2, 3,4, 5, 6 a7 ul, aby byla zachovéna stejnéd koncentrace IS ve 100 ul extraktu
jako v pripadé ptidavki IS pied extrakci. Pro kazdy kalibracni bod byly takto obohaceny tii
objemy extrakce s ptidavkem po extrakci (3x 100 pl). Z kazdého extraktu pak byly pipetovany
3 kvalitni spoty na MALDI desti¢ku. Vysledné intenzity pro kazdy extrakt byly zprimérovany.
S vyuzitim kalibra¢ni fady byla stanovena experimentalni koncentrace IS dosazenim naméie-

nych intenzit IS, tato koncentrace se pak vyuzila k vypoctu dalSich valida¢nich parametri.

2.6.2 Presnost a spravnost

Tyto valida¢ni parametry byly aplikovany na oba typy extrakci. Pro ur€eni téchto para-
metr byly vytvofeny tfi pfidavky pied extrakci na tfech hladinach: na niz8i hladiné
(LL; 10 pl IS smési), stiedni (ML; 25 pul IS smési) a nejvyssi (HL; 35 pul IS smési). Pro sprav-
nost byly dosazeny do kalibra¢nich kiivek experimentalni intenzity IS v téchto kalibracnich
bodech a takto byly zjistény experimentalni koncentrace internich standardi, ty pak byly zpétné
podéleny teoretickou hodnotou v danych kalibra¢nich bodech a vynasobeny 100, kdy vysled-
kem byla spravnost metody, chyba by se méla pohybovat v intervalu + 15% (85 % - 115 %)).
Ptesnost byla provedena s vyuzitim stejnych vzorki na téchto tfech hladinach v ramci jednoho

dne i nasledujici den, kdy vysledkem byla ptesnost v rdmci prvniho dne a pak ptesnost v ramci
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dvou dni. V pfipadé¢ piesné kvantitativni metody by neméla piekroCit 15 % (pifipadné
20 % pro LOQ). U kazdého pokusu byly opét pipetovany 3 kvalitni spoty na MALDI desticku.
Pro SPE byly tyto dva parametry sledovany pouze v ramci jednoho dne.

2.6.3 Extrakéni vytéZnost

Extrak¢ni vytéznost byla stanovena porovnanim smeérnic kalibranich piimek IS
pied a po extrakci, nasledné pak také porovnanim intenzit IS ve vzorcich na stiedni hladiné

(ML) s piidavkem IS pied a po extrakci.

2.6.4 Priprava a méreni NIST plazmy

Jak pro Folch tak pro SPE extrakci byla provedena extrakce a analyza 100 pl NIST plazmy
s ptidavkem 25 pl IS pted extrakci. Byly provedeny celkem 3 extrakce. Jednotlivé koncentrace
kvantifikovanych endogennich zastupct byly vypocteny pomoci jednoduchého vypoctu: inten-
zita endogenniho zéastupce byla podé€lena intenzitou IS a podil byl vynasoben koncentraci IS.

Vysledky pro obé extrakéni techniky byly findln€ porovnany.
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3 Vysledky a diskuze

Optimalizace byla provedena pro nésledujici kroky: mnozstvi plazmy, extrakcni protokol,
rozpoustéci krok po extrakci a koncentrace MALDI matrice. Vysledky byly hodnoceny podle
poctu identifikovanych zastupci GM3, SHexCer a SHexo>Cer v plazmé. Prehled identifikova-
nych aGSL je uveden v ptilohach (Priloha 1). Podminkou pro identifikaci lipidu bylo, Ze od-
chylka experimentalné¢ zméfené m/z od teoretické hodnoty byla v rdmci = 3 ppm, a Ze jeho in-

tenzita byla alespoii pétinasobek hodnoty $umu (Sum SPE: 2,5 x 10%; sum Folch: 2 x 10°).

3.1 Porovnani extrakénich protokolii

Pro analyzu aGSL byly porovnany dva extrakéni protokoly, extrakce dle Folche a SPE-
C18. S ohledem na pocet endogennich zastupct gangliosidi a sulfatidii nejlépe dopadla Folch
extrakce (51 zastupct) a SPE-C18 (54 zastupcti) pro 100 pl plazmy s naslednym zakoncentro-
vanim vzorku (10x), v8e shrnuto v ptilohach (Priloha 1). Pivodné byla po optimalizaci k fi-
nalni validaci vybrana Folch extrakce z divodu mensi ¢asové a finan¢ni naro¢nosti. Béhem
validace bylo zjisténo, Ze Folch extrakce ma velmi nizkou extrak¢ni ucinnost pro gangliosidy,
a proto byly nasledné validovany obé& techniky, jak postup s vyuzitim Folch tak SPE-C18 ex-
trakce. Na sloupcovych grafech v ptilohdch (Priloha 2, 3 a 4) je porovnani vSech nalezenych
endogennich zastupci pro findln€ optimalizované parametry ve smésné plazmé s ohledem na
optimalizovanou extrakéni techniku (100 pl plazmy; 10x zakoncentraovani; 10 mg/ml 9-AA).
Celkem byly provedeny v ramci optimalizace 3 extrakce pro kaZzdou metodu, a pro kazdy na-
lezeny endogenni lipid byla nasledné vypoctena i reprodukovatelnost vyjadiena formou RSD,
ktera doplnila urceni, jestli je lipid pfitomny. Pokud se pohybovala hodnota RSD v rdmci
20 %, lipid byl vybran. Jak je patrné, tak ve vétSin¢ piipadech si SPE-C18 vede 1épe a vykazuje
vyS$$i hodnoty intenzit sulfatidi. Zaroven tato extrakéni technika byla schopna vyselektovat
nékteré zastupce, pro které byl Folch nevhodny. Piikladem jsou né€které SHex>Cer. BohuzZel
pro tyto zastupce dosud nejsou dostupné IS, takZe v rdmci budouci komentované validace jsou
vztazeny na IS SHexCer. U intenzit GM3 se zd4, Ze jsou intenzity srovnatelné, ale v nékterych
ptipadech jsou v piipadé Folch extrakce dokonce i1 vy$si hodnoty, ackoliv extrakéni G€innost je
pro nékteré zastupce GM3 v porovnani s SPE-C18 niZzsi, jak bude demonstrovano nasledné bé-

hem popisu validace a analyzy NIST plazmy.

Bez ohledu na vysledky je nutno podotknout, Ze Folch extrakce je financné a Casové

mén¢ narocnd. Nazornou ukazkou je to, Ze v piipadé validace Folch extrakce bylo bez vétSich
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problému provedeno 40 extrakci béhem 5 hodin. U SPE, z divodu celkem dvou odpatovani
(po precipitaci a pak odpateni findlniho extraktu), se extrakce zna¢né prodluzovala. Kompli-
kace pti SPE extrakci nastaly rovnéz v SPE aparatute, kde byl v n¢kterych pozicich (kolon-
kach) pozorovan nekonstantni pratok. Tento jev nastaval zejména pii optimalizacich,
kdy na riiznych polohach extrakéni aparatury elucni rozpoustédla protykala odlisnou rychlosti
i ptesto, ze tlak na vakuové pumpé byl konstantni. Vysvétleni je pravdépodobné takové,
ze se sorbent v kolonce v nékterych piipadech ucpal i bez pritomnosti bilkovin. Na zavér je po-

tteba zminit, ze jednotlivé kroky SPE jsou htife automatizovatelné.

U Folch extrakce je distribuce extrahovanych latek mezi vodnou a organickou fazi
ovlivnéna pfitomnosti dalSich sloucenin. Z toto divodu bylo testovano, zdali by zvyseni kon-
centrace uhlicitanu amonného ve vodné fazi nepomohlo k lepSimu piechodu polarnich lipidi
do organické faze. Pro tento ucel byl uskutecnén pokus, kdy se misto 250 mM uhli¢itanu amon-
ného pouzila pfi extrakci dvojndsobna koncentrace (500 mM). Porovnanim ziskanych dat
se zjistilo, ze nedoslo k vyrazné zméné vysledkil a intenzity pro vybrané endogenni aGSL

jsou srovnatelné (Obrazek 12). Pro nasledné experimenty byl proto pouzit 250 mM uhlicitan

amonny.
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Obrazek 12 — Porovnani intenzit vybranych endogennich lipidl s rozdilnou koncentraci uhli¢itanu
amonného pridaného v ramci Folch extrakce
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Po optimalizaci Folch a SPE-C18 extrakcei, byl uskutecnén pokus s SPE-WAX se stej-
nym mnozstvim plazmy (100 ul), bohuzel v pfipadé této extrakce nebyla ziskana data reprodu-
kovatelnd. Extrakty byly simultanné proméfeny LC-HILIC metodou, ktera byla v ramci celé
diplomové prace pouzita pro méteni, pokud metoda MALDI nasvédcovala n¢jaky problém,
jako je tfeba krystalizace na spotu a nebo nevhodnost postupu extrakce. Postupovalo se dle
doporucené literatury, kdy se oproti doporu¢enému nastiiku 1ul, zvysilo na Sul a 10 pl,

ve vSech ptipadech nebyla data reprodukovatelna.

Diivod nereprodukovatelnych vysledki mize byt naptiklad, ze retence aGSL je pfili$
silnd a 7% a 10% NH3z v MeOH je nevhodny na eluci. Do budoucna se tedy nabizi pouziti
odli$né baze/zasady s vys$sim pH. Momentalné neni pro extrakci aGSL s vyuzitim SPE-WAX
dostupnad literatura, a proto veskeré postupy byly zkouseny dle doporucenych postupii uvede-
nych v katalozich dodavateli zabyvajicich se vyrobou SPE-WAX (Waters, Agilent). Dal§im
parametrem volby téchto postupt byly fyzikalné-chemické vlastnosti kyselych lipida a vlast-
nosti funkénich skupin sorbentli (sekundarnich aminll). Retence a eluce analyt s pouzitim
SPE-WAX funguje na principu pfechodu analytlh mezi disociovanou/neutralni formou analytu
a neutralni/protonovanou funkéni skupinou sorbentu, a proto je nutné lipidy pii extrakci nejprve

pfevést na vhodnou formu nesouci naboj.

3.2 Vybér rozpoustéciho kroku extraktu

Pro optimalizaci rozpoustéciho kroku byly vyuzity zbylé extrakty z optimalizace SPE.
Testovaly se dvé smési rozpoustédel, 2-PrOH / CHCl; (1:1, v/v) a MeOH / CHCl3 (1:1, v/v),
kdy se sledovala intenzita signdlu vybranych endogennich lipidi (EL). Smé&s MeOH / CHCI3
obecné¢ poskytnula vyssi intenzity pro GM3, diky jejich lepsi rozpustnosti oproti
2-PrOH / CHCIs. Nicméné byl proveden dalsi pokus, a to jaka je stabilita signalu po 4 hodinach
meéfeni, kdy je desticka s naspotovanymi vzorky umisténa ve vakuu v prostoru MALDI sondy
(pro Folch extrakeci byla stabilita sledovdna v ramci validace). Pro MeOH / CHCI3 doslo
po 4 hodinach u vybranych GM3 ke sniZeni intenzit v rozsahu 35 —40 %, pro sulfatidy do 20 %.
Pro 2-PrOH / CHCI;s u vSech zéastupcii bylo sniZzeni maximalné do 20 %, proto byla nasledné
pouzita pro rozpusténi extraktu. Na Obrdzcich 13 a 14 jsou schematicky znazornény poklesy
intenzit béhem analyzy. V ptipad¢ Folch extrakce jsou poc¢ate¢ni hodnoty intenzit v téchto roz-

poustédlech podobné a snizovani také.
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Obrazek 13 — Stabilita intenzit endogennich lipidi v extraktu rozpusténém v iPr-OH/CHClIs
a MeOH/CHCI; po ctyfech hodinach analyzy
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Obrazek 14 — Stabilita intenzit endogennich lipidd v extraktu rozpuSténém v iPr-OH/CHCIl3
a MeOH/CHCI; po ¢tyfech hodinach analyzy

3.3 Zakoncentrovani extraktu a vybér koncentrace MALDI matrice

V piipadé optimalizace tohoto kroku se opét porovnavala intenzita endogennich za-
stupcii gangliosida a sulfatidii a rovnéz se sledovalo, zdali dochézi v ptipadé rizného zakon-
centrovani vzorku k linearnimu vzrastu signalu ptirozené se vyskytujicich lipidi v plazmé.
Jako pocatecni koncentrace 9-A A byla zvolena koncentrace 5 mg/ml a Folch extrakce byla tes-
tovana pro vychozi objem 25 pl plazmy bez zakoncentrovani (jiz publikovana metoda [2]).
Nasledné se objem plazmy pro extrakci zvySoval (Priloha 1) a testovalo se i zakoncentrovani
finalniho extraktu (2x, 5x a 10x). Linearni nartist signalu byl maximaln€ pozorovan pro pouzity

objem 100 pl plazmy s naslednym 5x zakoncentrovanim. V ptipad¢ 10x zakoncentrovaného
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extraktu uz signal nenaristal. Z tohoto diivodu se koncentrace 9-AA zvysila na 10 mg/ml, pfi-
¢emz bylo dosazeno pro 10x zakoncentrovany extrakt 100 ml plazmy opétovného zvysSeni sig-
nalu. Tato hodnota je zaroven hrani¢ni rozpustnosti 9-AA, takze tento postup byl zvolen jako

finalni.

Obrazek 15, 16 a 17 reprezentuje zprumerované spektrum ziskané prométenim jednoho
spotu extraktu optimalizované metody s vyuzitim SPE-C18 v rezimu FTMS, kde jsou zvyraz-
néné nejintenzivnéjsi zastupci GM3 a SHexCer a SHex,Cer ve zkusSebni plazmé. Pro velké
mnozstvi identifikovanych zastupcii SHexCer a pro pirehlednost spektra jsou zvyraznéni jen
vybrani zastupci. Na Obrazku 18 je znazornén zaznam celkového iontového proudu v ramci
méfeni jednoho spotu. Zaznam ukazuje relativng stabilni signal, a tedy i homogenni krystalizaci
analytu a MALDI matrice. Pokud by totiZ v takovém zdznamu doslu k propadu intenzity, zna-
menalo by to, ze vzorek na spotu zkrystalizoval nerovnomérné, coz by vedlo k nereprodukova-

telnym vysledktm.
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Obrazek 15 — Zaznam spektra SPE extraktu ve FTMS rezimu se zvyraznénymi nejintenzivnéjsimi
zastupci GM3 v plazmé
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Obrazek 16 — Zaznam spektra SPE extraktu ve FTMS rezimu se zvyraznénymi nejintenzivnéjsSimi
zastupci SHexCer ve zkuSebni plazmé
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Obrazek 17 — Zaznam spektra SPE extraktu ve FTMS rezimu se zvyraznénymi nejintenzivnéjsimi
zastupci SHex,Cer ve zkusebni plazmé
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Obrazek 18 — TIC chromatogram

Zde na Obrazku 19 je na ukazku zaznam MS/MS spektra molekuly SHexCer 34:1;02
(18:1/16:0) s m/z 778.5 s charakteristickymi fragmenty
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Obrazek 19 — MS/MS spektrum SHexCer 34:1;02 (18:1/16:0)
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3.4 Validace metody

Pro validaci metody byla pouzita smés IS. Tyto interni standardy nesmi byt endogenné
pfitomny ve studované matrici (plazmé) a mély by reprezentativné reflektovat chovani endo-
gennich lipidd. Po sulfatidy byl pouzit standard SHexCer 18:1;02/12:0 pro gangliosidy GM3
18:1;02/18:0-d5. Pied validaci se uskutecnilo testovani optimalni koncentrace zasobni IS smeési
pro piidavek na stfedni hladin¢ (piidaval se objem 25 ul ke 100 ul plazmy), aby koncentrace,
a s tim souvisejici namétfend intenzita, byla v ramci intenzit (nejlépe ve stfedu) pozorovanych

endogennich lipidi v plazmé.

Validace s vyuzitim Folch extrakce zahrnovala méteni celkové 308 spoti. Pred kazdym
spotovanim byl vzdy na adekvatni pozici pipetovan 1ul CHCls, ktery zlepSuje rozlozeni a pfi-
Inavost vzorku k desti¢ce (davkovany vzorek se pak nerozpiji). Sekven¢ni analyza Folch ex-
trakti probihala 11,3 hodin (kazdy spot se analyzoval 2,2 minuty). Na Obrazku 20 a 21 jsou vi-
dét spoty vzorkii na MALDI desti¢ce pied a po 12 hodinach analyzy, a je patrné, ze kvalita
spotti béhem takto dlouh¢ analyze rapidné€ klesla (vlivem odpatovani). Tento zavér potvrzuji
1 spoty u SPE validace, které vzhledové piisobi 1épe (Obrdzek 22 a 23), nebot’ analyza byla zna-
teln¢ kratsi (134 méfenych spotti/S hodin). V kapitole rozpoustéci kroky sekvencéni analyza do-
konce probihala do 4 hodin a pokles intenzit béhem méfeni sekvence (potvrzujici odpafovani

naspotované¢ho vzorku), nebyl tak znatelny.
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Obézek 20 Folch validacni xtrkty na Obrazek 21 — Folch valida¢ni extrakty na
MALDI desti¢ce pred analyzou MALDI desticce po dvanacti hodinach analyzy
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Obriazek 22 — SPE-C18 valida¢ni extrakty na Obrazek 23 — SPE-C18 valida¢ni extrakty na
MALDI desti¢ce pted analyzou MALDI desticce po tiech hodinach analyzy

Pro vybrané endogenni lipidy jsou na Obrdazku 24 (a) vyneseny intenzity v zavislosti
na kalibra¢nich bodech. Z obrazku je patrné, ze dochazi ke snizovani intenzit endogennich li-
pidii béhem postupného méteni kalibracnich bodi. Tento trend by nasvédcoval, ze koncentrace
v kazdém bodé¢ je odlisna, pfitom musi byt totoznd, jedna se o tentyz vzorek plazmy. Proto byly
intenzity endogennich lipida s vyuZitim intenzit IS ptepocteny na koncentraci (Obrazek 24 (b))
a vyneseny do grafu v zavislosti na kalibraénim bodé¢. Tyto kroky pak potvrdily: 1) dilezitost

pridavku IS 2) koncentrace endogennich lipida je pfiblizné stejna v kazdém bode¢.
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Obrazek 24 — Grafické porovnani intenzit a koncentraci endogennich lipidti v ramci kalibra¢nich bodii
a) pred normalizaci b) po normalizaci

Kalibracni tady (Obrdzek 25) byly uplné prvnim validaénim parametrem. Kalibrace
Folch 1 SPE extrakce spliiovala linearitu. Nicméné vzhledem k hodnoté koeficientu determi-
nace (R?), ktery sice piesahoval hodnotu 0,9, ale nedosahoval 0,99, z &ehoZ je patrné, Ze tato
metoda je vhodna spiSe pro semikvantitativni méfeni. Nutno podotknout, ze koeficient je nizsi
i z divodu odparovani. Soucasti kalibra¢nich ktivek jsou chybové tsecky kazdého métreného
bodu, které v Zadném bod¢ neptesahovali RSD = 20 %, coZ dokazuje reprodukovatelnost me-

tody. Modra pfimka naznacuje kalibra¢ni body s ptidavky IS po extrakci, oranZzova pired ex-

trakcei.
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Obrazek 25 — Kalibra¢ni fady s pridavkem IS pfed a po extrakci podle typu extrakéni techniky a)
Folch b) SPE-C18

Zpétnym dosazenim intenzit IS do rovnice regrese pied extrakci pro ob¢ extrakéni tech-
niky byly zjiStény experimentalni hodnoty koncentraci IS, kdy chyba pro LOQ byla do 15 %,
tato chyba je pfijatelna. V Tabulce 3 jsou uvedeny limity pro ob¢ techniky. Je nutné uvést, ze
limity kvantifikace a detekce pro SPE a Folch extrakci jsou odlisné u IS gangliosidi, nebot’ pti
extrahovanim gangliosidii Folch extrakci je velmi nizka extrakéni vytéZnost (30 % - 40 %),
timto se posune i limit detekce a kvantifikace pro tuto konkrétni metodu, proto jsou uvedeny

v Tabulce 3 limity pro ob¢ techniky zvlast’.
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Tabulka 3 — Limity detekce a kvantifikace pouzitych IS

IS SPE-C18 Folch

LOD LOQ LOD LOQ

(pmol/ml) (pmol/ml) (pmol/ml) (pmol/ml)

SHexCer 18:1;02/12:0 6 2,4 6 2,4

GM3 18:1;02/18:0-d5 100 300 240 680

Dal$imi parametry bylo urCeni pfesnosti a spravnosti. Tyto parametry byly ur¢ovany
na tfech koncentra¢nich hladindch LL / ML / HL. Pro Folch extrakci byly zjiStény procentudlni
hodnoty piesnosti mezi dvéma dny, pro SPE pouze jednodenni. Pro IS sulfatidi neptesahovala
odchylka piesnosti u obou metod 20 %, s ohledem na problematiku kvalitniho spotovani a od-
pafovani se vysledky zdaji zdatilé a jsou tedy piesné. Pro gangliosidy doslo ke komplikacim na
LH u Folch extrakce, kdy pfesnost ptesahovala 20 % u prvniho dne a i v rdmci obou dnii. SPE

se v tomto ohledu jevi pfesnéjsi s ohledem na vSechny hladiny (Tabulka 4).

Tabulka 4 — Piesnost Folch a SPE-C18 na tfech koncentra¢nich hladinach

IS Den Ptesnost Folch (RSD)
LL ML HL
SHexCer 18:1;02/12:0 1. den 7 14 15
2. den 9 11 8
Mezi dny 8 12,5 11,5
GM3 18:1;02/18:0-d5 1. den 21 4 16
2. den 34 7 11
Mezi dny 27,5 5.5 13,5
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Ptesnost SPE (RSD)

SHexCer 18:1;02/12:0 1. den 12 9 5

GM3 18:1;02/18:0-d5 1. den 19 11 3

Spravnost odrazi i funkcnost extrakce, kdy z divodu nizSich extrakénich uc¢innosti
Folch extrakce dosahuji nékteré koncentraéni hladiny IS gangliosida odliSnost + 30 % od teo-
retickych hodnot koncentrace, zejména LH. SPE u obou zastupcii standard dosahuji spravnosti
+20 % az na vyjimku, kdy v ptipadé LH u IS sulfatidi chyba piesahla 20 %. Vysledky sprav-
nosti jsou uvedeny v Tabulce 5. Tento trend opé€t ukazuje, Ze se metoda hodi pro semikvantita-

tivni meéfeni.

Tabulka 5 — Spravnost Folch a SPE-C18 na tfech koncentra¢nich hladinach

IS Den Spravnost Folch (%)
LL ML HL
SHexCer 18:1;02/12:0 1. den 119 105 102
2. den 80 74 97
Mezi dny 99,5 89,5 99,5
GM3 18:1;02/18:0-d5 1. den 68 105 83
2. den 136 126 89
Mezi dny 102 115 86
Sprévnost SPE (%)
SHexCer 18:1;02/12:0 1. den 73 96 108
GM3 18:1;02/18:0-d5 1. den 104 100 99
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Extrak¢ni ucinnost byla urcena dle smérnic kalibra¢nich kiivek pred a po extrakci pro
ob¢ techniky. Nasledné byla uvedena (Obrazek 26) extrakéni u€innost pro optimalizovanych
25 pl IS. Je patrné, Ze extrakeni ucinnost Folch pro gangliosidy dosahuje vytéZnosti maximalné
40 %. Pro extrak¢ni Gi€innosti ze smérnic a literatury nejsou uvedeny chybové tsecky, pro tento
parametr by se kazda kalibrac¢ni kiivka musela vytvofit 3x. Extrakéni u¢innost SPE-C18 u obou
IS dosahuje rozmezi 80 — 90 %, pro GM3 dokonce pti vypoctu extrakéni G€innosti z neprame-

rovanych hodnot na ML dosahuje vytéznost nad 90 %, po zprimérovani je to piesnych 90 %.
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I I u SPE - literatura
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Obrazek 26 — Extrakéni Gcinnosti IS standardd SHexCer 18:1;02/12:0 a GM3 18:1;02/18:0-d5
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3.5 Aplikace validované metody pro stanoveni gangliosidii a sulfatidi

v referenénim materialu NIST SRM 1950

Obé extrakeni techniky byly aplikovany na stanoveni vybranych kyselych lipidi v NIST
plazmé (Tabulka 6) Pro kvantifikaci byly pouzity stejné interni standardy, jako v ptipad¢ vali-
dace. Ptidavek IS byl na stiedni hladiné ML (25 ul). Vysledky jsou porovnany s literaturou.
Mezi Folch extrakci a SPE nejsou piili§ velké rozdily v koncentracich pro gangliosidy s krat-
kymi fetézci, avSak se zvysujici se délkou acylového zbytku dochazi u Folch extrakce k narus-
tiim koncentraci. Lipidy v tabulce 8 jsou sefazeny prave podle slozeni acylovych zbytkt. Tento
narust koncentraci je zptisoben rozdilnym prestupem GM3 s riiznou délkou acylu do organickeé
faze béhem Folch extrakce. Pro GM3, které maji podobnou délku acylu jako IS a rovnéz i jednu
dvojnou vazbu, jsou koncentrace srovnatelné s SPE extrakci. Nicméné pro vice odlisné GM3
jsou koncentrace mezi jednotlivymi extrakcemi rozdilné, nejmarkantnéjsi rozdil se nachazi u
GM3 42:2;02, GM3 40:1;02. Z tohoto diivodu by bylo vhodnéjsi pouZit vice IS s rozdilnymi
délkami acylovych zbytkd a poctem pritomnych nasobnych vazeb. U sulfatidi je situace riz-
noroda a pro nékteré pripady jsou koncentrace rozdilné, coz miize byt zpisobeno do jisté miry
1 rozdilnym matriénim efektem. Zavérem lze konstatovat, Ze porovnéni s publikovanou meto-
dou RP-LC/MS, ve které bylo kvantifikovano podstatné méné aGSL, ukazuje velmi dobrou
schodu vysledki. Tento fakt dokazuje, ze metoda vyvinutd v ramci diplomové prace poskytuje
srovnatelné vysledky a je tedy aplikovatelna pro semikvantitativni méfeni aGSL v plazmé.
Stejné tak 1 porovnani s pfedchozi praci provedené na stejné instrumentaci ukazuje pomérné
relativné dobrou shodu vysledkt [2]. Pozorované odchylky jsou pravdépodobné opét zpliso-
bené matricnim efektem, ktery mize byt pro extrakci 25 ml plazmy bez zakoncentrovani vy-
razn¢ odlisny nez 10 x zakoncentrovany extrakt 100 ml plazmy. V ptipadé SHex>Cer bohuzel
nebylo mozné vysledky porovnat s literaturou, nebot’ tyto koncentrace v NIST plazmé doposud

nikdo nebyl schopen stanovit a v literatuie nejsou tedy uvedeny.
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Tabulka 6 — Koncentrace endogennich lipidi v NIST SRM 1950 plazmé

Interni standard

Koncentrace (pmol/ml)

GM3 (18:1/10-d5) 506,9
SHexCer
18:1;02/12:0 311
Zastupce Folch SPE-C18 Folch literatura
c RSD c RSD c c
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)  (pmol/ml) (pmol/ml)
[81] (2]
GM3 34:1;02 1181,20 23 875,06
GM3 34:2;02 77,81 17 78,40 5
GM3 36:1;02 541,10 9 443,07 4 345,59
GM3 36:2;02 92,24 4 80,76 15
GM3 38:1;02 163,92 17 139,71 7 378,34
GM3 40:1;02 609,47 5 353,76 5 565,58
GM3 40:1;03 75,71 11 55,41 15
GM3 40:2;02 270,05 10 240,92 26
GM3 41:1;02 177,44 15 84,98 22
GM3 41:2;02 28,96 7 20,14 17
GM3 42:1;02 510,60 15 220,33 4 313,60
GM3 42:1;03 123,70 14 61,93 26
GM3 42:2;02 842,57 4 647,41 26 492,18
GM3 42:2;03 162,47 13 91,94 25 283,04
GM3 42:3;02 258,56 16 187,20 20
SHex,Cer 34:1;02 2,65 25 3,70 4
SHex>Cer 34:1;03 0,37 18
SHex,Cer 40:1;02 0,60 27
SHex,Cer 42:1;02 0,44 15
SHex,Cer 42:2;02 1,61 17 1,39 31
SHex,Cer 42:3;02 0,48 15
SHexCer 34:0;,03 20,00 11 15,70 3 18,32
SHexCer 34:1;02 122,65 11 96,85 4 151,08 126,23
SHexCer 34:1;03 265,89 9 220,61 3 254,96 250,70
SHexCer 34:2;02 16,62 14 13,55 3 15,59
SHexCer 34:2;03 31,01 17 28,07 4 23,63
SHexCer 36:1;02 13,26 27 2,40 16 2,68
SHexCer 36:1;03 6,16 19 5,26 9 3,24
SHexCer 36:2;02 4,68 15 2,19 9
SHexCer 36:2;03 3,87 18 4,14 4
SHexCer 38:1;02 1,87 5 0,88 22
SHexCer 38:1;03 6,23 9 4,53 7
SHexCer 38:2;02 3,63 15 1,47 15
SHexCer 40:0;03 5,24 15 3,01 4
SHexCer 40:0,04 7,44 13 4,36 9
SHexCer 40:1;02 23,02 13 12,76 8
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SHexCer 40:1;03
SHexCer 40:2;02
SHexCer 40:2;03
SHexCer 41:0;04
SHexCer 41:1;02
SHexCer 41:1;03
SHexCer 41:2;02
SHexCer 41:2;03
SHexCer 42:0;04
SHexCer 42:1;02
SHexCer 42:1;03
SHexCer 42:1;04
SHexCer 42:2;02
SHexCer 42:2;03
SHexCer 42:3;02
SHexCer 42:3;03

53,51
14,81
19,60
3,26
10,05
36,25
4,72
12,29
7,42
17,99
58,47
24,14
37,26
72,18
20,05
17,93

12
12
20
17

17
10
12

12
15
12
11
10

65

30,30
9,41
11,23
2,11
5,22
19,45
3,46
8,23
4,50
9,10
31,96
14,22
21,87
39,15
11,52
10,78

14
25
18
13

18
14

12
11
12
17
25
15
12

32,74

30,46

52,43
8,44
12,76

4,90
33,62

5,48

12,59
55,69
15,02
31,98
68,10
10,10
10,21



ZAVER

V ramci optimalizace bylo zjisténo, ze béhem analyzy dochazi k odpafovani vzorku na
MALDI desticce. Kviili této situaci byla pro rozpoustéci krok pred smichanim s MALDI ma-
trici testovana smés rozpoustédel iPr-OH/CHCIlz a MeOH/ CHCl3 a nasledné byla porovnana
stabilita vzorku extraktu v nich rozpusténych béhem analyzy, ptfi¢emz iPr-OH/CHCl3 vykazo-
val lepsi stabilitu. Nicméné pfi tomto postupu dochéazelo k vyraznému odpaieni, na zakladé

¢ehoz bylo vyhodnoceno, zZe pro dosazeni optimélnich vysledki je nutné méfit sekvence v ramci

5 hodin, kdy je ztrata intenzit studovanych aGSL do 20 % ptvodnich hodnot.

Valida¢ni parametry pro Folch extrakci, jako je linearita, pfesnost a spravnost proka-
zaly, Zze metoda je vhodna pro semikvantitativni lipidomickou analyzu. Jediny parametr, ktery
nedosahnul spolehlivych vysledki je extrakéni ucinnost pro GM3, kterad dosahuje 28 % z po-
méru smérnice kalibracni kiivky IS pfidanych pfed a po extrakei a 31 % urc¢enych z ML. Dale
bylo na zdkladé prométeni koncentraci NIST plazmy a srovnani s SPE potvrzeno, Ze se ex-
trak¢ni ucinnost pro GM3 1isi v zavislosti na délce acylu v ceramidové ¢asti. Pro sulfatidy jsou
vSechny parametry piijatelné a pouziti Folch extrakce pouze pro sulfatidy je bezproblémové.

Extrakéni Gi€innost v jejich ptipadé dosahuje 89 % pii uréeni z ML a 82 % ze smérnic.

Validace SPE C-18 prokazuje, Ze tento typ extrakce pro GM3 je jednoznacné spolehli-

v¢j$i a dosahuje piijatelnych vysledki, coz plati 1 pro sulfatidy.

Volbu protokolu tedy rozhoduje typ analytu. V ptipad¢, ze sttedem zdjmu jsou GM3,
doporuceni je pouzit spise SPE-C18, jelikoZ technika neni tolik odli$né pro rizné délky acylo-
vych zbytki. V piipadé sulfatidl je mozné pouZit oba dva extrakéni protokoly, avSak je nutné

brat v potaz, ze pro fadnou extrakci SHex,Cer je vyhodnéjsi SPE-C18.

Obe¢ validované techniky byly pouzity na analyzu aGSL v referen¢nim materialu NIST
plazmé, kdy bylo kvantifikovano 52 zastupci aGSL (31 zastupci SHexCer, 6 zastupct
SHex:Cer a 15 zastupcii GM3). PorovnaniSPE a Folch extrakce ukéazalo, Ze polarnéjsi analyty,
napt. GM3 s kratkymi acyly, vykazuji horsi extrakéni ucinnost, coZ bylo pozorovéano i v ptipadé
SHex,Cer. Finalni porovnani s literaturou ukazalo relativné dobrou shodu. Navic metoda vyvi-
nuta v ramei této diplomové prace dokaze stanovit v porovnani s literaturou vice nez dvojnéso-
bek aGSL, coz naznacuje jeji potencidl pro jejich stanoveni v plazmé v ramci klinickych mé-

feni, coz bude pfedmétem dalsi studie.
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PRILOHY

Prametr A B
Mnozstvi plazmy (ul) 25 50 100 100 200 100 100 100 100 200 25 100 200
Matrice 9-AA

Koncentrace matrice (mg/ml) 5 5 5 10 10 5 5 10 10 10 1010
Zakoncentrovani (x) 2 10 10 10 10 1010
Zastupce [M-H] Sumérni vzorec

GM3 32:1;02 1123,6746  CSsHI00N2021 < X X X X X X X X X X v
GM3 34:1;02 nsigose  csmioancozr X VvV v v v v v v VvV vV V
GM3 34:2;02 1149,6902  Cs7H102N2021 X X X X v X X X v Vv ox v
GM3 36:1;02 o2 csomoseozr X VvV v v v v Vv v VvV vV V
GM3 36:2;02 1177,7215  C59HI06N2021 < X X X X v vV Vv Vv VX v
GM3 38:1;02 1207,7685  C6lHII2N2021 X X X X v v v v v v VvV vV V
GM3 40:1;02 12357998  C63HII6N2021 X X v oy v v v v v vV v VvV V
GM3 40:1;03 1251,7947  C63H116N2022 X X X X X v vV Vv VvV x v V
GM3 40:2;02 1233,7841  C63HI14N2021 X X X X X v v v v v VvV vV
GM3 41:1;02 12498154  Ce4H118N2021 X X X X X v v v v v VvV vV
GM3 41:2;02 1247,7998  C64H116N2021 X X X X X v v v VvV Vo v oV

~
|



GM3 42:1;02
GM3 42:1;03
GM3 42:2;02
GM3 42:2;03
GM3 42:3;02
SHex,Cer 34:1;02
SHex,Cer 34:1,03
SHex,Cer 40:2;02
SHex,Cer 40:1;02
SHex,Cer 42:1;02
SHex,Cer 42:2;02
SHex,Cer 42:2;03
SHex,Cer 42:3;02
SHexCer 34:0;03
SHexCer 34:1;02
SHexCer 34:1;03
SHexCer 34:2;02

SHexCer 34:2;03

1263,8311
1279,826
1261,8154
1277,8103
1259,7998
940,5673
956,5622
1022,6455
1024,6612
1052,6925
1050,6768
1066,6717
1048,6612
796,525
778,5145
794,5094
776,4988

792,4937

C65H120N2021

C65H120N2022

C65H118N2021

C65H118N2022

C65H116N2021

C46H87NO16S

C46H87NO17S

C52H97NO16S

C52H99NO16S

C54H103NO16S

C54H10INO16S

C54HI0INO17S

C54H99NO16S

C40H79NO12S

C40H77NO11S

C40H77NO12S

C40H75NO11S

C40H75NO12S

OO X X X X X X X X X X X X

OO X X X X X X X X X X X X
OO A X X X X X X X X X X L X L

~J

BN NN X XX X X X XX A

N N N N N N S NENENENENEN

N N N N N N S NENENENENEN
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N N S SE NN NN
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SHexCer 36:1;02
SHexCer 36:1;03
SHexCer 36:2;02
SHexCer 36:2;03
SHexCer 38:1;02
SHexCer 38:1;03
SHexCer 38:2;02
SHexCer 40:0;03
SHexCer 40:0;04
SHexCer 40:1;02
SHexCer 40:1;03
SHexCer 40:2;02
SHexCer 40:2;03
SHexCer 41:0;04
SHexCer 41:1;02
SHexCer 41:1;03
SHexCer 41:2;02

SHexCer 41:2;03

806,5458
822,5407
804,5301
820,525

834,5771
850,572

832,5614
880,6189
896,6138
862,6084
878,6033
860,5927
876,5876
910,6295
876,624

892,6189
874,6084

890,6033

C42H8INOI11S

C42H81NO12S

C42H79NO11S

C42H79NO12S

C44H85NO11S

C44H85NO12S

C44H83NO11S

C46H91NO12S

C46H91NO13S

C46HBINO11S

C46HBINO12S

C46H87NO11S

C46H87NO12S

C47H93NO13S

C47H91INO11S

C47H91NO12S

C47H89NO11S

C47HBINO12S

<L X LU A X KU X X X X X X X X X

<L X LU AU X AU X X X X X X X X X

N N N N NN S NENEN

~
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SHexCer 42:0;03
SHexCer 42:0;04
SHexCer 42:1;02
SHexCer 42:1;03
SHexCer 42:1;04
SHexCer 42:2;02
SHexCer 42:2;03
SHexCer 42:3;03

SHexCer 42:4;02

Ptiloha 1 — Finalni identifikacni tabulka endogennich kyselych glykosfingolipidd ve smésné plazmé A (Folch), B (SPE-C18)

908,6502
924,6451
890,6397
906,6346
922,6295
888,624
904,62
902,6033

884,5927

C48H95NO12S

C48H95NO13S

C48H93NO11S

C48H93NO12S

C48H93NO13S

C48H91NO11S

C48H91NO12S

C48H89NO12S

C48H87NO11S

XX A A A XX
XX A A A XX

XX AN AN N NN

X LANANNAN AN A

80

N N N N N YR NN

N N N N N Y NN

RSN NN N NN

RSN NN N NN

N N N N N Y NN

N N N N N YR NN
NI NN N N

NN NE N NN

NN NE N NN



E Folch

o 3

? u SPE
g 2

N

5

- II I I

0 =l (] | I I T I I I I [ ] | I [ 1] I l I I I
.0 .0 O
v c&f‘q’ c&""’ c&f‘q’ c&""’ c&f‘q’ oﬂ‘"’ c&f‘q’ c&f‘"’ GW’ c&"% GW’ c&""’ c&fc’ o c&f‘q’ c&""’ c&f‘q’
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