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Abstract

Gangliosides represent a lipid class containing a backbone of sphingoid bases and polar saccharide
chains with at least one sialic acid. These lipids are abundant in the central nervous system and play
important roles in numerous physiological processes in cells, such as memory control, cell signaling,
neuronal recovery, neuronal protection or apoptosis. Gangliosides are extracted using chloroform,
methanol and water, where agueous phase containing gangliosides is further purified on C18 solid-
phase extraction column to remove undesired salts. The purpose of this study is the development of a
reliable analytical method for the ganglioside analysis based on the hydrophilic interaction liquid
chromatography coupled to negative-ion electrospray ionization mass spectrometry (HILIC/ESI-MS).
The developed method is applied for the lipidomic analysis of human kidney, lungs, plasma, urine,
erythrocytes and porcine brain.

Souhrn

Gangliosidy jsou tfidou lipidi obsahujici ceramid, na kterém jsou navazany cukerné jednotky a
alesponi jedna kyselina sialova. Tyto lipidy jsou hojné zastoupeny v centralni nervové soustavé a hraji
v buiikach dulezitou roli v mnoha fyziologickych procesech, jako je kontrola paméti, bunécna
signalizace, ochrana neuronii nebo apoptdza. Gangliosidy jsou extrahovany pomoci smési chloroform,
methanol a voda. Vodna faze obsahujici gangliosidy je nasledné piecisténa na C18 kolonkach.
Precisténi se provadi pro odstranéni soli. Hlavnim cilem této prace je vyvinuti spolehlivé metody pro
analyzu gangliosidu. Vyvinuta metoda, zalozena na HILIC separaci ve spojeni s ESI-MS (HILIC/ESI-
MS), je aplikovana na analyzu lidskych ledvin, plic, plasmy, erythrocyti a prase¢iho mozku

1. Uvod

Sfingolipidy jsou jednou zosmi hlavnich tiid (mastné kyseliny, glycerolipidy,
glycerofosfolipidy, steroly, prenoly, sacharolipidy a polyketidy) dle LIPID MAPS [1].
Sfingolipidy obsahujici ceramid, na ktery je navazan oligosacharidovy fetézec a jedna nebo
vice kyselin sialovych se nazyvaji gangliosidy. Na ceramid mohou byt navazany rizné typy
cukri jako nenabité cukry — glukoza, galaktoza, fukdza atd.; anebo ionizovana funkéni
skupina jako je sulfat pfipojeny k nenabitému cukru a residua kyseliny sialové. Kyselina
sialova je trivialni nazev pro vSechny derivaty neuraminové kyseliny [2], kde nejdalezitéjsi je

N-acetylneuraminova kyselina (NeuAc, SA) a méné béZna je N-glycolylneraminova kyselina

19



(NeuGc). NeuAc a NeuGc si jsou velmi podobné, ale vyznamné se lisi v jejich pfirozeném
vyskytu. NeuAc je pfitomen u clovéna na rozdil od NeuGce, ktery je ziskdn z potravy
Vv omezeném mnozstvi [2-4]. Gangliosidy maji vyznamné funkce v burikach savci [2,5]. Jsou
pritomny témét ve vSech lidskych tkanich, zejména v neuralnich tkanich a extraneuralnich
organech jako jsou plice, slezina stfeva, stejné jako v biologickych tekutindch jako je
mléko[6-10]. Gangliosidy jsou hojné zastoupeny v centralnim nervovém systému a hraji
dalezitou roli v mnoha bunécnych fyziologickych procesech, jako je: bunécna signalizace,
ochrana neuronii, apoptdza, adheze a diferenciace [2,11-15].

Gangliosidy jsou komplexni lipidy a jejich analyza je velmi dilezitd pro porozuméni
jejich funkei v organismu. Vzhledem K nizkym koncentracim piedstavuje ptiprava vzorkt
kriticky a rozhodujici krok. V soucasné dobé se v lipidomické analyze pouzivaji extrakéni
postupy vyvinuté Folchem [16] a jejich dalsi modifikace [17]. Pti extrakci dle Folche se
nejprve homogenizuje vzorek biologického materialu se smési chloroform/methanol a
pridavku vody. Vznikld smés je rozd€lena do dvou fazi, pficemz v dolni organické fazi
(chloroform) je smés zejména nepolérnich lipidii a horni vodna f4ze obsahuje polarni lipidy
(gangliosidy atd.) a latky nelipidového charakteru. Vodnou fazi obsahujici gangliosidy a dalsi
nelipidové latky je tfeba precistit od necistot. Pro €isténi se pouzivaji SPE zalozené na modu
reverznich fazi nebo iontové vyménné [9,18,19]. Extrakt lipidi muze byt separovan pomoci
RP, HILIC nebo TLC médu [5,6,9,19,20]. Identifikace gangliosidi v biologickych tkanich a
tekutinach je naroc¢na uloha, kterd vyZaduje pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) spojené s chromatografickymi technikami [21,22]. Kombinace zobrazovani pomoci
hmotnostni spektrometrie a imunohistochemie byla aplikovana pro multimodalni detekci
GM2 a GM3 u mysi [23]. Dalsi aplikace zobrazovani pomoci hmotnostni spektrometrie pro
prostorovou charakterizaci gangliosidii v myS$im mozku je zaloZena na kombinaci zobrazeni a
separace iontové mobility [24].

V této studii je popsan vyvoj systematické optimalizace HILIC/ESI-MS/MS metody pro
analyzu Sirokého spektra gangliosidi. Hlavnim parametrem chromatografické optimalizace je
slozeni mobilni faze s durazem na kontrolu pH, testovani typt a koncentraci pufrd pro
dosaZeni optimalni separace a citlivosti. Fragmenta¢ni chovani jednotlivych t¥id gangliosidi

Vv rezimu MS/MS je studovano s cilem objasnit strukturu gangliosida.
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2. Experimentalni ¢ast
2.1 Chemikalie a standardy

Pro méfeni byla pouZita rozpoustédla acetonitril, methanol o HPLC/MS ¢istoté (= 99,9%)
dodané firmou Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dale byla pouzivana voda ziskana
z demineraliza¢niho pfistroje Milli-Q® Reference system (Molsheim, Francie). K extrakci
lipidd byl pouzit chloroform o HPLC ¢istoté (> 99,9%) stabilizovany 0,5-1%nim ethanolem
(Sigma-Aldrich). Do mobilni faze byl pifidavan octan amonny o Cistoté > 99,995% a
mravenc¢an amonny o Cistot€¢ > 99,0% od firmy Sigma-Aldrich. Pro upravu pH byla pouzita
kyselina octové o Cistot¢ > 99,99% a kyselina mravenci o Cistot¢ ~ 98% od firmy Sigma-
Aldrich. Standard celkového extraktu gangliosidu z prase¢iho mozku byl zakoupen od Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL, USA).

2.2 Priprava vzorki a standardi

Vzorek 2 mg celkového extraktu gangliosidii z prase¢iho mozku byl rozpustén ve
smé&si 1100 ul chloroform/methanol/voda (600:425:75, viviv). Vzorky lidskych ledvin a plic
byly ziskany béhem operace a okamzité zmrazeny a uloZeny pii teploté -80 °C, dokud nebyly
zpracovany. Lidské ledviny, plice, plasma, erythrocyty a prase¢i mozek extrahovany pomoci
smési chloroform/methanol/voda dle Folche [16] s malou modifikaci [17,25]. 25 mg tkané
bylo homegenizovano s 6 ml chloroform/methanol (2:1, v/v); 200 pl plasmy a erythrocytd
bylo homogenizovano s 3 ml chloroform/methanol (2:1, v/v) v ultrazvuku po dobu 10 minut a
za teploty 40 °C. Poté byla ptidana deionizovana voda (1200 ul pro tkan¢ a 600 ul pro plasmu
a erythrocyty) a centrifugovano po dobu 3 minut pii 3000 ot./min. Horni vodna faze
obsahujici gangliosidy byla odd€lena a odpatena pod proudem dusiku. Po odpareni byl vzorek
rozpustén v1 ml vody a piecistén pomoci SPE. 200 mg tC18 kolonky (Sep-Pak Vac,
37-55 um velikost castic) (Waters, Milford, MA, USA) byly kondiciovany pomoci 3 ml
methanolu a nasledné promyty 3 ml vody. Poté byl nanesen rozpustény vzorek v 1 ml vody a
precistén pomoci 3 ml vody. Poslednim krokem byla eluce pomoci 3 ml methanolu. Eluat byl
odpafen pod proudem dusiku a rozpustén v 500 pl smési methanol/voda/chloroform
(300:150:50, v/viv).

2.3 Optimalizace LC/MS podminek

Experimenty byly provedeny na kapalinovém chromatografu Agilent 1290 Infinity
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Findlni podminky pro analyzu lipida jsou
nasledujici: kolona Ascentis Si (150 x 2.1, 3 um, Sigma-Aldrich), pratok 0,3 ml/min, teplota
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kolony 40 °C, gradient: 0 min - 87.7% A + 12.3% B, 15 min - 77.9% A + 22.1% B, kde A je
acetonitril s kyselinou octovou a B je 10 mM vodny octan amonny, upraveny Kyselinou
octovou na pH 6,1.

Findlni podminky HPLC/MS metody byly nésledujici: hydridova kolona Cogent
Diamond Hydride (250 x 4,6 mm, 4pm), pratok mobilni fdze 1 ml/min, ddvkovany objem 3 pl
rozpusténého extraktu lipidi, teplota kolony 40°C. Byla pouzita mobilni faze se slozkami A
(acetonitril s kyselinou mraven¢i) a B (40 mM vodny roztok mraven¢anu amonného
s kyselinou mravenci). Hodnota pH vodného roztoku byla 4,0 a piidavek kyseliny do
acetonitrilu byl stejny jako do vodné faze. Byl zvolen gradient: 0 min—99.7% A + 0.3% B,
60 min—75%A + 25% B. Pro identifikaci jednotlivych tfid lipidi byla pouzita ionizace ESI
pfi zdznamu kladnych i zdpornych iontl v rozsahu m/z 50-1000, teplota suSiciho plynu
365°C, tlak zmlzujiciho plynu 60 psi a pritok susiciho plynu 10 ml/min.

Optimalizace metody byla provadéna na kapalinovém chromatogramu ve spojeni
S hmotnostnim spektrometrem micrOTOF-Q (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Byly
pouzity tyto parametry: napéti na kapilare 2,5 kV, pritok susiciho plynu 9,3 I/min, teplota
susiciho plynu 210 °C, ESI zaznam negativnich iontti v rozsahu 50-300 m/z, tlak zamlzujiciho
plynu 1,2 bar.

Pro identifikaci byl pouzit hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si (Waters) v rozlisujicim
modu za pouziti téchto podminek: ESI zaznam negativnich iontt v rozsahu 50-200 m/z, napéti
na kapilare 2,2 kV, teplota zdroje 150 °C, suSici teplota 500 °C, pratok suSiciho plynu
17 I/min, tlak zmlzujiciho plynu 4 bar.

3. Vysledky a diskuze

Na zaklad¢ ptedchozi HILIC/ESI-MS metody pro analyzu kyselych lipida [26], byla
pouzita pro analyzu gangliosidii kolona Ascentis Si. Pfi vyvoji metody byly sledovany tyto
hlavni tfidy gangliosidi: GMla, Fuc-GMla, GDla, GDIb a GTIlb. Byla testovana
koncentrace od 0 do 30 mM mravencanu a octanu amonného (obrazek 1). Nejlepsi signal pro
mravencan a octan amonny byl pro koncentraci 5 mM, ale nejlepsi kompromis mezi
sensitivitou a tvarem piku bylo dosazeno pro 10 mM octan amonny. Mobilni faze bez aditiv
neni mozné pouzit z diivodii chvostovani piki a také nebylo dosazeno separace izomeri
GDla a GD1b Zobrazku 1 je zfejmé, ze se zvySujici se koncentraci aditiv se snizuje

sensitivita.
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Obrazek 1. Porovnani relativni plochy pikti versus koncentrace (A)
mravenc¢anu amonného a (B) octanu amonného pro tyto gangliosidy:
GM1a 36:1 (RIC of [M-H] at m/z 1544.9), Fuc-GM1a 36:1 (RIC of
[M-H] at m/z 1690.9), GD1a 36:1 (RIC of [M-H]* at m/z 917.5),
GD1b 36:1 (RIC of [M-H]* at m/z 917.5), and GT1b 38:1 (RIC of
[M-H]* at m/z 1077.0).

Dale byl testovan vliv pH mobilni faze na tvar pikd (tabulka 1). Byla testovana hodnota
pH, v rozmezi od 3,0 do 6,5 upravovana 10 mM octanem amonnym a kyselinou octovou,
v rozmezi od 3,0 do 5,8 10 mM mravenc¢anem amonnym a Kyselinou mravenci. Za pouziti
mobilni faze mravenc¢anu amonného pii pH 3 nebylo dosazeno separace izomerd GDla a
GD1b. Pfi testovani octanu amonného doslo k separaci jiZ zminénych izomert i1 pii pH 3.
Bylo testovano pH mravenc¢anu amonného a octanu amonného a jeho vliv na sensitivitu
(obrazek 2.). Nejvétsi zmény sensitivity 1ze pozorovat v octanovém prostiedi, kdy se snizujici
pH 6,1. Dale byly porovnany nejlepsi vysledy V prostiedi mravencanovém (pH 5,1) a

octanovém (pH 6,1) (obrazek 2C). Je ukdzano, Ze v octanovém prostiedi tlumeném na pH 6,1
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dosahneme nejlepsi citlivosti. Nejlepsiho kompromisu mezi sensitivitou a kvalitou separace

bylo dosazeno za pomoci 10 mM octanu amonného pti pH 6,1.

Tabulka 1. Vliv hodnoty pH na chvostovani pikd (parametr symetrie piki).

10 mmol/L ammonium formate buffer | 10 mmol/L ammonium acetate buffer
pH 3.0 4.0 5.0 54 5.8 3.0 4.0 5.0 6.1 6.5
GM1 107 106 117 124 121 136 119 127 127 121
FucGM1 095 1.02 125 143 169 |122 097 131 121 138
GD1la 264 128 117 115 114 121 139 117 134 136
GD1b 2.64* 157 157 124 102 |165 143 135 128 1.05
GT1 088 125 111 123 102 292 127 121 108 1.05

*Nebyly rozseparovany tfidy GD1a a GD1b
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Obrazek 2. Vliv pH mravencanu amonného (A) a octanu amonného (B) na sensitivitu.
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Tabulka 2. Ptehled lipidt identifikovanych v prase¢im mozku, lidskych
ledvinach, plicich, plasmé a erythrocytech.

Retention Sample type
Lipidclass | time window [ Porcine [ Human | Human | Human | Human Total
[min] brain | kidney | lungs | plasma | erythrocytes
SulfoHexCer 06-17 38 25 3 2 4 43
SulfoHex,Cer 0.6-17 - 25 - - 4 25
PG 10-15 7 4 5 - - 9
Pl 10-15 10 20 13 8 9 20
LPI 1.7-24 8 8 4 5 - 10
PS 20-29 17 7 8 - 10 20
GM3 19-25 2 16 15 15 4 22
GD3-Ac 2.8-3.8 13 - 2 - - 14
GM2 33-41 3 3 2 - - 6
GD3 45-57 9 13 - - 17
GDla-Ac 48-55 3 - - - - 3
GMla 49-58 10 - - - 5 11
Fuc-GM1la 6.2-7.2 7 - - - - 7
GDla 6.3-7.1 7 4 2 - - 10
GT3-Ac 6.3-7.3 6 - - - - 6
GDO0a 7.3-8.3 7 - - - - 7
GD2 75-84 2 - - - - 2
Fuc-GD1b-Ac 8.3-9.0 3 - - - - 3
GD1b 8.8-9.6 8 - - - - 8
GT1b-Ac 9.2-99 4 - - - - 4
GQ1-Ac 9.2-99 2 - - - - 2
GTla 9.3-9.9 4 - - - - 4
Fuc-GD1b 10.3-11.3 5 - - - - 5
GTib 10.8-12.0 12 - - - - 12
GQ1b 12.4-135 2 - - - - 2
Total 189 122 67 30 36 272
4, Zavér

Byla zoptimalizovana HILIC/MS metoda, kdy byly testovany rtzné koncentrace a pH
mraven¢anu a octanu amonného a byl popsan jejich vliv na separaci a sensitivitu gangliosida.
Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno pti pouziti 10 mM octanu amonného pti pH 6,1. Metoda
byla pouzita pro analyzu lipidd v prase¢im mozku, lidskych ledvinach, plicich, plasmé a
erythrocytech (Tabulka 2). Bylo identifikovano 145 gangliosidd, 71 sulfatidi a 59 polarnich
fosfolipidi.

Podékovani
Tato prace byla podpofena ERC CZ grantovym projektem LL1302 podporovanym

Ministerstvem $kolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské republiky.

25



Literatura

[1] E. Fahy, S. Subramaniam, H.A. Brown, C.K. Glass, A.H. Merrill, R.C. Murphy,

C.R. Raetz, D.W. Russell, Y. Seyama, W. Shaw: A comprehensive classification system
for lipids. Journal of Lipid Research 46 (2005) 839-862.

[2] M. Aureli, L. Mauri, M.G. Ciampa, A. Prinetti, G. Toffano, C. Secchieri, S. Sonnino:
GM1 ganglioside: past studies and future potential. Molecular neurobiology 53 (2016)
1824-1842.

[3] R. Schauer: Sialic acids: fascinating sugars in higher animals and man. Zoology 107
(2004) 49-64.

[4] Y.N. Malykh, R. Schauer, L. Shaw: N-Glycolylneuraminic acid in human tumours.
Biochimie 83 (2001) 623-634.

[5] K. Ikeda, R. Taguchi: Highly sensitive localization analysis of gangliosides and sulfatides
including structural isomers in mouse cerebellum sections by combination of laser
microdissection and hydrophilic interaction liquid chromatography/electrospray
ionization mass spectrometry with theoretically expanded multiple reaction monitoring.
Rapid Communications in Mass Spectrometry 24 (2010) 2957-2965.

[6] R. Lacomba, J. Salcedo, A. Alegria, M.J. Lagarda, R. Barbera, E. Matencio:
Determination of sialic acid and gangliosides in biological samples and dairy products: a
review. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 51 (2010) 346-357.

[7] F. Giuffrida, I.M. Elmelegy, S.K. Thakkar, C. Marmet, F. Destaillats: Longitudinal
evolution of the concentration of gangliosides GM3 and GD3 in human milk. Lipids 49
(2014) 997-1004.

[8] L. Ma, A.K. MacGibbon, H.J.B.J. Mohamed, S. Loy, A. Rowan, P. McJarrow, B.Y.
Fong: Determination of ganglioside concentrations in breast milk and serum from
Malaysian mothers using a high performance liquid chromatography-mass spectrometry-
multiple reaction monitoring method. International Dairy Journal 49 (2015) 62-71.

[9] M. Fuller, S. Duplock, L.K. Hein, B.A. Rigat, D.J. Mahuran: Liquid chromatography/
electrospray ionisation—tandem mass spectrometry quantification of G M2 gangliosides
in human peripheral cells and plasma. Analytical Biochemistry 458 (2014) 20-26.

[10] T. Valdes-Gonzalez, N. Goto-Inoue, W. Hirano, H. Ishiyama, T. Hayasaka, M. Setou, T.
Taki: New approach for glyco-and lipidomics—Molecular scanning of human brain
gangliosides by TLC-Blot and MALDI-QIT-TOF MS Journal of Neurochemistry 116
(2011) 678-683.

[11] S. Sonnino, L. Mauri, M.G. Ciampa, A. Prinetti: Gangliosides as regulators of cell
signaling: ganglioside-protein interactions or ganglioside-driven membrane organization?
Journal of Neurochemistry 124 (2013) 432-435.

[12] S. Sonnino, L. Mauri, V. Chigorno, A. Prinetti: Gangliosides as components of lipid
membrane domains. Glycobiology 17 (2007) 1R-13R.

26



[13] P.H. Lopez, R.L. Schnaar: Gangliosides in cell recognition and membrane protein
regulation. Current Opinion in Structural Biology 19 (2009) 549-557.

[14] S.-1. Hakomori: Bifunctional role of glycosphingolipids. Modulators for transmembrane
signaling and mediators for cellular interactions. Journal of Biological Chemistry 265
(1990) 18713-18716.

[15] S.-I. Hakomori, K. Handa: GM3 and cancer. Glycoconjugate Journal 32 (2015) 1-8.

[16] J. Folch, M. Lees, G. Sloane-Stanley: A simple method for the isolation and purification
of total lipids from animal tissues. J. Biol. Chem. 226 (1957) 497-509.

[17] E. Citkova, M. Hol¢apek, M. Lisa, M. Ovcacikova, A. Lycka, F. Lynen, P. Sandra:
Nontargeted quantitation of lipid classes using hydrophilic interaction liquid
chromatography—electrospray ionization mass spectrometry with single internal standard
and response factor approach. Analytical Chemistry 84 (2012) 10064-10070.

[18] A.D. Garcia, J.L. Chavez, Y. Mechref: Rapid and sensitive LC-ESI-MS of gangliosides.
Journal of Chromatography B 947 (2014) 1-7.

[19] K. Ikeda, T. Shimizu, R. Taguchi: Targeted analysis of ganglioside and sulfatide
molecular species by LC/ESI-MS/MS with theoretically expanded multiple reaction
monitoring. Journal of Lipid Research 49 (2008) 2678-26809.

[20] A. Prinetti, F. Rocchetta, E. Costantino, A. Frattini, E. Caldana, F. Rucci, A. Bettiga,
P.L. Poliani, V. Chigorno, S. Sonnino: Brain lipid composition in grey-lethal mutant
mouse characterized by severe malignant osteopetrosis. Glycoconjugate Journal 26
(2009) 623-633.

[21] Z.-C. Tsui, Q.-R. Chen, M.J. Thomas, M. Samuel, Z. Cui: A method for profiling
gangliosides in animal tissues using electrospray ionization—tandem mass spectrometry.
Analytical Biochemistry 341 (2005) 251-258.

[22] T. Hu, Z. Jia, J. Zhang, A Novel Strategy for Comprehensive Profiling and Identification
of Acidic Glycosphingolipids Using Ultra-High-Performance Liquid Chromatography
Coupled with Quadrupole Time of Flight Mass Spectrometry. Analytical Chemistry 89
(2017) 7808-7816.

[23] M. Dufresne, D. Guneysu, N.H. Patterson, M.M. Marcinkiewicz, A. Regina, M.
Demeule, P. Chaurand: Multimodal detection of GM2 and GM3 lipid species in the brain
of mucopolysaccharidosis type Il mouse by serial imaging mass spectrometry and
immunohistochemistry. Analytical and Bioanalytical Chemistry 409 (2017) 1425-1433.

[24] K. Skragkova, E. Claude, E.A. Jones, M. Towers, S.R. Ellis, R.M. Heeren: Enhanced
capabilities for imaging gangliosides in murine brain with matrix-assisted laser
desorption/ionization and desorption electrospray ionization mass spectrometry coupled
to ion mobility separation. Methods 104 (2016) 69-78.

[25] M. Ovc¢acikova, M. Lisa, E. Cifkova, M. Hol¢apek: Retention behavior of lipids in
reversed-phase ultrahigh-performance liquid chromatography—electrospray ionization
mass spectrometry. Journal of Chromatography A 1450 (2016) 76-85.

27



[26] E. Cifkova, R. Hajek, M. Lisa, M. Holc¢apek: Hydrophilic interaction liquid
chromatography—mass spectrometry of (lyso) phosphatidic acids, (lyso)
phosphatidylserines and other lipid classes. Journal of Chromatography A 1439 (2016)
65-73.

28



