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Abstract

Lipidomic analysis of biological samples in clinical research represents a challenging task due
to the extreme complexity of samples and their large number. One of the ways to get complex
information on the composition of the sample is to use direct infusion mass spectrometry (DI-MS).
The DI-MS technique was used to measure plasma samples of patients with renal cancer and healthy
volunteers.

Souhrn

Lipidomické analyza biologickych vzorkli v klinickém vyzkumu pfedstavuje narocny ukol,
ktery je dan vysokou komplexnosti a velkym poétem zpracovavanych vzorki. Jednou z moznosti, jak
ziskat komplexni informace o slozeni vzorku, je pouziti piimé infuze spojené s hmotnostni
spektrometrii (DI-MS). Technika DI-MS byla pouZita pro méfeni vzorkti plazmy pacientt s rakovinou
ledvin a zdravych dobrovolnika.

1. Uved

Lipidomika [1] je jednou z oblasti metabolomiky, ktera se zamé&fuje na analyzu lipidi
izolovanych z buné€k, tkdni nebo télnich tekutin. Tyto poznatky slouZi k objasnéni funkci
lipidd v biologickych systémech. Lipidy se ucastni bunécéné signalizace, slouzi k porozuméni
mechanismi nékterych zavaznych onemocnéni a jsou potencialnimi biomarkery téchto
onemocnéni. Lipidy predstavuji [2,3] rizné skupiny sloucenin s velkymi rozdily ve struktute
a fyzikalné-chemickych vlastnostech, coz klade naroky na pouzivané analytické techniky pfi
lipidomické analyze.

Pro lipidomickou analyzu biologickych vzorki se klicovou technikou stala hmotnostni
spektrometrie, a to zejména diky jejimu vyznamnému rozvoji v poslednich letech.
V lipidomické analyze pomoci MS se pouzivaji predev§im dva pfistupy, jde 0 pfimou infuzi
vzorku (DI-MS), oznac¢ovanou také jako shotgun lipidomics [4]. Druhym pfistupem je spojeni

kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.
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DI-MS piedstavuje analytickou techniku, ve které je lipidovy extrakt zaveden pfimou
infuzi do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru, kde jsou vSechny lipidy ionizovany
spole¢né. Lipidy jsou stanoveny pomoci MS/MS skent, jako jsou skeny prekurzorovych ionti
(PI), skeny neutralnich ztrat (NL) a skeny iontovych reakci (SRM), které jsou zalozeny na
charakteristickém fragmentacnim chovani jednotlivych tfid méfenych lipidi. K méfeni se
vyuzivaji hmotnostni spektrometry trojitého kvadrupolu nebo kvadrupol-linearni iontové pasti
[5]. V klinickém vyzkumu byva technika DI-MS pouzivana pro analyzu velkych souborti
vzorkl, nebot’ cely tento proces je mozné snadno automatizovat. Navic poskytuje ptesné
a reprodukovatelné vysledky. Stanoveni izomerti miize byt na druhé stran¢ obtizné, pozornost
je tfeba vénovat také iontové supresi.

Vzhledem ke komplikovanému slozeni vzorki je kvantifikace lipidomické analyzy
obtizna, protoze pouziti odpovidajicich standardi pro vSechny analyty je nerealné. Pro
kvantifikaci se pro kazdou tfidu jako interni standardy (IS) pouzivaji exogenni lipidy, které
nejsou piitomny v redlnych vzorcich. Jedna se o lipidy s netypickou kombinaci sudych a

lichych acylu.

2. Experimentalni ¢ast
2.1 Chemikalie a standardy

Acetonitril, 2-propanol, metanol (odpovidajici ¢istoty HPLC/MS grade), chloroform
(HPLC grade), octan amonny a kyselina octova byly zakoupeny od SigmaAldrich (St. Louis,
MO, USA). Redestilovana voda byla pfipravena na pfistroji Milli-Q Reference Water
Purification System (Molsheim, France). Pro kvantifikaci byly pouzity nasledujici IS:
diacylglycerol (DG 12:1/0:0/12:1), monoacylglycerol (MG 19:1/0:0/0:0) a triacylglycerol
(TG 19:1/19:1/19:1), zakoupené od Nu-ChekPrep (Elysian, MN, USA). Dalsi - cholesteryl
ester (CE-D7 16:0), ceramid (Cer d18:1/12:0), hexosylovany ceramid (HexCer d18:1/12:0),
deuterovany cholesterol (Chol d7), dihexosylovany ceramid (Hex2Cer d18:1/12:0),
lysofosfatidylcholin ~ (LPC  17:0/0:0), lysofosfatidylethanolamin ~ (LPE  14:0/0:0),
lysofosfatidylglycerol (LPG 14:0/0:0), fosfatidova kyselina (PA 14:0/14:0), fosfatidylcholin
(PC 14:0/14:0), fosfatidylethanolamin (PE 14:0/14:0), fosfatidylglyceroly (PG 14:0/14:.0),
fosfatidylseriny (PS 14:0/14:0), sfingomyelin (SM d18:1/12:0) a sulfatid (d18:1/12:0) - byly
zakoupeny od Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA).

Zasobni roztok jednotlivych IS byl pfipraven o koncentraci 2 mg/ml ve smési

obsahujici chloroform — 2-propanol (1:4, v/v).
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Vzorky plazmy pacientli s rakovinou ledvin a zdravych dobrovolnikii byly ziskany

Z Fakultni nemocnice Olomouc na zakladé souhlasu etické komise.

2.1 Priprava vzorki

Lipidovy extrakt byl pfipraven z 25 ul plazmy, do které byla pro kvantitativni analyzu
pridana smés IS. Vzorky byly pfipraveny podle upravené Folchovy metody [6]. Poté byly
vzorky odpafeny pod dusikem a odparky byly rozpustény 0,5 ml smési, ktera obsahovala
chloroform a 2-propanol (1:1, v/v). Vysledny lipidovy extrakt byl osmkrat nafedén ve smési,
ktera se skladala z chloroformu, metanolu a 2-propanolu (1:2:4, v/v/v); smés dale obsahovala

7,5 mM octan amonny a 1%ni kyselinu octovou.

2.1 DI-MS podminky

DI-MS byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru ABSciex 6500 QTRAP
s trojitym kvadrupélem a Turbo V iontovym zdrojem s elektrosprejovou ionizaci (ESI).
Nastaveni iontového zdroje bylo nasledujici: napéti kapilary 5200V, ,,curtain“ plyn 20 psi,
teplota zdroje 50 °C, zmlzujici plyn (GS1) 15 psi, a turbo plynu (GS2) 10 psi. MS/MS sken
byl méfen se skenovaci rychlosti 1000 Da/s. Dal§imi parametry byly deklasterizacni potencial
80 V, vstupni potencial 10 V a kolizni energie 12 eV (cholesterol, CE), 20 eV (DG, MG),
25 eV (PA, SulfoHexCer), 30 eV (PE, LPE, PS, LPS, PG, LPG, TG) a 35 eV (PC, LPC, SM,
Cer, HexCer, Hex2Cer). Vzorky byly zavedeny do iontového zdroje pomoci ptimé infuze,
ktera byla realizovana pomoci kapalinového chromatografu Agilent 1290 Series (Agilent
Technologies), ktery tvoti Agilent 1290 binary pumpy a Agilent 1260 autosampler.
Rozpoustédlem pro pfimou infuzi vzorku byla smés chloroform — metanol — 2-propanol
(1:2:4, viviv) obsahujici 7,5 MM octanu amonného a 1%ni kyseliny octové s pritokem
3 ul/min. Systém byl nasledné promyt smési metanol — 2-propanol — voda (2:2:1, v/viv)

obsahujici 7,5 MM octan amonny a 1%ni kyselinu octovou. Davkovano bylo 50 ul vzorku.

3. Vysledky a diskuze

Tato prace navazuje na nedavno uveiejnéné tdaje [7]. Byla pfevzata validovana metoda
pro techniku DI-MS, ktera byla vyvinuta pro stanoveni lipidti v biologickych vzorcich. Cilem
uvedené prace bylo hledani rozdild v lipidovém slozeni ve vzorcich plazmy pacientd

s rakovinou ledvin a zdravych dobrovolnikd.
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Ke vzorku plazmy byla pfidina smés vnitinich standardi a nasledné byla provedena
extrakce z kapaliny do kapaliny. Vysledny extrakt byl odpafen pod dusikem. Nasledné byl
odparek rozpustén ve smési chloroformu a 2-propanolu, osmkrat nafedén a analyzovan
pomoci DI-MS. Extrakt vzorku byl pfimou infuzi zaveden do ESI iontového zdroje, ktery
vyzival zaznam kladnych iontd vrozsahu m/z 200 - 1000. Jednotlivé lipidy byly
identifikovany pomoci skenu iontu prekurzoru a skenu neutralnich ztrat, jak je uvedeno v
Tabulce 1.

Jako vnitini standardy byly vybrany exogenni lipidy, které nejsou ptfitomny v realnych
vzorcich (Obrazek 1 a 2).

Pro kontrolu kvality a spolehlivosti méfeni velké série vzorkll byl pouzit vzorek kontroly
kvality (QC). Jednd se o smésny vzorek, ktery byl pfipraven smichanim extrakti vzork
pacientil a zdravych dobrovolnikli. Vzorek byl méten v pravidelnych intervalech v pribéhu
celé série métend.

Technika DI-MS poskytuje komplexni informace o $irokém spektru lipidd, s jeji pomoci
bylo identifikovano 23 nepolarnich a polarnich tiid lipidd. Celkovy ¢as rozboru je 23 minut,
tato doba zahrnuje 12 minut vlastni analyzy, zbyvajici €as je vyuZit k dosaZeni stabilnich
podminek po nadavkovani vzorku a k nutnému promyti systému.

Ziskana data byla vyhodnocena prosttednictvim vyvinutého softwaru LipidQuant.

4. Zavér
V ramci studie byly zméfeny vzorky plazmy pacientl s rakovinou ledvin a zdravych
dobrovolnikti pomoci techniky DI-MS, kterd umoziuje ziskat komplexni informace o slozeni

vzorku.

Podékovani
Tato prace byla podporovana grantovym projektem ERC CZ cislo LL1302 Ministerstva

Skolstvi, mladeze a télovychovy.
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Tabulka 1: Skeny charakteristické pro jednotlivé tiidy lipida

Trida lipida Typ skenu
TG NL17
MG NL35
DG NL 35
Sulfatidy NL 98
PA NL 115,2
LPE NL 141,2
PE NL 141,2
LPC Pl1184,1
PC P1184,1
SM P1184,1
LPS NL 185,2
PS NL 185,2
LPG NL 189,2
PG NL 189,2
Cer Pl 264,3
HexCer Pl 264,3
Hex2Cer Pl 264,3
Chol D7 PI376,1
CE D7 PI376,1
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Obrazek 1. Zaznam skenu PI 184,1 pro vzorek plazmy, ktery neobsahoval pfidavek IS.
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Obrazek 2. Zaznam skenu PI 184,1 pro vzorek plazmy po ptidavku IS.
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