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Abstract

Lipidomics is a discipline dealing with studies of biochemical pathways of lipids in biological
systems. The goal of lipidomics is to understand the function of lipids in biological metabolism, to
explain the mechanism of the development and progress of some metabolic diseases. The aim of this
work was the optimization of hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) separation of the
greatest number of classes of lipids using conditions compatible with the mass spectrometry. A special
attention of this optimization has been paid to lipid classes not yet analyzed by HILIC so far, i.e.
phosphatidylserines, phosphatidic acids and their lyso-derivatives. Effects of stationary phases, the
composition of mobile phase, additives, pH value of the mobile phase, separation temperature and the
gradient steepnesshave been studied to achieve a betterseparation efficiency. The highest impact on
the separation of lipid classes hadthe type of stationary phase and pH value of the mobile phase. All
lipid classes were identified by using MS in connection with the electrospray ionization in positive-ion
and negative-ion mode.The optimized method was used to describe particular lipids in extracts of
porcine brain and kidney.

Souhrn

Lipidomika je obor zabyvajici se studiem biochemickych drah lipidd v biologickych systémech.
Cilem lipidomiky je pochopeni funkce lipidi v biologickém metabolismu, vysvétleni mechanismu
vzniku a pribéhu nékterych metabolickych chorob. Cilem této prace byla optimalizace separace co
nejvétsiho poctu tiid lipidd s vyuzitim kapalinové chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC) za
podminek vhodnych pro spojeni s hmotnostni spektrometrii. Zvlastni diraz byl pti optimalizaci HILIC
podminek kladen na ty tfidy polarnich lipidt, které se dosud touto technikou nedafilo analyzovat,
fosfatidylseriny, kyseliny fosfatidové a jejich lysoderivaty. V této praci byly studovany vlivy typu
napln¢ kolony, sloZzeni mobilni faze, aditiva, pH mobilni faze, teploty kolony a sklonu gradientu na
ucinnost separace. Nejvetsi vliv na separaci téchto tfid lipidi ma typ napln€ kolony a pH mobilni faze.
Jednotlivé tiidy lipidi byly identifikovany diky spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS) s vyuzitim
ionizace elektrosprejem v kladném i zaporném modu zaznamu iontl. Optimalizovana metoda byla
pouzita pro charakterizaci jednotlivych lipidu v extraktu prase¢iho mozku a ledviny.

1. Uvod
Kyselina fosfatidova (PA) se nachdzi v malém mnoZstvi v biologickych membranach a je
rozhodujici  biosynteticky  prekurzor vsSech fosfolipidi (PL). PA je signalni

molekula biochemickych a fyziologickych procesti v bunkach [1-3]. PA jsou zdrojem
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diacylglycerolit (DG), které jsou zdrojem triacylglycerolli (TG), fosfatidylcholinti (PC) a
fosfatidylethanolamintt (PE) podle drahy Kennedy [4], a prekurzorem fosfatidylglycerolt
(PG), fosfatidylserini (PS), fosfatidylinositoli (PI) a kardiolipidii prostfednictvim cytidin
difosfatu DG (CDP-DG) drahy [1]. Lysofosfatidové kyseliny (LPA) jsou biosyntetickym
prekurzorem s regulacni funkci v savéich reprodukénich systémech. PS jsou dulezité slozky
bunéénych membran, kde tvoti 5-10% z celkového poctu PL, kde tvoii vyznamnou roli
v regulaci apoptozy, syntéze a transportu lipida [1,3]. Lysofosfatidylseriny (LPS) patii
k signalnim PL, které hraji dileZitou roli v pribéhu zanétlivych procesi [5]. PA a PS jsou
kyselé lipidy, které maji potencial nést dva zaporné naboje, v ptipadé PA jsou oba néboje na
fostatové skupiné a v ptipadé PS je jeden naboj na fosfatové skupiné a druhy na karboxylové
skuping.

Komplexni lipidomicka analyza riznych biologickych vzorki je narocny ukol vzhledem
k extrémni slozitosti jednotlivych tiid lipidd, které se méni strukturou, polaritou, disocianim
a ioniza¢nim chovanim atd. Dulezitou soucasti lipidomické analyzy je kvantita, kterd mize
byt provedena za pouziti MS s piimou infuzi (shotgun) [6-8] nebo ve spojeni s kapalinovou
chromatografii (LC) [9,10]. Shotgan analyza umoziiuje rychlé a robustni stanoveni lipida
pomoci prekurzorového iontu a skenu neutralnich ztrat [6-8]. LC/MS pfistup muize byt
rozdélen v zavislosti na rezimu polarity, HILIC mdd je pro separaci polarnich tiid lipida [9-
11] a normalni faze (NP) LC se vyuZzivaji pro nepolarni tfidy lipida [12,13]. Jednotlivé lipidy
mohou byt separovana podle navdzaného acylového fetézce pomoci reverznich fazi (RP) LC
[11,14-16]. V posledni dobé byla zavedena ultra-vysokou¢inna superkriticka fluidni
chromatografie (UHPSFC) ve spojeni s MS pro analyzu poldrnich a nepolarnich tiid lipida
[17]. Kvantitativni analyza pomoci LC/MS se provadi pomoci internich standarda (IS) a to
bud’ pfidanim standardu pro kazdou tiidu lipidt [9] nebo kombinaci jednoho IS s faktorem
odezvy [18]. Separace tiid lipidd pomoci HILIC nebo NP modu je vice konvenéni pro LC/MS
kvantifikaci, protoze kazdy IS eluuje s jednotlivymi lipidy dané t¥idy a jsou tak ionizovany ve
stejnych podminkach matrice jako tomu je u shotgun analyzy. Tento zplsob lipidomické
kvantifikace by mél poskytovat nejspolehlivéjsi udaje. Byla provedena GspéSna separace tiidy
PA a PS [19-21] , ale byly pouzity latky, které nejsou dobie kompatibilni s MS deteket, jako
jsou ion parova ¢inidla, naptiklad alkyl amoniové sole [22].
Hlavnim cilem této prace byla optimalizace HILIC/MS metody pro analyzu vysokého poctu
tfid lipidid s diirazem kladenym na kyselé lipidy jako jsou PA, PS a jejich lysoderivaty. V této

praci popisujeme separaci v rezimu HILIC za pomoci hydridové kolony, ktera umoziuje
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separaci 18 tiid lipida vcetné PA, PS a jejich lysoderivatl v jedné analyze. Vyvinutd metoda

byla pouzita pro analyzu praseciho mozku a ledviny.

2. Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie a standardy

Pro méfeni byla pouzita rozpoustédla acetonitril, methanol, 2-propanol o HPLC/MS
¢istoté (= 99,9%) dodané firmou Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Déle byla pouZivana
voda, ktera byla redestilovdna pomoci demineraliza¢niho pfistroje Milli-Q® Reference
system (Molsheim, Francie). K extrakci lipidl byl pouzit chloroform o HPLC ¢istoté > 99,9%
stabilizovany 0,5-1% ethanolem (Sigma-Aldrich) a chlorid sodny (PENTA s.r.o., Praha, CR).
Do mobilni faze byl pfidavan octan amonny o Cistoté¢ > 99,995% a mravencan amonny o
Cistoté¢ > 99,0% od firmy Sigma-Aldrich. Pro upravu pH byla pouzita kyselina octova o
Cistoté > 99,99% a kyselina mravenci o Cistoté ~ 98% od firmy Sigma-Aldrich a vodny roztok
amoniaku (PENTA). Pro kalibraci pH metru byly pouzity kalibracni roztoky o pH =7 a pH =
4 (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). Pro optimalizaci separace byly pouZity standardy:
PC 18:1/18:1, LPC 18:1, PE 18:1/18:1, LPE 18:1, PG 18:1/18:1, LPG 18:1, PS 18:1/18:1,
LPS 18:1, PA 18:1/18:1, LPA 18:1, Cer 18:1/18:1, HexCer 18:1/18:1, Hex2Cer 18:1/18:1 a
SM 18:1/18:1, které byly zakoupeny z Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) a Nu-chek
Prep (Elysian, MN, USA).

2.2 Piiprava vzorki a standardi

Standardy byly pfipraveny rozpusténim 1 mg standardu ve 200 pl chloroformu a 800 pl
2-propanolu. Pro analyzu byly pouZity vzorky prase¢i ledviny a mozku. Vzorky byly
pfipraveny extrakci dle Folche. 0,25 g tkdné¢ bylo homogenizovano v 5 ml smési
chloroform/methanol (2:1, v/v) po dobu 3 minut. Poté byla smés prefiltrovana pies filtr z
regenerované celulosy s porositou 0,22 um (Teknokroma, Barcelona, Spanélsko). Po filtraci
bylo pfiddno 1 ml 1 mol/l vodného roztoku NaCl. Nasledné byla smé&s centrifugovana 3
minuty pii 2500 ot./min na centrifuze EBA 20 (Fisher Scientific). Ze vzniklého dvoufazového
roztoku byla horni (vodnd) faze odstranéna a dolni (organickd) faze byla odpaiena do sucha
pod proudem dusiku. Po odpaieni byl vzorek rozpustén ve smeési chloroform/2-propanol (1:1,

v/v) a prefiltrovan pfes filtr, ktery byl pouZit pii pfedchozi filtraci.
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2.3 Optimalizace LC/MS podminek

Experimenty byly provedeny na kapalinovém chromatografu Agilent 1290 Infinity
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem typu
iontové pasti Esquire 3000 (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko). Vliv typu naplné kolony na
separaci jednotlivych lipidickych tiid byl testovan na kolonach: Acquity UPLC BEH HILIC
(150 x 2.1 mm, 1.7 m, Waters, Milford, MA,USA), Ascentis Si (150 x 2.1 mm, 3 um, Sigma—
Aldrich), Kinetex HILIC (150 x 2.1 mm, 2 um, Phenomenex, Torrance, CA,USA),
Spherisorb Si (150 x 4.6 mm, 10 um, Waters), AcquityUPC2Torus DEA (100 x 3 mm, 1.7
um, Waters), Acquity UPC?Torus 2-PIC (100 x 3 mm, 1.7 pm, Waters), Acquity
UPC?TorusDiol (100 x 3 mm, 1.7 um, Waters), Acquity UPC*Torus 1-AA(100 x 3 mm, 1.7
um, Waters), a Cogent Diamond Hydride (250 x 4.6 mm, 4 um, Microsolv, Eatontown, NJ,
USA). Dale byl sledovan vliv sloZzeni mobilni faze (acetonitril, 2-propanol, methanol a
redestilované vody), aditiv (mravenfan a octan amonny, kyselina mravenc¢i a kyselina
octova), pH (2 az 8,5) teploty (30 °C, 40 °C, 50 °C) a sklon gradientu.

Finalni podminky HPLC/MS metody byly nasledujici: hydridova kolona Cogent
Diamond Hydride (250 x 4,6 mm, 4um), pritok mobilni fize 1 ml/min, ddvkovany objem 3 pl
rozpusténého extraktu lipidd, teplota kolony 40°C. Byla pouzita mobilni faze se slozkami A
acetonitril s kyselinou mravenc¢i a B 40 mM vodny roztok mraven¢anu amonného s kyselinou
mravenci. pH vodného roztoku bylo 4,0 a ptidavek 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 tiid lipidi byla pouzita ionizace ESI pii zdznamu kladnych i
zapornych iontti v rozsahu m/z 50-1000, teplota suSiciho plynu 365°C, tlak zmlzujiciho plynu
60 psi a pritok susiciho plynu 10 ml/min.

3. Vysledky a diskuze

Pfedchozi HILIC metoda [11] umoznila separaci nejcastéji se vyskytujicich polarnich
lipidt s vyjimkou kyselych lipidi jako je PA, LPA, PS, LPS. Byla pouzita kolona Spherisorb
Si (250 x 4,6 mm, 4pum, Waters), jako mobilni faze byl pouzit acetonitril a 5 mmol/L vodny
octan amonny. Cilem této prace je vylepSit tuto separaci zejména pro velmi problematické
ttidy lipidi, jako jsou PS, PA, LPS a LPA.

Nejprve byly testovany 4 komeréné dostupné silikagelové kolony na smési standarda
(obrazek 1) za stejnych LC/MS podminek s vyjimkou prutoku mobilni faze (1.A Acquity
UPLC BEH HILIC 0,5 ml/min; 1.B Ascentis Si 0,6 ml/min; 1.C Kinetex HILIC 0,6 ml/min;
1.D Spherisorb Si 1 ml/min). Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril a 20 mmol/L vodny
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mraven¢an amonny, pH bylo upraveno pomoci kyseliny mravenci. Testované silikagelové

kolony poskytovaly odlisné tvary piku separovanych tifid, ale bylo zachovano potadi

jednotlivych separovanych tiid. Dalsim krokem byla optimalizace sloZzeni mobilni faze. Pro

testovani byla pouzita kolona Ascentis Si a bylo testovano pH a koncentrace vodného roztoku

mravencanu amonného. U¢inky pH mobilni faze jsou zndzornény na obrazku 2, ktery ukazuje

zavislost normalizovany retencniho ¢asu na hodnoté pH. Graf zndzoriiuje vyrazné zvyseni

retencnich Casu se zvySujicim se pH u tfidy PA a LPA.
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Obrazek 1. HILIC/ESI-MS
separace smesi standardi pomoci
kolon: (A) Acquity UPLC BEH
HILIC (150 x 2.1 mm, 1.7 pm)
prutok 0,5 mL/min, (B) Ascentis
Si (150 x 2.1 mm, 3 um) prutok
0,6 mL/min, (C) Kinetex HILIC
(150 x 2.1 mm, 2.6 pum) pratok
0,6 mL/min, and (D) Spherisorb
Si (150 x 4.6 mm, 10 um) prutok
1 mL/min. ESI-MS detekce pfi
zaznamu kladnych iontd. HPLC
podminky: gradient 0 min—
99.7% A + 0.3% B, 40 min—
79.9% A + 20.1% B, kde A je
acetonitril a B je 20 mmol/l
vodny  mravenan  amonny
s kyselinou mravenci pH=3,5.
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Obrazek 2. Zavislost normalizovanych retencnich casii jednotlivych lipidd na pH za pouziti kolony
Ascentis Si.

Obsahla optimalizace HILIC separace popsand vySe nevedla k uspokojivym vysledkiim,
proto byly testovany dal$i typy staciondrnich fazi: kolona ACQUITY UPC Diol obsahujici
navazanou diolovou skupinu, kolona ACQUITY UPC 2-PIC obsahujici navédzany
2-picolylamin, kolona ACQUITY UPC DEA obsahujici navazany diethylamin a kolona
ACQUITY UPC 1-AA obsahujici navazany 1-aminoanthracen. Na téchto kolonach byla
testovana smés standardi pro zoptimalizovanou mobilni fazi, kterd obsahovala acetonitril s
kyselinou mravenci a 20 mM vodny roztok mravenc¢anu amonného s kyselinou mravenci.
Vlivem zmény typu stacionarni faze dochéazelo ke zméné reten¢niho chovani, ale i k riznym
pomérum intenzity signalu jednotlivych tfid lipidd v hmotnostnich spektrech. Nejlepsiho
vysledku bylo dosazeno na koloné ACQUITY UPC 2-PIC, kde doslo ke zlepSeni tvaru a
intenzity pikd PS a LPS, ale tfidy PA a LPA nebyly identifikovany ani na jedné z uvedenych
kolon. Modifikované silikagelové kolony neposkytly pozadované vysledky, proto bylo od

dalsi optimalizaci na téchto kolonach upusténo.
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Dalsi testovanou kolonou byla kolona Cogent Diamond Hydride, ktera je urcena pro
polarni i nepolarni latky. Silanolové skupiny (-Si-OH) jsou nahrazeny hydridovymi (-Si-H)
skupinami. Na této kolon¢ byl testovan vliv koncentrace pouzitych aditiv v mobilni fazi. Byla
testovana mobilni faze obsahujic 5 mM, 10 mM a 20 mM octanu amonného pii pH 4, kdy se
zvySujici se koncentraci rostla intenzita signadlu tfidy Cer, dale dochazelo ke zvySovani
retencniho Casu u tfidy PS a LPS. U tfidy PA a LPA za pouziti riznych koncentraci octanu
amonného nedochdzelo k uspokojivé separaci, proto byla testovana mobilni faze obsahujici
vodny roztok mravencanu amonného. Byla testovana koncentrace mravencanu amonného
20 mM, 30 mM, 40 mM a 50 mM. Ze srovnani ziskanych vysledkii m¢l mravenc¢an amonny
lepsi separacni vlastnosti, a proto byl zvolen jako aditivum do mobilni faze. Pii testovani
mraven¢anu amonného byl pozorovan vyznamny vliv pH mobilni faze na tvar pikt a intenzity
signalti tfid PA, LPA, PS, LPS. Déle bylo testovano pH vodného roztoku mravencanu
amonného, kdy bylo zajimavé chovani tfidy Cer, kdy se snizujicim se pH mobilni faze roste
intenzita signalu této tfidy, coz mize byt zpiisobeno vznikem pufru ptidavkem kyseliny pro
dosazeni niz§iho pH. Pii testovani koncentrace mraven¢anu amonného v mobilni fazi byl
pozorovan vyznamny vliv na tfidu PA, kdy s vyssi koncentraci mravencanu amonného je
lepsi tvar pikid a vyssi intenzita signalu této tfidy. U tfidy LPA byl pozorovan posun k vyssim
retenénim Castim se zvySujici se koncentraci mravenc¢anu amonného a dochéazelo ke zlepSeni
tvaru pikd. Vyssi koncentrace mé pozitivni vliv na celou separaci, ale pouziti koncentrace 50
mM mravencanu amonného zvySuje kontaminaci iontového zdroje a sniZuje signal, proto
jsme zvolili vyslednou koncentraci 40 mM (Obrazek 3A a 3B).

Byla vypracovana LC/MS metoda pro komplexni analyzu 14 tiid polarnich lipidii pomoci
hydridové kolony. Pomoci zoptimalizované metody byla provedena lipidomickd analyza
prase¢iho mozku a ledvin. V analyzovanych organech prasete (Obrazek 3 C) bylo nalezeno 13
ttid lipidd: sulfatides, Cer, HexCer, Hex2Cer, PG, PI, PA, PE, LPE, PS, PC, LPC a SM. Bylo
identifikovano vice jak 140 jednotlivych lipidi na zaklad¢ positivniho a negativniho

iontového ESI modu.

4. Zaveér

Optimalizovand HILIC separace kyselych lipidi PA, LPA, PS a LPS je vhodna pro
LC/MS lipidomickou analyzu biologickych vzorki. Celd optimalizace je zaloZena pouze na
podminkach plné kompatibilnich s MS detekei, jako je pouziti t€kavych organickych pufri a

kyselin v nejniz§i mozné koncentraci. Byla provedena optimalizace nékolika parametra jako

cv v
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Obrazek 3. Finalni HILIC/ESI-MS metoda pomoci hydridové kolony: (A) smés
standardu pfi zaznamu kladnych iontd, (B) smés standardi pfi zaznamu zapornych
iontl, (C) extrakt praseciho mozku pfi zdznamu kladnych iontd. Podminky: Cogent
Diamond Hydride kolona (250 x 4.6 mm, 4 um), pritok mobilni faze 1 mL/min,
gradient: 0 min—99.7% A + 0.3% B, 60 min—75% A + 25% B, kde A je acetonitril
a B je 40 mmol/L vodného mravencanu amonného s kyselinou mravenci pH=4.

Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pomoci hydridové kolony Cogent Diamond Hydride o
délce 250 mm, priméru 4,6 mm a velikosti ¢astic 4 um s vyuzitim gradientu acetonitril s

kyselinou mravenéi a vodny roztok mraven¢anu amonného 40 mmol/L s kyselinou mravenci,

o hodnoté pH 4.
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