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Abstract

The aim of this work was the optimization and validation of matrix-assisted laser
desorption/ionization coupled with Orbitrap mass spectrometry (MALDI-Orbitrap-MS) of sulfatides in
selected biological samples (human kidney tissue and plasma). First, sulfatide species were identified
using high mass accuracy full scan and tandem mass spectra. More than hundred sulfatides containing
one to five hexosyl units were found in studied human samples based on the systematic study of their
fragmentation behavior. Subsequently, the optimization and method validation for semiquantitative
measurement was performed. The optimized methodology was finally used for the clinical study of
patients with renal cell carcinoma (RCC), as the most common type of kidney cancer.

Souhrn

Cilem této prace byla optimalizace a validace hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a
ionizaci za ucasti matrice v kombinaci s Orbitrap analyzatorem (MALDI-Orbitrap-MS) pro analyzu
sulfatidi v biologickych vzorcich (tkané lidskych ledvin a plasmy). Za pomoci vysoké spravnosti
ureni M/z a méfeni tandemovych hmotnostnich spekter (MS/MS) bylo ve studovanych vzorcich
identifikovano vice nez sto sulfatidi obsahujicich jednu az pét hexosylovych jednotek. Nasledné byla
provedena optimalizace a validace metody pro semikvantitativni méfeni. Optimalizovana metoda byla
finaln€ pouzita pro klinickou studii pacientli s rendlnim bunéénym karcinomem (RCC), nejcastéjsim
typem rakoviny ledvin.

1. Uvod

Sulfatidy (sulfoglykosfingolipidy) jsou kyselé¢ sfingolipidy s charakteristickym
hydrofobnim ceramidovym skeletem piipojenym k polarnimu sacharidovému fetézci, ktery
obsahuje alespon jednu anionickou sulfatovou skupinu [1]. Tyto slouéeniny jsou pfitomny
Vv riiznych Zivocisnych a lidskych tkanich (mozek, ledviny, zaZivaci trakt) a hraji vyznamnou
roli v signalni transdukci, ucastni se modulace bunééné adheze a ristu, rozpoznani antigenu,
rendlniho vyloufeni amonia a dalSich biologickych funkci [2,3]. OdliSny metabolismus

sulfatidi je Casto  asociovan sriznymi  onemocnénimi.  ZvySend  exprese
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sulfoglykosfingolipidi byla zaznamenana v souvislosti s chronickou metabolickou acid6ézou
[3], metachromatickou leukodystrofii [4], Alzheimerovou chorobou [5] a v fad¢é zhoubnych
chorob jako napf. renalni bunécny karcinom nebo rakovina tlustého stfeva, plic a vajecniku
[2,6,7]. VétSina studii je zaméfena na analyzu galactosylceramid-13-sulfati, které jsou
nejcastéjSim typem sulfatidi. Nicméné sulfoglykosfingolipidy piedstavuji Sirokou strukturni
riznorodost v zavislosti na rozdilné délce, poctu dvojnych vazeb a hydroxylace N-vazané
mastné kyseliny a sfingoidni baze v ceramidové Casti ¢i poctu hexosylovych a sulfatovych
jednotek v ¢asti sacharidové. Tyto strukturni prvky nemohou byt rozliS§eny imunochemickymi
ani chromatografickymi metodami a pro jejich identifikaci je nezbytné pouziti hmotnostni
spektrometrie (MS). V ramci intervalu jedné nominalni hodnoty m/z se vsak mize vyskytovat
vice iontl z divodd matricnich efekti a isobarickych piekryva lipidd s velmi blizkou
hmotnosti, a proto je dullezit¢ pouziti hmotnostniho analyzitoru s vysokou rozliSovaci
schopnosti, vysokym ur¢enim spravné hodnoty m/z a zaroven moznosti MS/MS pro ziskani
vice strukturnich informaci a rozliSeni nezadoucich interferenci [8]. Dalsim dilezitym krokem
je vybér vhodné ioniza¢ni techniky. Nejvice pouzivana technika pro analyzu lipidd je ionizace
elektrosprejem (ESI), kterd byla pro analyzu sulfatidii aplikovdna v mnoha ptipadech, at’ uz
pro chromatografické analyzy ve spojeni s MS, tak pro ,shotgun“ MS analyzy [4,5,9].
Alternativou ESI je vyuziti laserové desorpce/ionizace za ucasti matrice (MALDI) pomoci
siln¢ bazického 9-aminoacridinu (9-AA) jako matrice, ktery umoziuje selektivni tvorbu iontt
[M-H] pro slouceniny s kyselym charakterem [10,11].

r wvr

2. Experimentalni ¢ast
2.1 Chemikalie a standardy

Pouzitd rozpoustédla (methanol, chloroform, 2-propanol) odpovidala cistoté pro
gradientovou HPLC eluci (Sigma-Aldrich, St. Loius, USA). Redestilovana voda byla
pfipravovana na piistroji Milli-Q Reference Water Purification System (Molsheim, France).
Interni standard (1S) SulfoHexCer d18:1/12:0 pouzity pro validaci a vlastni semikvantitativni
analyzy byl zakoupen od Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Matrice 9-AA byla
zakoupena od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2 Ziskani a zpracovani vzorku
Vsechny studované vzorky lidskych tkani, plasmy a moci byly ziskany z Urologické
kliniky Fakultni nemocnice Olomouc. Studie byla schvélena etickou komisi a vSichni

zucastnéni pacienti podepsali informovany souhlas. Plasma a mo¢ byly ihned po ziskéani
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zmrazeny na -80°C. Na stejnou teplotu byly zmrazeny i tkdn¢ ziskané béhem jednotlivych
chirurgickych zékrokli. Studované slouceniny byly z ledvinovych tkéni a plasmy extrahovany
pomoci modifikované Folchovy metody smési chloroform-metanol-voda: 25 mg ledvinové
tkan¢ (25 pL plasmy) bylo spole¢né s piidavkem IS homogenizovano ultrazvukem v 6 ml
smési chloroform — metanol (2:1, v/v). Homogenat byl nasledné smichan se 120 uL vody a
5 minut centrifugovan (3000 rpm) pii pokojové teploté. Spodni chloroformova vrstva
obsahujici lipidy byla odpafena dusikem a znovu rozpu$téna v 0.5 ml smési chloroform —

2-propanol (1:1, v/v). Vzorky byly finalné zfedény metanolem 1:3 (tkané) ¢i 1:1 (plasma).

2.3 Validace metody

Valida¢ni parametry byly stanoveny v souladu s protokoly ,,European Medicines
Agency“ (Guideline on bioanalytical method validation) [12] a zahrnovaly nasledujici body:
selektivitu, méfeni kalibracni k¥ivky, stanoveni piesnosti a opakovatelnosti, pamétového
efektu, stability analytu po zamraZeni/rozmrazeni a matri¢niho efektu. Linearni rozsah (0.37 -
1700 pmol/ml), limit detekce (0.37 pmol/ml) a limit kvantifikace (0.11 pmol/ml) byly
stanoveny z kalibracni kiivky (zavislost koncentrace na absolutnim signalu IS, R?> 0.99),
ktera byla sestavena na zékladé proméfeni 13 kalibra¢nich roztokt, které obsahovaly vzdy
50% smésného vzorku extrakti tkani (plasmy), roztok IS v rozmezi koncentraci 1S 0.85 -
8500 pmol/ml a metanol.

Smésny vzorek pro validaci byl pfipraven homogenizaci nadorové a okolni
nenapadené tkan¢ 20 ndhodné zvolenych pacientli. V ptipadé validace plasmy byl pfipraven
homogenizaci plasmy od 20 pacientli a 20 zdravych dobrovolnikti. Selektivita byla ovérena
proméfenim 6 riznych vzorkd extraktli tkani (plasmy) bez ptfidavku IS. Presnost méfeni
vramci jednoho dne byla ziskdna na zakladé vysledki meéfeni 6 naslednych extrakei
smeésného vzorku tkani (plasmy) s piidavkem IS provedenych vjeden den pro dvé
koncentra¢ni hladiny IS. Pfesnost méfeni mezi dny byla vypocitana z naméfenych vysledka
pro 9 extraktl smésnych vzorkd (6 pfipravenych jeden den, 3 pfipravenych druhy den) opét
pro dvé koncentracni hladiny IS. Relativni smérodatna odchylka (RSD) v naméfenych datech
nepiesahovala 30%. Pamétovy efekt nebyl pozorovan a byl stanoven proméienim smési
blanku a matrice napipetované po umyti MALDI desti¢ky na pozici, kde byly pfed umytim
pfitomny kalibraéni roztoky o nejvyssi koncentraci IS. Stabilita analytu po
zamrazeni/rozmrazeni byla stanovena pro smésné vzorky s IS pouze pro vysokou
koncentrac¢ni hladinu po dvou cyklech zmraZeni/rozmraZeni zahrnujicich uskladnéni vzorku
pii teploté -20°C ptes noc a 1 h rozmrazeni pii pokojové teploté (RSD nepiesahovala 20%).
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Opakovatelnost byla stanovena na zakladé¢ porovnani absolutniho signalu IS péti spota
pipetované smési vzorkid a matrice (RSD se pohybovala v rozmezi 5 - 15%). Podrobné

informace o validaci jsou k dispozici v jiz publikované praci [13].

2.4 MALDI-Orbitrap-MS a MSI méreni

Hmotnostni spektra byla méfena pomoci MALDI hmotnostniho spektrometru LTQ
Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) s dusikovym UV laserem
(337 nm, 60 Hz) o velikosti paprsku 80 um x 100 um. Spektra byla snimana v médu pro
snimani zaporné nabitych iontd v hmotnostnim rozsahu m/z 400 — 2000 a hmotnostni rozliSeni
bylo nastaveno na hodnotu 100 000. 9-AA byl rozpustén ve smési metanol — voda (4:1, v/v)
na finalni koncentraci 5 mg/ml. Matrice byla nasledné¢ pied kazdym pipetovanim na MALDI
desticku smichéna s nafedénym vzorkem extraktu tkané (plasmy) v poméru 1:1. Pipetované
mnozstvi smési extrakt/matrice bylo 1.5 ul a kazdy vzorek byl pipetovan 5x. Vzorky byly
promé&feny pii nasledujicim nastaveni hmotnostniho spektrometru: zig-zag pohyb vzorku
s velikosti kroku 250 pm, energie laseru 15% maxima, 2 laserové stiely/mikrosken,
2 mikroskeny/sken. M¢teni kazdého vzorku zahrnovalo akumulaci spekter ziskanych
z 36 riznych pozic pro dosazeni reprodukovatelného signdlu. V pfipadé tandemové
hmotnostni spektrometrie bylo pouzito nasledujici nastaveni: 1) pro kolizné¢ indukovanou
disociaci (CID) byla izola¢ni Sitka Am/z 1, normalizovana kolizni energie 25 — 80 %,
aktivacni hodnota Q byla 0.250, aktiva¢ni ¢as 30 ms a jako kolizni plyn bylo pouzito He; 2)
pro Q kolizn¢ indukovanou disociaci (PQD) byla normalizovana energie 35%, aktivacni Q
hodnota byla 0.7 a aktivaéni ¢as 0.1 ms; 3) v ptipadé kolizni disociace s vyssi energii byla
pouzita normalizovana energie v intervalu 25 - 50% v zavislosti na stabilité prekurzorového

iontu.

3. Vysledky a diskuze

Na zakladé porovnani n¢kolika matric byl pro analyzu sulfatidi v souladu s literaturou
vybran 9-AA, jehoz pouziti pfineslo s ohledem na reprodukovatelnost a citlivost signalu
nejlepsi vysledky. Dalsim krokem byla optimalizace slozeni rozpoustédel, aby nedochazelo
k rozmyti vzorku na desti¢ce a krystalizace byla co nejvice homogenni. Nejlepsi vysledky
byly ziskany pro smés metanol — voda (4:1, v/v). Pfed aplikaci smési extrakt/matrice bylo do
jednotlivych jamek na desti¢ce pipetovano malé mnozstvi chloroformu a nésledné odpateno,

coz kompletné¢ odstranilo rozmyvani pipetovaného vzorku.
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N-acyl N-acyl

-404 Am/z of R | retézec [|[Am/z of RCO| retézec

(SulfoHex,) | 226.2297 | 16:0 (OH) || 238.2297 16:0

254.2610 | 18:0 (OH) || 252.2453 17:0

282.2923 |20:0 (OH) || 264.2453 18:1

308.3079 [22:1 (OH)|| 266.2610 18:0

310.3236 |22:0 (OH)|| 280.2766 19:0

Q o 334.3236 | 24:2 (OH)|| _292.2766 20:1
Ho’s~: 336.3392 [24:1 (OH)|| 294.2923 20:0
) 338.3549 [24:0 (OH)|| 308.3079 21:0
HO 364.3705 | 26:1 (OH) || 320.3079 22:1
322.3236 22:0

332.3079 23:2

334.3236 23:1

; s 336.3392 23:0

-SflngOlan baze 3443079 243

346.3236 24:2

348.3392 24:1

350.3549 24:0

Am/z Sfingoidni baze ceramidu 360.3392 25:2
210.1984 d16:1 (X=H, n=4) 362.3549 25:1
238.2297 d18:1 (X=H, n=5) 364.3705 25:0
256.2402 t18:0 (X=0OH, no DB, n=5) 372.3392 26:3
266.2610 d20:1 (X=H, n=6) 374.3549 26:2
284.2715 t20:0 (X=0OH, no DB, n=6) 376.3705 26:1
378.3862 26:0

Obrazek 1: Schéma CID fragmentac¢niho procesu sulfatidii a pfehled pozorovanych neutralnich ztrat
pro jednotlivé pritomné N-acyly bez nebo s hydroxylaci a sfingoidni baze ceramidu.

Dulezitym krokem pii vyvoji a optimalizaci metody byla identifikace pfitomnych
sulfatidii ve studovanych vzorcich. S vyuZitim vysokého rozliSeni, vysoké spravnosti urceni
hmoty a méfeni tandemovych hmotnostnich spekter bylo ve vzorcich tkéani identifikovano
celkem 119 sulfatidi obsahujicich jednu (52), dvé (40), ti1 (12), ctyfi (5) az pét (10)
hexosylovych jednotek a ve vSech ptipadech pouze jednu sulfatovou skupinu. V plasmé bylo
identifikovano 30 sulfatidi s jednou (SulfoHexCer) a pét sulfatidi se dvéma hexosylovymi
jednotkami (SulfoHex,Cer). Jednotlivé sulfoglygospfingolipidy se lisily jednak v sacharidové
casti, ale hlavné také ve slozeni mastnych kyselin, z kterych se sklada ceramidova cést.
Stru¢né schéma MS/MS stépeni studovanych latek je naznaceno v obrazku 1, ktery shrnuje
pozorované neutralni ztraty, které slouzily pro identifikaci jednotlivych sfingoidnich bazi a N-
acylt v ceramidu.

Mezi hlavni problémy pii kvantitativnich studiich pomoci MALDI-MS patii

heterogenita spolecné krystalizace (kokrystalizace) analytu s matrici a potlac¢eni iontového
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vytézku pti ionizaci. Slouceniny, které jsou spolecné se studovanymi latkami pfitomny ve
vzorku, béhem téchto procest soutézi s analytem. Proto mize mit analyt o stejné koncentraci
rizny absolutni signal v ptipad¢ studie extraktti plasmy a tkani odlisnych pacientd s ohledem
na jejich chemickou a biologickou variabilitu (naptf. obézni pacienti maji obycejné vyssi
koncentraci acylglyceroll). Pokud slouceniny, které nas zajimaji, patii do stejné lipidické
podtiidy (napt. sulfatidy, sfingomyeliny, apod.) a tim padem se projevuji podobnymi
fyzikdlnimi 1 chemickymi vlastnostmi (napf. podobné chovani pii extrakci, podobna
kokrystalizace s matrici, rozpustnost, ionizace apod.), tak mohou byt jejich intenzity v ramci
studovanych vzorki relativné porovnavany nebo vztahovany na stejny IS.

Validovana MALDI-Orbitrap-MS metoda byla pouzita pro meéfeni série vzorki
nadorovych a okolnich nenapadenych ledvinovych tkani ziskanych od 80 pacientti. Soubor
ziskanych dat, ktery zahrnoval intenzity vSech studovanych sulfatidi pro kazdy proméieny
vzorek tkané€, byl nasledné statisticky zpracovan. V prvé fad¢é byla pouzita nesupervizovana
metoda - analyza hlavnich komponent (principal component analysis, PCA) a nasledné
supervizovana metoda - ortogonalni diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢tverct (orthogonal
partial least squares-discriminant analysis, OPLS-DA). Z rozptylového grafu komponentnich
skore pro PCA byly patrné dvé skupiny s malym piekryvem shlukii nddorovych a okolnich
nenapadenych tkani na jejich hranici [13]. Aplikace OPLS-DA se dvéma pteddefinovanymi
skupinami (normalni versus tumorové) vyustila v jasnou separaci obou shluki a s vyuzitim
S-plotu byly stanoveny jednotlivé sulfatidy, jejichz zastoupeni je v nadorech zvySeno
(SulfoHex,Cer 44:2, SulfoHex,Cer 43:2, SulfoHex,Cer 43:1, SulfoHex,Cer 42:0 (OH),
SulfoHex,Cer 44:1, SulfoHex,Cer 41:2, SulfoHex,Cer 40:0 (OH), SulfoHex,Cer 34:2 (OH),
and SulfoHex,Cer 42:3 (OH)) nebo naopak snizeno SulfoHexCer 41:1 (OH), SulfoHexCer
42:0 (2*OH), SulfoHexCer, 41:0 (OH), SulfoHexCer 42:1 (2*OH), SulfoHexCer 40:0 (OH),
SulfoHexCer 40:1 (OH), SulfoHexCer 41:0 (2*OH), and SulfoHexCer 43:1 (OH)). Obecné
1ze konstatovat, Ze v nddorovych tkénich roste koncentrace sulfoglykosfingolipidi se dvéma
hexosylovymi jednotkami (SulfoHex,Cer a SulfoHex,Cer (OH)) a oproti tomu klesa
zastoupeni hydroxylovanych sulfatidic obsahujicich pouze jednu hexosylovou jednotku

(SulfoHexCer (OH)). Tyto trendy jsou znazornény pomoci krabicovych grafti na obrazku 2.
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Obrazek 2: Krabicové grafy reprezentujici sumu intenzit jednotlivych sulfatidd vztazenych na
intenzitu IS nebo jejich relativni poméry pro studované tumorové a okolni nenapadené tkané 80
pacienttl. Cislo v zavorce predstavuje pocet vzorku prislusnych RCC subtypt a normalni tkan¢.

4. Zavér

V této praci byla optimalizovana a validovana MALDI-Orbitrap-MS metoda pro
analyzu sulfoglykosfingolipidii ve vzorcich plasmy a ledvinovych tkani. V porovnavaci studii
80 nadorovych a 78 nenapadenych vzorkl tkané ziskanych od 80 pacientii byly nalezeny
vyrazné rozdily v zastoupeni jednotlivych sulfatidd. Tyto slou€eniny s zapornym
extracelularnim nabojem jsou zodpovédné za regulaci mocového pH, vylu¢ovani amonia a
hraji vyznamnou roli pifi regulaci acidobazické homeostaze [3]. Na druhou stranu
metabolismus RCC je izce spojovan s vyuzivanim glutaminu pro zdroj energie, coz ma za
nasledek zvySenou expresi amonnych iontl. Na zaklad€ téchto skuteCnosti je mozné, Ze
dysregulace sulfatidi ve studovanych vzorcich mize byt zapficena pravé RCC

metabolismem.
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