Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Vyvoj RP-UHPSFC/MS metody pro stanoveni nepolarnich lipid

v biologickych vzorcich

Diplomova prace

2023 Bc. Veronika Subrtova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a piijmeni: Bc. Veronika Subrtova

Osobni ¢islo: C21422

Studijni program: N0531A130028 Analytické chemie

Téma préce: Viyvoj RP-UHPSFC/MS metody pro stanoveni nepolarnich tid lipidi

v biologickych vzorcich
Zadévajici katedra:  Katedra analytické chemie

Zasady pro vypracovani

1. Vypracujte literarni reSerSi zaméfenou na analyzu nepolarnich tfid lipidd s vyuZitim hmotnostni
spektrometrie.

2. V experimentalni ¢asti zoptimalizujte metodiku pro extrakci a naslednou analyzu vybranych
nepolarnich tfid lipidd s vyuzitim techniky vysoko(€inné superkritické fluidni chromatografie s reverz-
nimi fazemi spojené s hmotnostni spektrometrii.

3. Zoptimalizovanou metodu aplikujte pro identifikaci nepolarnich lipidG v rlznych typech bio-
logickych vzorkd. Viysledky porovnejte a kriticky zhodnotte.



Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Podle pokynii vedouciho.

Vedouci diplomové prace: prof. Ing. Michal Holcapek, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Konzultanti diplomové prace: Ing. Zuzana Vankova
Katedra analytické chemie
Ing. Ondrej Peterka, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Datum zadani diplomové prace: 7. tnora 2023
Termin odevzdani diplomové prace: 5. kvétna 2023

L.S.

prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. doc. Ing. Petr Cesla, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 20. dnora 2023



Prohlasuji:

Praci s ndzvem Vyvoj RP-UHPSFC/MS metody pro stanoveni nepolarnich lipida
v biologickych vzorcich jsem vypracovala samostatné. Vesker¢ literarni prameny a informace,

které jsem v préci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pradvem autorskym
aozméné nékterych zakonl (autorsky zdkon), ve znéni pozd¢jSich predpisi, zejména
se skutecnosti, Ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy o uZiti této
prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim, Ze pokud dojde k uZiti
této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat pfiméfeny prispévek na uhradu nakladi, které na vytvoreni dila

vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zméné
a doplnéni dalSich zadkonli (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjSich piedpist,
a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiovani a formalni
upravu zavere¢nych praci, ve znéni pozdgjsich dodatki, bude prace zvefejnéna prostrednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 5. 5. 2023

Bc. Veronika Subrtova v.r.



PODEKOVANI

D¢kuji prof. Ing. Michalu Hol€apkovi, Ph.D. za odborné vedeni a cenné rady
pii vypracovani mé diplomové prace. Déle dékuji Ing. Zuzan€ Vankové, za konzultace
a odborné rady pii feSeni problémul spojenych s méfenim a také Ing. Ondfeji Peterkovi, Ph.D.
a Ing. Robertovi Jiraskovi, Ph.D. za praktické rady a pomoc pfi jejich realizaci. Podékovani

dale patfi i mym rodictim a blizkym za jejich podporu po dobu studia.



ANOTACE

Diplomova préace se zabyva vyvojem a optimalizaci metody pro analyzu nepolarnich
lipidli, jmenovité mastnych kyselin, sterold, cholesterolesterti a mono-, di- a triacylglycerolt,
pomoci spojeni ultravysokoucinné superkritické fluidni chromatografie (UHPSFC)
s hmotnostni spektrometrii (MS) v biologickych vzorcich. V teoretické ¢asti jsou shrnuty
zakladni informace o lipidech, lipidomické analyze, separacnich technikach, zejména pak
UHPSFC a MS. Cilem prace bylo zoptimalizovat metodu pro stanoveni nepolarnich lipida
a nasledné ji pak aplikovat na analyzu riznych biologickych vzorkl a vysledna data mezi sebou

porovnat.
KLICOVA SLOVA

hmotnostni  spektrometrie; ultravysokoucinna  superkritickd fluidni chromatografie;

lipidomicka analyza; acylglyceroly; mastné kyseliny; steroly
TITLE

Development of RP-UHPSFC/MS method for determination of nonpolar lipid classes

in biological samples
ANNOTATION

The diploma thesis focuses on the development and optimalization of method
for determination of nonpolar lipids in biological samples, namely fatty acids, sterols,
cholesterolesters and mono-, di- and triacylglycerols, by using ultrahigh-performance
supercritical fluid chromatography (UHPSFC) with mass spectrometry (MS). The theoretical
part summarises the basic information about lipids, lipidomic analysis, chromatographic
techniques, mostly UHPSFC and MS. The aim of this work was to optimize the method
for determination of nonpolar lipids, and the application of the optimized method for biological

samples, and the comparison of the resulting data.
KEYWORDS

mass spectrometry; ultrahigh-performance supercritical fluid chromatography; lipidomic

analysis; acylglycerols; fatty acids; sterols
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

2-EP 2-ethylpyridinova

AA octan amonny (z angl. Ammonium Acetate)

AAc kyselina octova (z angl. Acetic Acid)

ABPR automaticky regulator zpétného tlaku (z angl. Automatic Back Pressure
Regulator)

ACN acetonitril

AF mraven¢an amonny (u angl. Ammonium Formate)

BEH (z angl. Bridged Ethyl Hybrid)

BUME butanol-metanol

BzCl benzoylchlorid

CE cholesterolester

CN celkovy pocet atomt uhliku (z angl. Carbon Number)

CO: oxid uhlicity

CoA koenzym A

DB celkovy pocet dvojnych vazeb (z angl. Double Bond)

DC stejnosmeérné napéti (z angl. Direct Current)

DG diacylglycerol

ECN ekvivalentni pocet uhlikovych atoml (z angl. Equivalent Carbon
Number)

ESI ionizace elektrosprejem (z angl. Electrospray lonization)

EtOH ethanol

FA mastné kyseliny (z angl. Fatty Acids)

FAc kyselina mravenci (z angl. Formic Acid)

FFA volné mastné kyseliny (z angl. Free Fatty Acids)

FT-ICR iontova cyklotronovd rezonance s Fourierovou transformaci (z angl.

Fourier Transformation — Ion Cyclotron Resonance)

GC plynova chromatografie (z angl. Gas Chromatography)
GL glycerolipidy
GP glycerofosfolipidy

HILIC hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie



HPLC

ICR
IPA

IS

IS Mix
LC
LC/MS

LIPID MAPS
LM_ID
LMSD
MALDI

MeOH

MF

MG

MS

MS/MS

MTBE
NARP-UHPLC

NP
PC

QqQ
QqTOF

RF
RP
s¢CO2
SE

vysokoucinna kapalinovd chromatografie (z angl. High Performance
Liquid Chromatography)

iontova cyklotronova resonance

izopropylalkohol

interni standard

zasobni roztok internich standarda

kapalinova chromatografie (z angl. Liquid Chromatography)

spojeni  kapalinové chromatografie s hmotnostni
(z angl. Liquid Chromatography/Mass Spectrometry)

spektrometrii

z angl. Lipid Metabolites and Pathways Strategy
LIPID MAPS identifikacni ¢islo
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UvVOD

Lipidomika je obor zabyvajici se stanovenim lipidi v daném biologickém systému
v urCitém cCase. Termin lipid zahrnuje velkou skupinu sloucenin obecné rozpustnych
v organickych rozpoustédlech, které jsou chemicky a strukturné heterogenni. Jejich
podskupinou jsou nepolarni lipidy tvorici skupinu dalezitych biomolekul, které jsou klicové
pro tvorbu a skladovani energie ve vSech bunkach. Do této skupiny lze zaradit triacylglyceroly,
diacylglyceroly, monoacylglyceroly, steroly a jejich estery. Kazdy z téchto lipida hraje také
dalezitou roli v bunécné homeostaze, nicmén¢ vyznam jednotlivych lipidt v téchto procesech
neni dosud pfesné popsan. Jejich analyza neni jednoduchd a je proto zapotiebi vysoce u¢innych
metod s dobrou schopnosti rozliSeni jednotlivych lipidi vedle sebe v biologickych matricich
[1;2].

Vzhledem ke své citlivosti a specifi¢nosti je hmotnostni spektrometrie nejlepsi volbou
pro stanoveni velkych soubort lipidi. Vyuzivaji se zejména dva pfistupy, a to hmotnostni
spektrometrie s pfimou infuzi nebo spojeni hmotnostni spektrometrie s chromatografickymi
technikami. Velmi vyhodnym spojenim pro analyzu nepolarnich lipida je ultravysokoucinna
superkritickd fluidni chromatografie v systému s obracenymi fazemi, kterd je snadno
kombinovatelna s ionizaci elektrosprejem v hmotnostni spektrometrii. Tato metoda dokaze, jak
separovat lipidy podle lipidovych tfid na zdklad¢ jejich polarity, tak také jednotlivé lipidy
v zévislosti na délce a poctu a pozici dvojnych vazeb v acylovém fetézci [3; 4].

Hlavnim cilem této prace bylo vyvinout novou, vysoce reprodukovatelnou metodu
ultravysokoucinné superkritické fluidni chromatografie v systému s obracenymi fazemi
pro stanoveni nepolarnich lipidli ve vzorcich plazmy a séra. Tato metoda vyuZivajici kolon
se sub-2 um casticemi byla spojena s hmotnostnim spektrometrem vyuzivajicim ionizaci

pomoci elektrospreje a kvadrupolovy analyzator spojeny s analyzatorem doby letu.
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1. TEORETICKA CAST

1.1.  Lipidy

Lipidy jsou vsSudypfitomnou, rtiznorodou skupinou biologickych molekul primérné
se vyskytujicich v bunéénych membranach, které maji jedinecné lipidové sloZeni nezbytné
pro plnéni mnoha jejich zivotné dulezitych biologickych funkci, které vSak nejsou vSechny

doposud pln¢€ zndmy a pochopeny [5; 6].

1.1.1. Biologicky vyznam lipidi

Mezi klicové biologické funkce lipidi patii uklddani energie, pfenos signélu, jsou
stavebnimi jednotkami bunéénych membran a i¢astni se mnoha biologickych procest, po¢inaje
transkripci gend az po regulaci zivotn¢ dulezitych metabolickych drah a fyziologickych
odpovédi. Rozmanitost ve funkci lipidit se odrdzi v obrovské variabilité¢ jejich struktury.
Narozdil od genti a proteini, které jsou primarné slozené z linedrnich kombinaci 4 nukleovych
kyselin a 20 aminokyselin, jsou lipidové struktury mnohem vice rozmanit€jsi vzhledem k poctu
riznych biologickych transformaci, ke kterym dochdzi béhem jejich biosyntézy [5; 7].
V oblasti mediciny jsou lipidy zkoumany jako biomarkery onemocnéni, které¢ se projevuji

zménami nebo variacemi v jejich koncentraci. Mezi tato onemocnéni patii napf. rakovina,

autoimunitni onemocnéni, cukrovka a dédi¢na metabolicka onemocnéni [8].

1.1.2. Rozdéleni lipidi

Termin ,,lipid* byl voln€ definovan jako jakakoliv organicka latka nerozpustna ve vode,
ale rozpustna v organickych rozpoustédlech. Tyto chemické vlastnosti jsou charakteristické
pro Siroké spektrum molekul, jako jsou mastné kyseliny, fosfolipidy, steroly, sfingolipidy,
terpeny a dal$i, avSak nespadaji sem uplné vSechny lipidy. Nov¢jsi klasifikace déli lipidy
na hydrofobni a amfifilni malé molekuly, které vznikaji zcela nebo z€asti karbanionovou
kondenzaci thioesterii a/nebo karbokationtovou kondenzaci izoprenovych jednotek [9].
Na zdkladé toho jsou lipidy rozdéleny do 8 kategorii: mastné acyly, glycerolipidy,
glycerofosfolipidy, sfingolipidy, sacharolipidy, polyketidy (odvozené z kondenzace
ketoacylové podjednotky), steroly aprenoly (odvozené od kondenzace izoprenovych

podjednotek). Kazda z kategorii je dale jesté délena do dalsich tiid a podttid a kazdému lipidu
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je prifazen 12 nebo 14mistny identifikator (LIPID MAPS ID nebo zkricené ,LM ID)
zalozeny na tomto klasifikacnim rozdéleni. Piiklady jednotlivych zastupcti téchto 8 tfid jsou

zobrazeny na obr. 1 [5; 9 — 12].

Mastné acyly: kyselina hexadekanova Glycerolipidy:
1-hexadekanoyl-2-(9Z-oktadekanoyl)-sn-glycerol

o o “,
. o— ~o 3 OH
O/X\ HoO N <
— o H I

/\/\/\_/\/\/\/Y W"“ "

o

Glycerofosfolipidy: Sfingolipidy: N-(tetradekanoyl)-sfing-4-enin
1-hexadekanoyl-2-(9Z-oktadekanoyl)-sn-glycero-3-fosfocholin

HO! HO HO

OH OH
Sacharolipidy: Polyketidy:
UDP-3-O-(3R-hydroxy-tetradekanoyl)-aD-N-acetyl aflatoxin B1
glukosamin
X X X
OH
Steroly: cholest-5-en-3-ol Prenoly: 2E,6E-farnesol

Obrazek 1: Priklady lipidovych kategorii a jejich jednotlivych zastupcti [10].

Struktury s glycerolovou skupinou jsou reprezentovany dvéma odliSnymi skupinami:
glycerolipidy, které zahrnuji acylglyceroly, ale také alkylové a 1Z-alkenylové varianty a dale
pak glycerofosfolipidy, které jsou definované ptitomnosti fosfatu (resp. fosfonatu)
esterifikovaného na jedné z glycerolhydroxylovych skupin. Sterolové a prenolové lipidy sdileji
spolecnou biosyntetickou cestu, a to polymeraci dimethylallyl pyrofosfatu/isopentenylfosfatu,
ale vykazuji kli¢ové rozdily, cose tyCe jejich struktury a funkce. Dalsi kategorii jsou
sfingolipidy, které jako zédkladni strukturu obsahuji dusikatou bazi s dlouhym fetézcem.
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Glykosylované derivaty dalSich 7 kategorii jsou fazeny do tfid a podtiid jednotlivych kategorii
a vyznamné piispivaji k strukturni rozmanitosti lipidii. Posledni kategorii jsou polyketidy, které

jsou raznorodou skupinou metabolitl z zivocisnych, rostlinnych a mikrobialnich zdrojt [10].

1.1.3. Mastné acyly

Mastné acyly (FA) jsou hlavnimi stavebnimi kameny a nejzakladné;si kategorii lipida
v biologickém systému. Lze je rozd¢€lit do dvou hlavnich podtiid — volné mastné kyseliny
(FFA) a estery mastnych kyselin. Ty mohou byt dale déleny do n¢€kolika skupin podle délky
fetézcu, stupii nasyceni a konjugati [13].

FFA jsou karboxylové kyseliny s alifatickym fetézcem o rizné délce a na zéklad¢ této
délky se déli na kratké mastné kyseliny (C1 — C6), sttedné dlouhé mastné kyseliny (C7 — C12),
dlouhé mastné kyseliny (C13 — C22) a velmi dlouhé mastné kyseliny (= C22). Mastné kyseliny
ruznych délek maji irGzné chemické vlastnosti [13; 14]. Na zakladé stupni nasycenosti
se mizou FFA déle délit nanasycené (napf.kyselina palmitova), mononenasycené
(napft. kyselina olejovd) a polynenasycené mastné kyseliny (napf. kyselina linolova),
zobrazené na obr. 2. Kromé toho mtze byt FFA také konjugovana s riznymi funkEnimi
skupinami. Patfi sem hydroxy- (napf.eikosanoidy), karboxy- (dikarboxylové kyseliny,
napf. kyselina adipova), oxo-, halogenované, nitro- a aminoskupiny. Dalsi diileZitou podtiidou
jsou také vySe zminéné estery mastnych kyselin jako jsou acylkarnitiny, N-acylglyciny a dalsi

mastné acylové aminokyseliny [13]. Déle pak jejich alkoholy a aldehydy [10].

/\/\/\/\/\/\/\/U\

kyselina palmitova

N N O S S

kyselina olejova

A s

kyselina linolova

Obrazek 2: Priklad nasycené (kyselina palmitova), mononenasycené (kyselina olejova) a polynenasycené
(kyselina linolova) mastné kyseliny [9].
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Mastné¢ acyly jsou tvofeny fetézovym prodlouzenim primeru acetyl-CoA
se skupinou malonyl-CoA (nebo methylmalonyl-CoA) obsahujici cyklus a/nebo heteroatom

[10].

1.1.4. Glycerolipidy

Glycerolipidy (GL) zahrnuji vSechny lipidy obsahujici glycerol. Nepatii sem
ale glycerofosfolipidy, které jsou zamérné fazené do samostatné kategorie kvtili jejich velkému
poctu avyznamu jako metabolického paliva, slozek membran a signdlnich molekul.
Glycerolipidy pfispivaji k ukladani energie a hraji roli v energetickém metabolismu ¢i pfenosu
signalu. Prevladaji zde mono-, di- a trisubstituované glyceroly, kde nejznaméjSimi jsou
acylglyceroly, které obsahuji glycerolovy hlavni fetézec a mastné acylové fetézce pfipojené
k hydroxylovym skupindm glycerolu esterovou vazbou. Tato skupina muize byt zpatky
hydrolyzovana na glycerol, neesterifikované FA a/nebo alkylované varianty. Dalsi podtiidy
jsou reprezentovany glyceroglykany, které se vyznacuji vyskytem jednoho nebo vice
ptipojenych cukernych zbytkl na glycerol pies glykosidickou vazbu [9; 15].

Pro oznaceni stereochemie acylglycerolll, je molekula glycerolu nakreslena pomoci
Fisherova vzorce se sekundarni hydroxylovou skupinou nalevo od centralniho chirdlniho
uhliku a nasledné jsou uhliky ocislovany 1, 2 a 3 od shora doli (ebr. 3). Molekuly, které jsou
ocCislovany timto zptisobem maji v ndzvu pied pojmem glycerol pojem ,sn‘ (stereochemické
Cislovani; zangl. stereochemical numbering), coz slouzi k odliSeni téchto sloucenin
od ostatnich molekul ¢islovanych konvenénim zptsobem [16]. JelikoZ molekula glycerolu

nema rotacni symetrii, v§echny atomy uhliku jsou od sebe snadno odliSitelné [17].

CH,OCOR"
RZCOOm— —aH

CH,OCOR?

Obrazek 3: Fischertiv vzorec triacyl-sn-glycerolu [16].
Nutri¢né pievlada skupina triacylglycerolli (TG) u nichZ rozdily v distribuci mastnych

kyselin na3 pozicich glycerolové skupiny maji urcité¢ disledky. Zejména pozice sn-2

ma zvlastni vyznam, nebot’ tato poloha usnadiuje vstiebavani FA zde navazanych jako
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2-monoacyl-sn-glycerol, ¢ehoz se vyuziva pii resyntéze TG a glycerofosfolipidl, ktera
probiha po absorpci tuku [16].

V 50. a 60. letech 20. stoleti byly poprvé popsany 2 zakladni cesty biosyntézy TG:
glycerolfosfatova nebo také Kennedyho drédha [18] a monoacylglycerolova (MG) draha. Obé
tyto cesty vyuzivaji mastné acyl-CoA ,,aktivované formy FA syntetizované intracelularnimi
acyl-CoA syntazami jako donory acylu. Glycerolfosfatova draha je pritomna ve vét§iné bunék.
Naproti tomu draha MG se nachazi pouze ve specifickych typech bung€k, jako jsou enterocyty,
hepatocyty a adipocyty, kde se také mulze podilet na reesterifikaci hydrolyzovanych TG.
V zavérecné reakci obou drah je molekula mastného acyl-CoA kovalentné spojena s molekulou
diacylglycerolu (DG) zavzniku TG. Tato reakce je katalyzovana  enzymy
acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferdzami [19].

1.1.4.1. Monoacylglyceroly a diacylglyceroly

Molekularni struktury MG a DG se 1isi od TG tim, Ze DG obsahuje jednu a MG dvé
volné hydroxylové skupiny. MG obsahuji pouze jednu mastnou kyselinu navdzanou pomoci
esterové vazby a DG dvé FA navazané stejnym zplsobem. Jedna se o neiontové molekuly,
které obsahuji jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢ast. Tyto strukturni odliSnosti vedou k jejich
rozdilnym fyzikélnim a chemickym vlastnostem ve srovnani s TG [20; 21]. Homology s delSim
fetézcem jsou amfipatické [22].

MG maji vynikajici emulgacni vlastnosti, které jsou Siroce vyuzivany v potravinaiském,
kosmetickém, farmaceutickém a chemickém primyslu. MG substituované v poloze sn-2
se vstiebavaji pies stfevni sliznici a vyuzivaji se pfimo pro resyntézu TG. Kromé toho se také
podileji na syntéze a degradaci endokanabinodii, které mohou regulovat chut’ k jidlu, pocit
bolesti a metabolismus lipidii [21]. DG jsou soucasti biologickych membran, kde slouzi jako
centralni meziprodukty v biosyntéze mnoha dalSich lipidd obsahujicich mastné acyly, véetné

fosfolipid, cholesterolesterti (CE) a TG [2; 23].
1.1.4.2. Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou hlavnim typem nepoldrnich lipidi vyskytujicich se v olejich
ze semen a v zadsobnim tuku ZivociSnych tkani. Jednd se o heterogenni skupinu molekul
s glycerolovou kostrou a tfemi navdzanymi FA pomoci esterové vazby. Fyzikdlni a chemické
vlastnosti TG se liSi na zadklad¢ délky fetézce FA astupné jeho desaturace. V zivych

organismech plni nékolik zivotné dilezitych funkci a jsou jednou z hlavnich zasobaren FA
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pro jejich dalsi energetické vyuziti a syntézu membranovych lipidti. Ac¢koliv jsou TG nezbytné
pro fyziologickou funkci organismu, jejich nadbyte¢na akumulace v lidskych tukovych tkani
vede k obezité a v netukovych tkanich je pak spojena s disfunkci organt [19]. TG v semenech
se obvykle vyznacuji pirevahou C18 nenasycenymi a polynasycenymi FA, coz je odliSuje

od zivocisnych tukt, které jsou obecné vice nasycené [17].

1.1.5. Sterolové lipidy

Steroly jsou zakladnimi soucdstmi membran vSech eukaryotickych organisml
a mezi jejich funkce patii regulace fluidity a propustnosti membrany [24]. Hraji také kritickou
roli v mnoha fyziologickych procesech, jako je bunécna signalizace a energeticka homeostéza,
kterd je Zivotné dulezita pro udrZeni spravnych bunéénych a systematickych funkci Zivych
organismil [25]. Mezi hlavnimi lipidy nalezenymi v membranach eukaryotickych bunék maji
steroly nejatypictejsi chemickou strukturu. Obsahuji pouze jeden hydroxyl, ktery je jedinou
polarni slozkou sterolli, témét rovinnou sestavu ¢tyi kruhii a kratky alkylovy fetézec. Tyto
molekularni charakteristiky hraji velkou roli ve fyzikdlné-chemickych vlastnostech membrany,
stejn€ jako schopnost rychle se pohybovat mezi dvéma membranovymi vrstvami, jelikoz maji
ve srovnani s jinymi lipidy niZsi bariéru volné energie pottebnou k opusténi lipidové dvojvrstvy
[26].

V bunkéch savcid je hlavnim zastupcem sterolii cholesterol (cholest-5-en-33-ol)
(obr. 1), ktery se vyskytuje v bunéénych membranach jater, erythrocytli a v myelinu [27].
Kromé cholesterolu tato tfida zahrnuje latky jemu ptibuzné, postavené na kostie cholestanu
(obr. 4), véetn¢ steroidd, majici zkraceny 8-uhlikovy postranni fetézec cholesterolu. Dale sem
také patii napf. sitosterol, campesterol, stigmasterol a dal§i. Navazanim FA na volnou
hydroxy- skupinu sterolti dochézi ke vzniku sterol esterti (SE), kde nejznaméjsimi zastupci jsou
cholesterol estery obsahujici jako hlavni funkéni strukturu cholesterol. Dale mtizou byt také
pies hydroxy- skupinu cholesterolu navazany esterovou vazbou zlucové kyseliny, u kterych ma
koncovy uhlik postranniho fetézce karboxylovou funkci, oxysteroly, oxidované formy

cholesterolu a struktury s otevienym kruhem tzv. seko-steroly v€etné vitaminu D3 [28; 29].
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Obrazek 4: Struktura cholestanu vcetné ¢islovani cyklt a uhlikd [30].

Steroly jsou koneénym produktem biosyntézy isoprenoidi za vzniku rozmanité skupiny
cyklickych a acyklickych sloucenin z univerzalniho stavebniho C5 bloku isopentyldifosfatu

vedouciho k C30 okysli¢enému isoprenoidu oxidosqualenu [24].

1.1.6. Ostatni kategorie lipida

Glycerofosfolipidy

Glycerofosfolipidy (GP) jsou latky hrajici dileZitou roli v fad€é bunéénych funkci. Jsou
primarnimi slozkami bunénych membréan, které jsou tvoteny fosfolipidovou dvojvrstvou
a pusobi jako polopropustné bariéry pro vSechny buiiky a organely [9; 31]. Maji také signalni
funkci molekul a jsou nezbytné pro optimalni fungovani integralnich membranovych proteint,
receptortl, transportért a iontovych kanalli. Déle jsou pak zasobéarnou pro lipidové mediatory
[31; 32].

Jedna se o amfipatické molekuly, jejichZ obecna struktura zahrnuje tfi hlavni slozky:
glycerolovy skeleton, funkcionalizovanou fosfatovou esterovou skupinu a mastné acylové
(nebo alkyletherové) fetézce. Fosfatova Cast je esterifikovdna v poloze sn-3 glycerolového
skeletonu a je spojena s polarni skupinou jako je napft. cholin, ethanolamin, serin, inositol nebo
glycerol [33]. Nepolarni konec obsahuje dlouhé acylové tfetézce FA, které jsou hydrofobni
ave vodném prostfedi maji tendenci se agregovat. Polarni konec je v dusledku ionizace
fosfatové skupiny a dusikaté baze nabijen a vykazuje hydrofilni vlastnosti [34]. Diky variabilité
v polarnich skupinach a mnozstvi FA sem fadime tisice teoretickych sloucenin [31]. Nejcastéji
pozorovanou strukturou GP u eukaryot je pak diacylova (fosfatidylova) podttida, ve které jsou

esterifikovany FA v poloze sn-1 a sn-2 na glycerolu [33].
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Prenolové lipidy

Prenoly jsou linearni alkoholy, difosfaty, atd., vznikajici syntézou z 5-uhlikovych
prekurzorti isopentyldifosfatu a dimethylalyldifosfatu, které jsou produkovany ptrevazné
prostfednictvim isoprenoidové drdhy (mevalonatové drahy). Mezi jednoduché a dilezité
izoprenodiy patii napt. karotenoidy, které funguji jako antioxidanty a n¢které i jako prekurzory
vitaminu A. Dalsi biologicky diilezitou tfidou jsou chinony a hydrochinony, které obsahuji
isoprenodini nepolarni fetézec piipojeny k chinoidnimu jadru neisoprenoidniho ptvodu.
Ptikladem této tfidy jsou vitaminy E, K a ubichinony. Struktury obsahujici 40 a vice uhliki jsou

pak znamé jako polyterpeny [15; 16; 35].

Sfingolipidy

Sfingolipidy jsou charaketristické tim, Ze obsahuji jako své jadro sfingoidni baze
s dlouhym fetézcem. Vyskytuji se v plazmatickych membranach a podileji se na bunécné
signalizaci [15]. Jsou syntetizovany nejprve de novo ze serinu a mastného acyl CoA s dlouhym
feté¢zcem za vzniku dihydrosfingosinu apoté dihydroceramidu, ktery se pfeménuje
na ceramidy, fosfosfingolipidy, glykosfingolipidy adal§i. Polarni ¢asti  napojené
na hydroxylovou skupinu sfingoidni baze v poloze C1, piedstavuji jednotlivé tfidy sfingolipida
[35]. Nejhojnéji vyskytujici se sfingoidni bazi u savceu je sfingosin a jeho hlavni podtfidou jsou
ceramidy (N-acyl-sfingoidni baze), které maji mastnou kyselinu navdzanou na amid. Mastné
kyseliny zde zastupuji zejména nasycené¢ a mononasycené¢ FA sdélkou fetézce

od 14 do 26 uhliku [16].
Sacharolipidy

Kategorie sacharolipidii byla vytvotfena za ucelem odliSeni lipidii, ve kterych jsou
mastné acylové skupiny piimo spojeny s pateii cukru [10]. U sacharolipidi chodazi k ndhradé
glycerolové kostry (vyskytujici se u GL a GP) cukrem. Mezi nejzndmé;jsi zastupce této lipidoveé
kategorie patii acylované glukosaminové prekurzory slozky lipidu A lipopolysacharid
v gramnegativnich bakteriich. Typickymi molekulami lipidu A jsou disacharidy glukosaminu,
které jsou derivatizovany az 7 mastnymi kyselinami [16]. Sacharidolipidy se déale vyskytuji

ve formé glykani ¢i fosforylovanych derivata [15].
Polyketidy

Polyketidy jsou strukturné rozmanitd skupina sekundarnich metabolitii z zivo¢isnych,

rostlinnych a bakteridlnich zdroji [35]. Jsou syntetizovany polymeraci acetylové
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a propionylové podjednotky klasickymi enzymy nebo i iterativnimi a multimoduldrnimi
enzymy, které sdileji mechanické vlastnosti se syntdzami mastnych kyselin. Mnoho polyketida
jsou cyklické molekuly, jejichz skeletony jsou dale modifikovany glykosylaci, methylaci,
hydroxylaci, oxidaci a/nebo jinymi procesy. Velké mnozstvi bézné¢ pouzivanych
antimikrobidlnich latek, antiparazitickych a protinddorovych ¢inidel jsou praveé polyketidové

derivaty [16].
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1.2. Analyza nepolarnich trid lipida

Lipidomika je védni obor zabyvajici se analyzou lipidi. Jedna se o disciplinu studujici
strukturu a funkci celkového souboru lipidi (tzv. lipidomu) v dané buiice, tkdni nebo organismu
ataké jejich interakce s jinymi bunéénymi slozkami [36]. Lipidom je podmnozinou
metabolomu, ktery dale zahrnuje tifi hlavni tfidy biologickych molekul: aminokyseliny,
sacharidy a nukleotidy [5]. Poprvé se obor lipidomika objevil v roce 2003 [37] a v poslednich
letech znacné pokrocil zejména diky rozvoji hmotnostni spektrometrie [36]. Komplexni analyza
lipidii je v kontextu genomiky a proteomiky rozhodujici pro pochopeni bunééné fyziologie
a patologie aje povazovana za zdkladni ndstroj pro vysetfovani mnoha nemoci jako je
napft. ateroskler6za, Alzheimerova choroba, rakovina, a dalsi. V diisledku toho se stala jednim

z hlavnich vyzkumnych cili postgenomické revoluce a systémové biologie [5; 38].

1.2.1. Priprava vzorku

Pro ziskdni spolehlivych vysledkii je pted vlastni analyzou lipidd dilezitd Uprava
vzorku ajeho samotny odbér. Pfi piipravé vzorku je nutné postupovat nanejvys opatrné,
aby doSlo k dosaZeni co nejvyssi reprodukovatelnosti a také peclivé zvazit vhodny vybér
rozpoustédel, ¢inidel, mnozstvi vzorku, lipidovych internich standardii a protokolt [39].

Pro analyzu biologického materialu je nejvhodnéjsi zpracovani Cerstvych vzorki, coz
vSak neni vzdy redlné proveditelné vzhledem k praktickym okolnostem, napft. pfi odbéru
krevnich vzorkili v nemocnici ajejich lipidomické analyze provadéné najiném miste.
Pti odbéru je dulezité, aby byly vzorky uchovany v nejvhodnéjSich nadobkéach a udrzovany
pfi podminkach, které neovlivni kvalitu vzorku. Nejlepsi je bleskové zmrazeni v kapalném
dusiku a skladovani pii -80 °C az do dalSiho kroku zpracovani [40]. Timto zptisobem mohou
byt nékteré biologické matrice bezpecné uchovavany az po dobu nékolika let [41]. Stabilita
vzorku muze byt také prodlouzena uchovavanim vzorki v prostiedi bez kysliku, kovovych
iontl a peroxidi nebo pfidanim antioxidantl, napt. butylhydroxytoluenu, které by méli potlacit
degradaci lipidii (per)oxidaci [40]. Vzorky by také mély byt alikvotovany, aby se zabranilo
mrazicim a rozmrazovacim cyklim, které potencialn¢ stimuluji hydrolyzu nékterych tiid lipida
[42; 43]. U krevnich vzorkl se jesté vyuziva piidavku antikoagula¢niho ¢inidla, nejcastéji
ethylendiamintetraoctové kyseliny nebo heparinu [44; 45].

U biologickych vzorkli je nezbytné rozlozit bunky biologick¢ého materialu,

aby se zlepsil pirenos hmoty do extrakéniho rozpoustédla. K naruseni této tuhé bunécné stény

26



olejnaté biomasy se pouziva n€kolik fyzikalnich, mechanickych, chemickych a biologickych
(enzymatickych) preduprav. Témi se rozumi napft. pouziti ultrazvuku ¢i mikrovinnych,
vysokorychlostnich nebo vysokotlakych homogenizatorii, pouziti laseru, hydrodynamické
kavitace a pulzniho elektrického pole [46].

Dalsi uprava vzorku zahrnuje zejména extrakci lipidd z komplexnich biologickych
matric. Cilem tohoto kroku je odstranéni interferujicich latek jako jsou proteiny, sacharidy nebo
jiné malé molekuly. Obecné existuji dva zpusoby, které se v lipidomické analyze nejvice
vyuzivaji, a to extrakce kapalinou a extrakce tuhou fazi [38]. V pfipad¢ extrakce kapalinou je
nejkriti¢téj§im faktorem ucinné extrakce lipidi vybér organického rozpoustédla. Nepolarni
lipidy se dobte rozpousteji v nepolarnich organickych rozpoustédlech a polarni lipidy naopak
v polarnich rozpoustédlech. Aby méla extrakce z biologickych tekutin atkani co nejvyssi
rozsah, je zapotiebi pouziti smési rozpoustédel obsahujici jak polarni, tak nepolarni slozku.
Tento koncept byl poprvé zaveden Folchem a kol. [47], ktefi vyvinuli extrakéni metodu
za pouziti smési rozpoustédel chloroform/methanol (CHCL3/MeOH) v poméru 2:1 (v/v)
andsledné¢ tento postup modifikovili Bligh a Dyer [48], ktefi pouzili opa¢ny pomér
rozpoustédel CHCl3/MeOH (1:2; v/v) a doslo tak k ziskani rychlé metody pro celkovou extrakci
lipidi z biologickych tkani. Tyto postupy mohou byt dale upravovany pro zefektivnéni extrakci
azapouziti méné toxickych rozpousStédel [46]. Mezidalsi extrakéni metody patii
napt. protokol pouzivajici methyl-terc-butylether (MTBE) [49] nebo butanol-methanol
(BUME) [50]. Pokud je vSak matrice vzorku nova, postup by mél byt peclivé vyhodnocen
a zvazen. V pripad¢ extrakce pouze nepolarnich lipidd, neni zapotiebi pouzivat smési polarniho
a nepolarniho rozpoustédla, ale pro takovouto extrakei postaci vyuziti Cisté nepolarniho ¢inidla,
kde se s vyhodou vyuziva napt. hexanu [51; 52].

Casto vyuzivanym piistupem je také sraZeni bilkovin ve vzorcich pomoci organického
rozpoustédla jesté pred samotnou extrakci, tzv. proteinova precipitace. Tyto metody jsou velmi
jednoduché a rychlé [39]. Jako precipitacni ¢inidla se pouZivaji rlizna organicka rozpoustédla,
napt. Satomi a kol. [53] ve své studii pouZili rizné druhy alkohold, jmenovité izopropylalkohol
(IPA), ethanol (EtOH), a MeOH. Antonelli a kol. [54] ve své studii vyuzili smési MeOH:EtOH
(1:1; v/v) pro analyzu pokryvajici Siroky rozsah polarit a Huynh a kol. [55] ve své studii
pouzival smés BUME (1:1).

Stanoveni nepolarnich lipid vedle sebe je velmi obtizné, nebot’ lipidy jako jsou TG
a SE jsou v biologickych vzorcich zastoupeny ve velmi vysokych koncentracich, na rozdil
od lipidi jako jsou MG, DG, FA asterolli, které¢ se zde vyskytuji viaddové nizSich
koncentracich. Aby bylo mozné stanovit tyto malo zastoupené lipidy vedle TG a SE v jedné
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analyze, vyuziva se Upravy vzorku derivatizaci, diky které se podstatné¢ zvysi odezva signalu
téchto t¥id a zlepsi se i uéinnost extrakce [56]. U&inny, jednoduchy a vysoce reprodukovatelny
zpusob takovéto derivatizace vyvinul Peterka a kol. [57]. Jedna se o reakci s benzoylchloridem
(BzCl), jakozto neSkodnym derivatizatnim Cinidlem, provadénou v piitomnosti
pyridynu za pokojovych podminek. Benzoylchlorid je vysoce reaktivni ¢inidlo, které¢ snadno
reaguje s hydroxylovymi, primarnimi a ¢aste¢né i se sekundarnimi aminoskupinami za vzniku
odpovidajicich esterti a také s karboxylovymi kyselinami, kde vznikaji ptislusné anhydridy. TG
a sterolestery se této reakce neucastni, nebot neobsahuji volnou funk¢ni skupinu, ktera
by mohla s BzCl reagovat a zlstanou tak v nezménéném stavu. Benzoylace téchto poldrnich
funk¢nich skupin méni polaritu reakénich produktti na méné polarni molekuly, nebot’ pocatecni
polarni funk¢ni skupina je pokryta nepolarni benzoylovou ¢asti. MG a DG vzdy reaguji
ve vSech polohach a jejich vysledna polarita se pak blizi nepolarnim TG s kratkymi mastnymi
acylovymi fetézci. Snadno reaguje také hydroxylova skupina ve sterolech a karboxylova
skupina v mastnych kyselinach, pficemz mastné kyseliny tvofi anhydridy. Struktury
vyslednych produktl derivatizace jsou znazornény na obr. 5.

pred samotnou extrakci, aby se usnadnilo sledovani vytéZznosti a absolutni kvantifikace.
IS je analyzovan soucasné s analytem, ¢cimz se kompenzuji zmény ve zpracovani vzorku béhem
celého procesu piipravy asamotné analyzy vzorkli (napf.zmény v G€innosti extrakce
¢i matricové efekty). Zakladnim pfedpokladem lipidomické kvantitativni analyzy je pouziti
nejméné jednoho IS, ktery se nevyskytuje ve vzorku, pro jednu lipidovou tfidu. V idealnim
ptipad€¢ by IS a analyt mély byt strukturné¢ podobné a mély poskytovat shodné fragmenty,
coz splituje vyuziti stabilniho izotopu pfislusného analytu. Nej€astéji se jednd o latky znacené
izotopem deuteria ¢&i *C. Izotopicky znaceny IS ale nemusi byt vzdy komeréné dostupny.
Pouzivaji se tedy také lipidy obsahujici kratsi acylové fetézce (napt. 12:0) nebo fetézce s lichym
poctem uhlika (napt. 17:0, 19:0) [39; 58]. Nyni jsou komeréné nabizeny uz pfedem piipravené
smési IS, napf. pro kvantitativni analyzu lidské plazmy je dostupnd smés IS zvana

SPLASH®LIPIDOMIX® od spole¢nosti Avanti Polar Lipids [59].
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Obrazek 5: Struktury vyslednych produkti derivatizace nepolarnich lipidii a mastnych kyselin. Pievzato
z publikace [57].
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1.3. Analytické pristupy v lipidomice

Lipidomicka analyza pfinasi diky rGznorodosti lipidi obrovskou vyzvu v oblasti
analytick¢é chemie. Velmi ucinnymi pfistupy v této oblasti jsou zejména hmotnostni
spektrometrie (MS), nuklearni magnetickd rezonance a dalsi spektralni techniky. Strategie
MS s piimou infuzi bez ptedchozi separace je velmi rychlou metodou umoziujici identifikaci
lipidi s vysokou citlivosti a robustnosti. Kazdopadné¢ tyto metody nejsou tak afinné
pro analyzu komplexnich biologickych vzorkl. Proto se v lipidomice hojné vyuziva spojeni
riznych chromatografickych metod jako jsou tenkovrstva chromatografie, plynova
chromatografie (GC), vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), superkriticka fluidni
chromatografie (SFC) a kapilarni elektroforéza s MS jako detekct, které zajist'uji analyzu lipida
s vysokym rozliSenim. I pfesto, Ze je pouziti MS ve spojeni se separa¢nimi technikami ¢asové
ve vzorku [38]. V soucasné dobé jsou v lipidomice nejvice vyuzivany metody kapalinové
chromatografie (LC) ve spojeni s MS ¢i tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS)
a metody pfimé infize ve spojeni s MS(/MS) [60].

V dnes$ni dobé byla klasickd HPLC metoda téméf nahrazena ultravysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (UHPLC), ktera oproti konvenéni HPLC (kolony o velikosti ¢astic
3-5 um) vyuzivé kolony s ¢asticemi mens§imi nez 2 um (tzv. sub-2 pum). Diky tomu UHPLC
nabizi schopnost dosahnout rychlej$i separace a vyS$siho rozliSeni za pouZiti niz§ich objemu
rozpoustédel, neZ je tomu u HPLC [61; 62]. VyuZivané typy stacionarnich fazi jsou shrnuty

v tabulce 1.
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Tabulka 1: Piehled pouzivanych stacionarnich fazi v UHPLC s ptiklady komercné dostupnych kolon.

typ stacionarni faze velikost ¢astic  priklad kolony
porézni Castice 1.6 pm %I}llie Zg;?:ngjxgiommn [63]
povrchové porézni astice 1.3a1.7 um Kinetex® [64]
s pevnym jadrem (,,fused-core®, (Phenomenex)”
,,core-shell®)
zcela porézni hybridni castice 1.7 um Acquity BEH C18 [62]
(BEH) (Waters)"
hybridni ¢astice s nabitym 1.7 um Acquity CSH C18 [65]
povrchem Acquity CSH Phenyl-
Hexyl
(Waters)”
monolytické kolony
monolyticky silikagel 4.6-2 mm Chromolith® [66]
PerformanceRP-18
endcapped
(Supelco)®
kapilarni kolony
vSechny vyse zminéné druhy 1-2 um [67; 68]

* ptiklady kolon pievzaty z oficidlnich webovych stranek distributorti kolon.

1.3.1. Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie v systému s obriacenymi

fazemi

UHPLC v systému s obracenymi fazemi (RP-UHPLC) ve spojeni s MS detekci je velmi
vyuzivany piistup v lipidomické analyze jednotlivych lipidd v riiznych biologickych vzorcich.
Jako mobilnich fazi (MF) se zde vyuzivd vodnych smési obsahujicich polarni organicka
rozpoustédla, jmenovité acetonitril (ACN), MeOH a IPA s ptidavkem aditiv, napf. octanu nebo
mravenCanu amonného (5-10 mM) s kyselinou octovou ¢1 mravenci (0.05-0.1 %), které
zlepsuji jak separaci, tak ionizaci lipidl v iontovém zdroji. Stacionarni faze (SF) ma nepolarni
charakter a vyuziva se silikagelu modifikovaného nejcastéji C18 ¢i C8 asticemi [60; 69]. Dalsi
moznosti je pouziti kapilarnich kolon, které zvySuji citlivost méteni [70]. Rezim RP umoziuje
separaci polarnich lipidovych druhti [69], zatimco UHPLC v systému s nevodnymi obracenymi
fazemi (NARP-UHPLC) je preferovéana pro nepolarni lipidy jako jsou TG [71; 72].

V RP systémech se lipidy déli na zakladé délky mastného acylového fetézce (CN)

a poc¢tu dvojnych vazeb (DB), coz lze definovat jako ekvivalentni pocet uhlikovych atomi
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(ECN). Tato hodnota je vypocitana jako celkovy pocet atomu uhliku v mastné kyselin¢ minus
dvojnésobek dvojnych vazeb, které dand FA obsahuje (ECN = CN — 2DB). Pivodné bylo ECN
vyvinuto pro TG a ostatni nepolarni lipidy [51; 73], ale je aplikovatelné 1 pro polarni tiidy [74].
Lipidy obsahujici delsi acylové fetézce jsou z kolony eluovany pozdéji nez lipidy s kratSim
fetézcem a stejn¢ tak nasycené struktury jsou eluovany pozdéji nez nenasycené [60; 69].
Nepolarni lipidy maji v RP rezimu nejvyS$i retenci, zatimco polarni lipidy jako

napf. fosfolipidy jsou zadrzovany méné [69].

1.3.2. Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC), je alternativni zpiisob
UHPLC pro separaci polarnich a iontovych latek. HILIC vyuziva hydrofilnich SF jako je
silikagel a jeho modifikace, napt. amino ¢i kyano, ale také iontoménicové, zwitterionové,
monolitické ¢i amidové (napt. BEH) staciondrni faze. MF obsahuje organické rozpoustédlo,
nejcastéji se jedna o ACN, a ptidavek vody v rozsahu obvykle 540 %. Pouziti vody jako silné
eluyjiciho rozpoustédla poskytuje této metod¢ tadu vyhod oproti konvenéni UHPLC
snormalnimi fazemi (NP-UHPLC), napf. pfiprava mobilni faze, kterd je zde méné
komplikovana, nebot” odpadéd kontrola mnoZstvi vody v rozpoustédle. Do vodné MF se také
v piipade spojeni s MS ptidavaji aditiva, a to obvykle mravencan ¢i octan amonny [75; 76].

V HILIC chromatografii jsou molekuly vody z MF pfitahovany poldrnimi skupinami
SF a vznika tak imobilizovana vrstva. Retence je dana pohybem polarnich analytti mezi touto
imobilizovanou vrstvou a protékajici MF (¢im vice polarni, tim delsi retence na kolon€) [77;
78]. Do déje se mohou zapojit i dalsi typy interakci, napt. adsorpce nebo elektrostatické a dip6l-
dipdl interakce [78; 79]. HILIC také umoziiuje analyzu nabitych latek, stejné jako iontova
chromatografie. Obr. 6 znazorfiyje, jak HILIC dopliiuje iontovou chromatografii, NP-UHPLC

a RP-UHPLC a rozsifuje tak rozsah moznosti separace polarnich a iontovych analytt [80].
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iontova
chromatografie

HILIC

NP-UHPLC

Obrazek 6: HILIC kombinuje vlastnosti téchto tii hlavnich metod kapalinové chromatografie [80].

RP-UHPLC ... Ultravysokou¢inné  kapalinové chromatografie =~ vsystétmu  sobracenymi  fizemi
a NP-UHPLC ... Ultravysokoucinné kapalinové chromatografie v systému s normalnimi fazemi

1.3.3. Superkriticka fluidni chromatografie

Superkriticka fluidni chromatografie je stale oblibenéjsi separacni technikou
pouzivanou v lipidomice. Povazuje se za hybrid GC a LC a ma mnoho vyhod, mezi které patii
vysokd ucinnost separace, nizka spotfeba organického rozpoustédla a kratkd doba analyzy.
Doba analyzy pomoci SFC je az Ctyfnasobné kratSi ptisrovnani LC a SFC se stejnymi
parametry kolony (vnitini prumér, délka a velikost ¢astic), potiebnymi pro vysoce vykonnou
separaci [8]. Tento chromatograficky mod je vhodny zejména pro analyzu malo polarnich
sloucenin, jelikoz nadkriticky oxid uhli¢ity (scCOz), vyuzivany jako MF, je nepolarni

rozpoustédlo, Casto srovnavané polaritou s hexanem.
1.3.3.1. Mobilni faze v SFC

Mobilni fazi v SFC tvofi tekutiny v nadkritickém stavu. Jednd se o latky, které
se vyskytuji ve stavu pfi vyssi teploté a tlaku, nez jsou jeji kritické hodnoty. V kritickém bod¢
jsou si hodnoty hustoty kapaliny a plynu rovny a dochazi ke vzniku nadkritické tekutiny
jako jedné faze bez fazového rozhrani. Nejbéznéjsi definice superkritického stavu je zalozena
na p-T diagramu zobrazujiciho rovnovazné chovani slouceniny ve fazi para-kapalina (obr. 7)
[81 — 83]. Nadkriticka tekutina kombinuje uZite¢né vlastnosti plyni a kapalin a jeji vyuziti jako

MF proto pifindsi nékolik vyhod. Mezi tyto vlastnosti patii vysoka solvatacni sila kapalin
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umoziujici analyzovat Siroké spektrum latek, nizka viskozita, kterd je typicka pro plyny,
aumoziuje pouziti delSich kolon naplnénych malymi Casticemi, pfinizSich systémovych
tlacich a pfi vysSich rychlostech priatoku nez je tomu v UHPLC. Dale také vysoké diftzni
koeficienty rozpusténych latek v nadkritické tekutin€, které vedou k rychlejsi eluci latek
zkolony atim ke krat$i analyze a vysoké separacni ucinnosti. Rychlejsi je i ekvilibrace

chromatografické kolony, cozZ umozni kratsi analyzy i pfi gradientové eluci a v neposledni fadé
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Obrazek 7: Fazovy p-T diagram pro oxid uhlicity [81].

(s) ... pevné, (1) ... kapalné, (g) ... plynné skupenstvi, p. ... kriticky tlak, T ... kriticka teplota

Dnes je jako nejpouzivanéjsi MF v SFC oxid uhlic¢ity v nadkritickém stavu, ktery je také
jedinou tekutinou, pro kterou jsou dnes dostupné komercni chromatografické systémy [85].
Tento stav CO2 popsal jako ,.kriticky* poprvé v roce 1869 Andrews [86], ktery urcil hodnoty
pro jeho kritickou teplotu 31 °C a kriticky tlak 74 bar. Poprvé vSak scCO; pouzil jako mobilni
fazi v SFC az v roce 1966 Sie a kol. [87].

Velkou vyhodou scCO; je, ze v nizkych koncentracich neni toxicky pro ¢loveka,
je chemicky inertni vii¢i vétSin€é chemickych slouc¢enin, nehotlavy, bez zapachu a levny [8].
Je také misitelny s organickymi rozpoustédly v Sirokém rozmezi polarit, tlakd a teplot,
chemicky stabilni a 1ze snadno dosahnout jeho kritickych parametrti [82].

Solvatacni sila nadkritické mobilni faze je parametr, ktery zavisi na hustoté tekutiny,
a proto je hustota Casto povazovana za nejvlivnéjsi parametr v SFC, zejména pii pouZziti Cistého

scCOs. Hustota je definovana dvéma veli¢inami, teplotou a tlakem v systému. Diky tomu byly
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tyto dva parametry pouzivany jako hlavni faktory ovliviiujici eluci v ptivodnim uspotadani SFC
s plné€ nadkritickou mobilni fazi. Nicméné se zménou teploty nebo tlaku se polarita CO; ptili§
neméni. CO2 vykazuje vysoce lipofilni vlastnosti, podobné vlastnostem hexanu ¢i heptanu, coz
omezuje pouziti ¢istého scCOx pro analyzu pouze lipofilnich sloucenin a je tedy téméef nemozné
analyzovat polarni latky. V pfipadé modernich SFC pfistrojii se proto vyuziva piidavku
organického modifikatoru pomoci izokratické ¢i gradientové eluce. NejCastéji se vyuziva
MeOH, EtOH, ACN a IPA s moznosti ptidavku malého procenta vody (v fadech jednotek %).
Diky tomu je SFC velmi vSestrannou technikou, kterd umoziuje rozdéleni velmi Siroké skaly
sloucenin pouze jednim systémem kombinujicim MF obsahujici scCO, a SF zalozenou
bud’ na polarnim ¢i nepolarnim charakteru. Dulezitou pfipominkou je, zZe piidavkem
organického modifikatoru se zvysi eluéni sila, ale dojde k posunu kritickych hodnot teploty
a tlaku. Napf. pfi obsahu 30 % MeOH jako organického modifikdtoru dojde k nartstu
kritickych hodnot na Tc = 135 °C a p. = 168 bar. V soucasnych SFC kolonovych termostatech
(T =40 °C) vsak nelze takto vysokou teplotu nastavit, a proto pfi vy$sim obsahu organického
modifikatoru se jiz nepohybujeme striktné v nadkritickém stavu. Pfi takovychto podminkach
klesd vyznamnost vlivu teploty a tlaku na elu¢ni silu mobilni faze, ale i tak je nadale dilezité
je kontrolovat, aby nebyla ovlivnéna stabilita reten¢nich ¢ast. I pfesto, ze binarni mobilni faze
scCO» s organickym modifikatorem neni v nadkritickém stavu, ale pouze v tzv. subkritickém
stavu, jeji vyhodné vlastnosti pro separaci zlistavaji zachovany. Podobné jako v UHPLC, zde
muzeme také eluci acidobazicky aktivnich latek dale podpofit pfidavkem aditiv jako jsou

kyseliny, baze nebo soli rozpustné v dané mobilni fazi [81; 82; 88].
1.3.3.2. Stacionarni faze v SFC

SFC technika je s vyhodou uZivana jak pro chirdlni, tak achiralni separace. Na rozdil
od UHPLC, kde jsou vyuzivany razné separacni médy od NP ptes RP, HILIC a iontové
vyménnou chromatografii, v SFC lze separovat Siroké spektrum latek s riznymi polaritami
s pouzitim jedné mobilni faze (scCO;) v kombinaci s riznymi polarnimi i nepolarnimi SF [89;
90]. Nejvice se vyuzivaji SF na bazi silikagelu nebo hybridni. V podstaté lze fici, Ze vétSinu
stacionarnich fazi vyuzivanych v UHPLC lze vyuzit také v SFC, ato jak pfi chirdlnich
separacich, tak 1iachiralnich. Vyjimku tvoii kolony optimalizované¢ pro RP-UHPLC, které
nemusi byt pro SFC optimalni [81; 82]. Neexistuje zde univerzalni stacionarni faze jako je tomu

vvvvvv

stacionarnich fazi se detailnéji zabyva ve svych pracich West a kol. [91 — 93], ktera d¢li SF
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pro SFC na (1) polarni, (2) nepolérni, (3) aromatické, (4) polarni s vloZzenou funkéni skupinou
a (5) vicemodalni [82].

Existuje né¢kolik stacionarnich fazi, které byly vyvinuty specidlné pro SFC,
a to konkrétné pro achiralni separace. Prvni takovou staciondrni fazi byla 2-ethyl-pyridinova
(2-EP) faze vazana na silikagelovy nosi¢ v roce 2001 od firmy Princeton Chromatography [82;
90]. Zani nasledovaly dalSi jako 4-ethylpyridin, pyridin-amid, morfolin, propylacetamid,
benzamid, aminofenyl, diethylamin, 2-pikolylamin, 1-aminoantracen pfedstavené¢ znamymi
vyrobci chromatografickych kolon jako jsou Phenomenex, Waters a ES Industries [81; 82; 90;
94]. SF pro SFC chiralni separace jsou stejné s fazemi pro UHPLC, nicméné vyrobci mohou
pouzit naptiklad odliSnou technologii plnéni kolon, rozméry samotnych kolon ¢i doporucit jiny
zpisob uchovavani fazi. Vétsina chiralnich separaci at’ uz na SFC ¢i UHPLC je nyni provadéna
s vyuzitim stacionarnich fazi na bazi polysacharidii vcetné Siroké Skaly derivati amylozy

a celulozy [82; 95; 96].
1.3.3.3. Instrumentace v SFC

Moderni SFC pfistroje jsou velmi podobné piistrojim UHPLC a lisi se pouze n¢kolika
Castmi. Externé¢ se jednd hlavné o pfidavek regulatoru zpétného tlaku, nejcastéji
je to automaticky regulator zpétného tlaku (ABPR). Toto zatizeni slouzi jako regula¢ni ventil,
ktery udrzuje nastaveny tlak uvnitf systému. [89]. Vyznamnymi rozdily jsou také podoba
binarniho Cerpadla, upravy automatického davkovace a ptidavek odplynovace rozpoustédla.
Dale pak SFC pftistroje obsahuji kolonovy termostat a detektor. Celd SFC instrumentace je
znazornéna na obr. 8. Ovladaci software je totozny se softwarem pouZivanym v UHPLC,
s vyjimkou pfidavné regulacni veli¢iny vystupniho tlaku kolony [97].

V SFC jsou binarni Cerpadla nezbytna, jelikoZ ob¢ slozky mobilni faze, scCO2
a organicky modifikator, maji naprosto odlisné vlastnosti, co se tyce hustoty a stlacitelnosti.
COz je vétsinou dodavan v ocelovych lahvich obsahujici zkapalnény CO2 s plynnym prostorem
nad kapalinou a modifikator je kapalina pfi laboratornich podminkach. Tento nesoulad tlakt
vyzaduje samostatna &erpadla. Cerpani CO, probiha vzdy v kapalném stavu a je proto nutné

cerpadlo CO; jeste ochladit, a to zhruba na 2-5 °C [81; 97].
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Obrazek 8: Schéma instrumentace SFC [81].

CO; ... tlakova lahev s CO,, ABPR ... automaticky regulator zpétného tlaku

Regulace zpétného tlaku je nejdilezitéjSim ukolem v systémech SFC kvili
vyznamnému dopadu zmén tlaku na robustnost pfistroje. Prestoze tlak je az sekundarni
kontrolni proménnou a méa jen maly vliv naretenci a selektivitu v moderni SFC, vysledné
zmény retencnich Cast v disledku nerovnomérnosti tlaku jsou nezddouci. Moderni ABPR
mohou mit rizné konstrukce aumoziiuji nastaveni a kontroly tlaku pfimo v softwaru
s presnosti + 0.05 bar. Pfesné regulace tlaku tak umoznuje ziskani opakovatelnych reten¢nich
Casl a stabilni zdkladni linie. Zasadnim rozdilem od UHPLC je umisténi regulatoru. V. UHPLC
mobilni faze vstupuje do kolony pii vysokém tlaku a z kolony vystupuje pii tlaku vyrazné
niz§im, coz neplati pro SFC. V SFC je regulator umistény za chromatografickym systémem
a mobilni faze je tak po celou dobu pod kontrolou tlaku. Vysledny celkovy tlak v SFC je pak
dan souctem tlaku nastavené¢ho na ABPR a tlaku generovaného jednotlivymi komponentami
systéemu [81; 82; 97].

Stejné jako u LC dalo pouziti mensich ¢astic sorbentu vznik metody UHPLC, tak v SFC
pouziti Castic mensich nez 2 um odpovida ultravysokoucinné superkritické fluidni
chromatografie (UHPSFC). Tato strategie se da vyuZit pro vysocet¢innou analyzu s vysokym
rozliSenim, je ale nutné mit pfistroje, které odolavaji vysokym tlakovym ztratam (idedlné
600 bar) a to zejména jsou-li vyZadovany separace s vysokym rozliSenim [98]. Stale Castéji jsou
nabizeny komer¢ni SFC kolony s ¢asticemi sub-2 um, coz tuto techniku vyznamné pozvedlo
nad ostatni techniky pro vysoce vykonné analyzy [84; 92; 99]. Spolu s pouzitim téchto ¢astic

se také velmi rozsifilo pouziti povrchové poréznich ¢astic (naptiklad tzv. ,,core-shell*), s cilem
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dosazeni podobné ¢innosti, ale pii mnohem vyssi rychlosti a bez vyssich tlakovych ztrat [92;

98; 100; 101].
1.3.3.4. Reten¢ni mechanismus v SFC

V UHPSFC se wuplatiuji dva retenéni mechanismy nazékladé pouzitych
chromatografickych podminek. Jedna se o separaci tiid lipida a separaci jednotlivych druht
lipidi. Pro separace tiid lipida se vyuziva polarnich SF a dochédzi k d€leni na zéklade
rozdilnych polarit tfid a slozeni mastnych acyll (retencni Cas roste s mnozstvim dvojnych
vazeb). U druhi lisicich se délkou mastného fetézce je pozorovan dalsi zpisob separace, ktery
je pro jednotlivé tfidy rizny. U TG a ostatnich nepolarnich tfid zahrnujicich CE, FA, MG, DG,
mastné amidy a ceramidy se retencni ¢as zvySuje s délkou fetézce. Naopak pro polarni tidy,
zahrnujici naptiklad fosfolipidy, se retencni Casy s rostouci délkou mastného fetézce zkracuji.
Obecné retencni mechanismus v UHPSFC vzajemné souvisi s UHPLC v rezimu HILIC
¢i NP-HPLC. Retencni ¢asy nepolarnich lipidii se zvySuji s rostoucim mnozstvim DB jak
v UHPSFC, tak v NP-HPLC, nicméné v UHPSFC se navic ¢aste¢né separuji na zakladé délky
acylového fetézce. V rezimu HILIC neni pozorovana zadnd separace na zdklad¢é 0-3 dvojnych
vazeb, pokud ale latka obsahuje 4 a vice DB, je syst¢émem ¢im dal tim méné zadrzovéna, coz je
opakem UHPSFC. Nadruhé strané jsou pozorovany v rezimu HILIC niZ§i retencni Casy
pro delsi acylové tetézce, coZ je stejné 1 pro UHPSFC. Ukazuje to, Ze retencni mechanismus
v UHPSFC je smiSeny apfechazi zNP mechanismu pro nepolarni lipidy na HILIC
mechanismus pro lipidy polarni [102].

Separace jednotlivych druht lipidi je méné obvykly pfistup separace lipidu, ktery
vyuziva hydrofobnich SF a retencni mechanismus je porovnatelny s bezvodym RP-UHPLC.
Na rozdil od klasické UHPSFC, kde jsou lipidy z jedné tfidy eluovany v jednom piku, probiha
v UHPSFC, s reten¢nim mechanismem podobnym RP, separace jednotlivych lipida. Retence
je zpusobena na zdkladé¢ ECN, kde lipidy s vysokym ECN eluuji pozdé¢ji nez lipidy s nizSim
ECN, kter¢ jsou systémem zadrzovany méné. Tento specificky RP rezim v UHPSFC je omezen

na uzky aplikacni rozsah a neni vhodny pro stiedné polarni aZ polarni analyty [103].
1.3.3.5. Vyuziti SFC

SFC azejména pak UHPSFC ukazuje veliky potencidl jako komplexni a vysoce
vykonna screeningovd metoda pro velky pocet vzorkii v riznych oblastech jako

je farmaceuticky vyzkum, bioanalyza, analyza potravin a rostlinného materidlu, omické
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analyzy, véetné lipidomiky a mnoho dal$ich [102; 104]. V tabulce 2 je zobrazen vybér vyuziti
UHPSFC pro analyzu lipidl v riznych vzorcich.

Tabulka 2: Vybrané piiklady UHPSFC/MS analyzy lipida v riznych vzorcich [103].

< modifikator  pomocné lipidové  polarita
vzorek kolona (rozméry) .e vex v vy s
+ aditiva rozpoustédlo tridy méreni
separace tiid lipidd (podobna HILIC)
borovicova kiira | Torus 2-PIC MeOH/ACN MeOH/IPA/H20 TG, DG, (ta(-)
[105] (3 x 50 mm; 1.7 pum) (1:1; v/v) (7:2:1; vIvIv) MG, ST,
+25 mM AF SE, FFA,
WE
semena Slzovky | Torus 2-PIC MeOH/ACN MeOH TG, DG )
obeené [106] (3x100mm; 1.7 pum) LV +0.2mM AA
krali¢i plazma Torus DEA MeOH/H20 MeOH/H20 PC, PE, PI, Ha()
[107] (3 x 100 mm; 1.7 pm) (95:5; v/v) (95:5; v/v) LPC, LPE,
+0.1% AA +0.1% AA SM, Cer,
SE, MG,
DG, TG,
FFA
kravské, bavoli, Torus DIOL MeOH MeOH + 1 % H20 TG, DG, Ha()
kozi a lidské (3 x 100 mm; 1.7 pm) +30 mM AA MG, FA,
mléko [108] +0.3% FAc PC, PE, PI,
PS, PG,
SM, LPC,
LPE
praseci plicni Torus DIOL MeOH MeOH TG, MG, tHa()
tepna [109] (3x 100 mm; 1.7 um)  + 10 mM AF +10 mM AF FA, ST,
PC, SM
lidska plazma a BEH MeOH/H20 MeOH/H20 SE, TG, )
sérum [110] (3 x 100 mm; 1.7 um) (99:1; v/v) (99:1; v/v) DG, MG,
+30 mM AA +30 mM AA Cer, PC,
LPC, SM
prase¢i mozek BEH MeOH/H20 MeOH/H20 SE, TG, (Ha()
[102] (3 x 100 mm; 1.7 um) (99:1; v/v) (99:1; v/v) DG, MG,
+30 mM AA FA, Cer,
HexCer,
PG, PE,
LPE, LPI,
CL, PC,
LPC, PS,
SM
semena baviny BEH MeOH/ACN MeOH TG, DG, ©)
(1] (3 x100mm; 1.7 pm) (73 VY) +0.1 % FAc NAPE, PC
+ 8 mM AF
+0.5 % FAc
krysi mozek BEH MeOH/H20 MeOH/H20 FA, PC, (tHa()
[112] (3 x 100 mm; 1.7 um) (99:1; v/v) (99:1; v/v) LPC, PE,
+30 mM AA LPE
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Tabulka 2: pokracovani...

< modifikator pomocné lipidové polarita
vzorek kolona (rozméry) .e vex v ‘o
+ aditiva rozpoustédlo tridy méreni
separace jednotlivych druhi lipida (podobna RP)
boriivky [113] HSS C18 SB MeOH +32mM - TG, DG, ) a()
(3 x 100 mm; 1.8 pm) AF WE, SE,
ASG, FFA,
PC, PE, PI,
PS, LPG
rybi olej [114] HSS C18 SB MeOH + 0.1 % MeOH + 10mM AA  FAME, TG, (H)a(-)
(3 x 100 mm; 1.8 um) FAc DG, MG,
FFA
semena baviny HSS C18 SB MeOH + 32 mM MeOH + 0.1 % FAc TG, FFA (+)
[111] (3 x100mm; 1.8 um)  AF
Zengen pravy Torus 2-PIC MeOH MeOH + 0.2 mM AA TG, DG, Ha(-)
[115] (3 x 100 mm; 1.7 um) MG, SI, PC,
FA
lidské plazma Torus 1-AA MeOH + 0.1 % MeOH Oxylipiny “)
[116] (3x100mm; 1.7 um) ~ AAC
lidsky mlécny BEH-2EP EtOH/ACN 10 mM AF TG (+)
jedlé oleje [118] CHIRALPAK® IG MeOH/ACN MeOH + 0.1 % AF TG -
(B x150mm; 1.6 um) 1%V
Vysvétleni symbolu: (+) pozitivni mod, (-) negativni mod
AA ...octan amonny, AAc...kyselina octova, ACN ... acetonitril, AF ... mraven¢an amonny,

ASG ... acylované sterolové glukosidy, Cer ... ceramidy, CL ... kardiolipiny, DG ... diacylglyceroly,
FAc ... kyselina mravenci, FAME ... methyl estery mastnych kyselin, FFA ... volné mastné kyseliny,
HexCer ... hexosylceramidy, HILIC ... hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie, H,O ... voda,
IPA ... izopropylalkohol, LPC ... lysofosfatidylcholin, LPE ... lysofosfatidylethanolamin,
LPG ... lysofosfatidylglycerol, LPI ... lysofosfatidylinositol, MeOH ... methanol, MG ... monoacylglyceroly,
mM ... milimolarni, NAPE ... N-acylfosfatidylethanolamin, PC ... fosfatidylcholin,
PE ... fosfatidylethanolamin, PG ... fosfatidylglycerol, PI ... fosfatidylinositol, PS ... fosfatidylserin,
RP ... systém s obracenymi fazemi, SE ... sterol estery, SI ... sitosterol, SM ... sfingomyelin, ST ... steroly,
TG ... triacylglyceroly, WE ... estery voski
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Na obr. 9 je znazornéno shrnuti latek, které dokédze SFC ucinné analyzovat ve srovnani

s ostatnimi druhy separacnich technik
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Obrazek 9: Porovnani rozsahu pouziti UHPSFC s ostatnimi druhy chromatografie [104].

CO; ... oxid uhli¢ity, GC ... plynova chromatografie, HILIC ... hydrofilni interakéni chromatografie, IEX-
LC ... iontové vyménna kapalinovd chromatografie, ~NP-UHPLC ... ultravysokoucinna  kapalinova
chromatografie v systému s normalnimi fazemi, RP-UHPLC ... ultravysokouc¢inné kapalinové chromatografie
v systému s obracenymi fazemi, UHPSFC ... ultravysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie

1.3.4. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je vhodnou volbou pro Sirokou $kalu aplikaci zahrnujicich
stanoveni stopovych sloucenin v komplexnich matricich a je systematicky vyuZivana v oblasti
biologické analyzy, reakéniho monitorovani, farmaceutickych studii, analyzy rostlinnych
extrakti a omickych studii, zahrnujicich metabolomiku, proteomiku a lipidomiku [119].
Pro lipidomickou analyzu se stala kli¢ovou technikou ajeji propojeni se separa¢nimi
technikami umoznuje identifikaci stovek lipidd, v€etné izomernich a izobarickych forem [103].
Jednd se o analytickou metodu, ktera slouzi k pfevedeni latek naionty s nasledujicim
rozliSenim na zakladé poméru hmotnosti ku naboji, m/z, a zdznamu jejich intenzit. Hmotnostni
spektrometr se sklada ze tfi hlavnich ¢asti: iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor

(obr. 10). Kromé molekulové hmotnosti a informace o mnozstvi slozek ve vzorku mizeme
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touto technikou také ziskat informace o strukturnim uspotfaddani atomu, coz ve spojeni

s vysokou citlivosti a rychlosti déla z této techniky velmi u¢innou metodu analyzy [120].

Hmotnostni spektrometr

vzorek i v i

o=, lontowy hmotnosini ", getextor DATA
zdroj ! analyzator
(vakuum) vakuum

Obrazek 10: Hmotnostni spektrometr a jeho zékladni ¢asti [121].

1.3.4.1. Ionizaéni techniky

Ionizace neboli pievedeni sledovanych analyti naionty v plynné fazi je jednim
z nejdulezitéjSich procesi v MS. Historicky nejcastéji pouzivané ionizacni techniky
(napft. elektronova nebo chemickd ionizace) probihaji ve dvou krocich: odpafeni a nasledna
ionizace vzorku. Tento zpusob je vSak omezen na analyty, které maji relativné malou
molekulovou hmotnost a jsou tepelné stabilni. Vzhledem k tomu, Ze vétSina biologickych
slou€enin ma relativné vysokou molekulovou hmotnost a jejich vysoké polarity vyrazné snizuji
jejich tékavost, bylo jejich pouziti pro analyzu biologického materidlu zna¢né omezeno.
V poslednich desetiletich vSak doSlo k vyvoji nékolika novych ionizacnich technik,
umoziujicich ionizaci témét jakkoliv velké, netékavé atepelné¢ labilni slouceniny.
Mezi v soucasnosti nejpouzivanéjsi techniky patii ionizace elektrosprejem (ESI) a laserova

1onizace/desorpce za ptitomnosti matrice (MALDI) [120].

Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem je dnes nejpouzivangj$i technikou pro analyzu vzorka
v kapalné fazi, patfici spolu s chemickou ionizaci a fotoionizaci mezi ionizacni techniky
provadéné pii atmosférickém tlaku [122]. Jednd se o mékkou ioniza¢ni techniku, pfi které
témet nevznikaji fragmentové ionty a pomoci které lze ionizovat sttedné polarni az iontové
molekuly s hmotnosti az v fddech 10-100 tisict Da. Diky tomu, ze ionizace latky probiha
pfimo z kapalné formy, je kompatibilni s tradi¢nimi chromatografickymi technikami Siroce
vyuzivanymi v analytické chemii. Ionty vzniklé touto ionizaci jsou velmi stabilni, nebot’ se
nevyskytuji v excitovaném stavu, coz zabranuje jejich rychlému rozpadu. Velkou vyhodou je

moznost tvorby vicenasobné nabitych iontl u biopolymerti, ¢ehoz se vyuziva zejména
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v proteomice. Pro malé molekuly jsou produkovany protonované [M + H]" ¢&i deprotonované
[M — HJ ionty podle zvolené polarity zdznamu, pripadné adukty se sodnym ¢i draselnym
iontem, atd. [104; 123].

Schéma klasického ESI je zobrazeno na obr. 11. Vzorek je ptivadén do sprejovaci
kapilary (nejcastéji nerezové), na kterou je vlozeno vysoké napéti (zpravidla 3—4 kV).
Tato kapilara se chova jako anoda a katodou k ni je vstup do hmotnostniho spektrometru.
Piisobenim elektrostatickych sil a podptirného sprejovaciho mechanismu, kterym je nejcastéji
pneumatické zmlzovani pomoci zmlZovaciho plynu (vétSinou dusik), dojde ke vzniku
tzv. Taylorova kuzele, z jehoz vrcholu jsou sprejovany mnohondsobné nabité kapic¢ky roztoku
vzorku. Odparovanim rozpoustédla, diky zvysené teploté ve sprejovacim prostoru (zpravidla se
vyuziva suSiciho plynu s teplotou nad 300 °C), dochazi ke zmenSovani kapicek, coz ma
za nasledek zvySovani odpudivych sil mezi totozné nabitymi molekulami vzorku. Mez, kdy se
tyto sily vyrovnaji, se oznacuje jako Rayleighiv limit. Po jeho pfekroceni dochdzi
k tzv. Coulombické explozi, kdy se kapi¢ka rozpadne na fadu mensich a proces je opakovan

az do uvolnéni individudlnich iontd [104; 122].

odpafovani DoDOEOC——) uvolnéni iontu

zmlzujici plyn ++ + ++ +

susici plyn

kapilara

Obrazek 11: Schéma ESI se zobrazenim principu vzniku ionta [121].



1.3.4.2. Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator je zakladni slozkou hmotnostniho spektrometru a slouzi
k rozliSeni jednotlivych iontii na zakladé jejich poméru hmotnosti ku naboji, tzv. m/z [124].
Zatimco ioniza¢ni metody urcuji, jaké latky mizeme analyzovat, kombinace hmotnostniho
analyzatoru s detektorem urcuje kvalitu a spolehlivost analyzy. Vyvoj v chemickém
a biologickém vyzkumu pfitahuje velkou pozornost k méteni latek s nizkou koncentraci
ve vzorcich, jako jsou biomarkery ajednobunééné metabolity. K analyze téchto latek je
zapottebi presnych a citlivych technik a v disledku toho je kladen diiraz na zvySovani citlivosti
hmotnostnich spektrometrt [125]. Hmotnostni analyzatory mohou nabyvat riznych konstrukci,
kde spolu s jejich schopnosti rozlisit ionty, umi nékteré analyzétory tyto ionty také zachytit.
Mezi nejbéznéjsi typy analyzatori v komercéni vyrobé nélezi kvadrupol (Q), iontova past,
analyzator doby letu (TOF) aanalyzatory s Fourierovou transformaci, jmenovité
elektrostaticka orbitalni past (Orbitrap) aiontova cyklotronova rezonance (ICR). Volba
hmotnostniho analyzdtoru zalezi narlznych faktorech a experimentilnich podminkach.
Neexistuje vSak zZadny analyzator, ktery by se dal povazovat za univerzalni, a proto se ¢asto

vyuziva jejich kombinaci nebo hybridi [124].

Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator je jednim z nej€ast&ji pouZivanych hmotnostnich
analyzatorli, zejména diky jeho jednoduchosti, spolehlivosti, dlouhé Zivotnosti a nizké cené
v porovnani s ostatnimi modely. Casto se pouZiva pii tandemové hmotnostni spektrometrii
ve spojeni s dalSim analyzatorem, a to nejCastéji s dals$imi kvadrupoly — trojity kvadrupol
(QqQ) nebos TOF zavzniku spojeni kvadrupdlu s analyzatorem doby letu (QqTOF).
Kvadrupol (ebr. 12) je diky své schopnosti rozliSovat a filtrovat ionty o riznych m/z v podstaté
hmotnostni filtr. Sklada se ze Ctyt valcovych nebo hyperbolickych tyc¢i, kde na dvé protilehlé
je vloZeno kladné stejnosmérné napéti (DC) a na zbyvajici dvé zaporné stejnosmérné napéti.
Na vSechny 4 je pak superponovan vysokofrekvenéni potencidl (RF). Kombinace RF a DC
zpusobuje oscilaci iontl prochazejicich uprostted mezi tyCemi kvadrupolu. V zévislosti
na poméru RF aDC budou mit pouze ionty urcitého m/z stabilni trajektorie a projdou
kvadrupoélem, ostatni zlistanou zachyceny na ty¢ich. Zménou tohoto poméru mohou byt ionty
riznych m/z bud skenovany nebo ,filtrovany*“. Po zapojeni pouze vysokofrekvenéniho

potencialu se kvadrupol pouziva jako zafizeni pro zaostiovani iontli ak jejich ptepraveé
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z jednoho mista na druhé. Nevyhodou tohoto typu analyzatoru je ovS§em jeho maly hmotnostni
rozsah (do 4 000 Da) a nizké rozliseni [124 — 126].

jonto

kvadrupol urcitem
m/z

jontovy
zdroj

Obrazek 12: Schéma kvadrupolového analyzatoru [124].

Analyzator doby letu

Ackoliv analyzatory doby letu se jiz n¢jakou dobu na trhu objevuji, pfichod MALDI je
posunul do poptedi. Jednd se totiz o pulsni techniku, podobné jako v ptipadé¢ MALDI, a diky
tomu je jejich spojeni velmi vyhodné. TOF analyzatory (ebr. 13) maji jednoduchou konstrukei,
skladaji se z letové trubice a urychlovaci mtizky, ktera urychluje svazek iontl z ioniza¢niho
zdroje piimo do detektoru. lonty vzniklé v iontovém zdroji ziskévaji pocatecni kinetickou
energii a pfi ptichodu do letové trubice, ktera neobsahuje Zadné pole, se pohybuji na zakladé
ruznych m/z. lonty s malym m/z dorazi k MS detektoru diive neZ ionty s velkym m/z. Vzhledem
k tomu, Ze kineticka energie iontil a délka letové trubice zlistdvaji béhem analyzy konstantni,
hmotnost je striktné funkci Casu potiebného k detekci iontd po pocatecnim zrychleni. Behem
zrychlovaciho pulsu miiZe ovSem dochéazek ke vzniku iontl s lehce rozdilnymi kinetickymi
energiemi, coz zhorSuje rozliSeni analyzatoru. Zavedlo se proto pouziti iontového zrcadla,
tzv. reflektronu, ktery slouzi k vyrovnani riiznych kinetickych energii. Cim vétsi kinetickou
energii ma iont, tim hloubé&ji pronikne do iontového zrcadla a prodlouZi se tak jeho dréha letu,
oproti iontu s niz$i kinetickou energii, ¢imz dojde k vyrovnani doby letu pro ionty se stejnym
m/z, ale rozdilnymi kinetickymi energiemi. Dal$i metodou zvySujici rozliSeni TOF je opozdéna
extrakce iontl,, ke které dochazi u MALDI. lonty jsou ze zdroje extrahovany s malym
zpozdénim, kde v tomto mezicase dochazi ke srovnani kinetickych energii jednotlivych ionti,

které jsou nasledné elektrickym pulsem urychleny do letové trubice [124 — 126].
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Obrazek 13: Schéma analyzatoru doby letu (TOF) [121].
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Vyhodami TOF je rychlost analyzy a velky hmotnostni rozsah umoznujici separaci
iontll s hmotnosti od n¢kolika az do 100 tisicti Da. Proto je zvlasté vhodny pro velkokapacitni,

rychlou analyzu biologickych makromolekul jako jsou proteiny [125].

Iontova cyklotronova rezonance

Iontova cyklotronovd rezonance je Siroce vyuzivanym analyzatorem k feSeni
analytickych  problémid komplexnich analyz smési v mnoha oborech azejména
pak v proteomické a petroleomické analyze [127]. Pro zachyceni iontii do pasti se pouziva
elektrického a silného magnetického pole. Zachycené ionty se odraZeji podél magnetického
pole a rotuji s libovolnymi trajektoriemi v roviné kolmé k magnetickému poli s frekvencemi
blizkymi cyklotronovym frekvencim. Pro ziskani signalu z téchto ionti je jejich synchronni
cyklotronovy pohyb excitovan na vyssi orbit pomoci RF pulzu o urcité frekvenci, vlozeného
na budici elektrody. Po vypnuti RF napéti detekuji detekéni elektrody indukovany obraz.
Zménami frekvenci RF pulzu jsou takto postupné promeétfeny ionty o rGznych m/z.
Tento mechanismus je znazornén na obr. 14. Vysledny ICR signal ve form¢ zavislosti
frekvence na Case je pfeménén pomoci Fourierovy transformace, a proto se tato technika téz
nazyva iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR). Frekvence je
pomoci této transformace pievedena na m/z, ¢imz vznikne vysledné hmotnostni spektrum [127;

128].
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Obrazek 14: Princip FT-ICR, znazornény ve 3 krocich: 1. zachyceni iontl v ICR cele, 2. excitace iontll pomoci
RF pulzu na vyssi orbit, 3. detekce indukovaného proudu po vypnuti RF pulzu [121].

FT-ICR se stala diky jeji vysoké rozliSovaci schopnosti (v fadech miliontl), piesnosti
a hmotnostnimu rozsahu moznou volbou pro podrobnou a spolehlivou chemickou
charakterizaci komplexnich smési a velkych biomolekul [129]. Ptistroj ovSem vyZaduje silné
magnetické pole a extrémné vysoké vakuum, coz zvysuje naklady na jeho provoz a omezuje

tak jeho rozsiteni [125].
Elektrostaticka orbitalni past

Elektrostaticka orbitalni past neboli Orbitrap (obr. 15), je analyzator skladajici se ze tii
hlavnich €asti, vnitini vietenové elektrody obklopené dvéma dutymi vnéjSimi konkavnimi
elektrodami proti sobé&. Dve vnéjsi elektrody jsou odd€leny krouzkem dielektrického materilu.
Napétovy potencidl je aplikovan mezi vnitini a vn&jsi elektrody, ¢imz mezi nimi vznika
elektrické pole, které je linedrni podé€l osy a oscilace budou vzdy ¢isté harmonické. Soucasné
ale radialni slozka pole silné ptitahuje ionty k centralni elektrod€. Proto jsou trajektorie ionti,
pfivadénych tangencialné do Orbitrapu mezi vnitini a vnéj$i elektrodu otvorem v jedné
z vnéjSich elektrod, ohybany radidlnim elektrickym polem smérem k vnitini elektrod¢, zatimco
tangencialni rychlost vytvaii opacnou odstfedivou silu. Pfi spravné volbé parametra zlstavaji
ionty uvnitf pasti na téméf kruhové spirale, podobné¢ jako je tomu u planet ve slune¢ni soustavé.
Soucasné axialni elektrické pole, zplisobené specidlnim tvarem vnitini elektrody, vypuzuje
ionty do nejSir$i Casti pasti ainiciuje harmonické axidlni oscilace. Vnégjsi elektrody jsou
pak vyuzity jako pfijimaci desky pro detekci indukovaného proudu téchto axialnich kmitd.

Zachyceny signal v zavislosti na Case je pak transformovan pomoci Fourierovy transformace
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do frekvencni domény a nasledné je preveden na hmotnostni spektrum stejné jako je tomu

u ICR [124; 130; 131].

davkovani iontl

— vnéjsi elektroda

— vnitini elektroda

signal

Obrazek 15: Schéma Orbitrapu [124].

Orbitrap se stal velmi uc¢innym hmotnostnim analyzitorem s vysokou selektivitou
a spolehlivosti. Jedna zhlavnich vyhod je jeho vysokd rozliSovaci schopnost. Tama
za nasledek jeho pouziti jako nahrady za FT-ICR pro mnoho aplikaci, pocinaje rutinni
identifikaci sloucenin az po analyzu stopovych slozek ve slozitych smésich. Toho se vyuziva
napf. v proteomice, metabolismu [éCiv, dopingové kontrole a detekci kontaminanth
v potravinach a krmivech. Dalsi vyhodou je také jeho velikost a operacni ndklady, nebot’ je
mnohem mensi nez FT-ICR a vyZaduje mén¢ Udrzby. I pfes vyznamna zlepSeni je ovSem
Orbitrap pomalejSim analyzatorem, neZ je tomu u TOF. Dalsi nevyhodou je také jeho
nachylnost k a¢inku prostorového naboje, diky cemuz musi byt mnoZzstvi vstupujicich iont

monitorovano MS softwarem, aby bylo mozné podchytit piipadné preplnéni pasti [124; 130].
Tandemové hmotnostni analyzatory

Tandemovymi hmotnostnimi analyzatory jsou oznacovana spojeni dvou nebo vice
hmotnostnich analyzatort za sebou. Toto spojeni pfinasi né€kolik hlavnich vyhod. Jmenovité se
jedna o separaci, fragmentaci a analyzu iontl (tzv. MS/MS), pfi které miizeme ziskat vice
strukturnich informaci o analyzovanych latkach, zabranit vznikajicim interferencim a snizit
Sum detektoru. Je zvlasté vhodna pro slozit¢ vzorky a hraje zasadni roli v biologické

a chemické analyze [125; 132].
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Spojeni kvadrupdlu s analyzatorem doby letu

Spojeni kvadrupdlu s analyzatorem doby letu je variaci spojeni tii kvadrupold,
tzv. QqQ, kde je misto tfetiho kvadrupolu zarazen TOF. Tento hybridni analyzator disponuje
rychlosti, citlivosti a spravnosti uréeni m/z jako TOF a ma podobné kvantifikaéni schopnosti
jako QqQ. Tyto vlastnosti ho ¢ini velmi oblibenym a hojné€ pouzivanym analyzatorem. Jak je
znazornéno na obr. 16, prvni kvadrupol (Q) slouzi jako hmotnostni filtr a druhy kvadrupol (q)
se vyuziva jako kolizni cela, ktera vybrany prekurzorovy iont rozbije na dané fragmenty, které
ptechézeji do TOF, kde jsou rozdéleny a zanalyzovany. Timto je umoznéna MS/MS analyza,

ktera v samotném TOF neni proveditelna [125; 133].

pulzni

elektroda detektor
ionizaéni ____). e , 8% % e %. ! -
zdroj | ——“‘. | |00 o e 00, "
MS 1 kolizni cela
Q) Q)
V]
VA ]
\\ /]
ALY AV
— reflektron
MS 2
(TOF)

Obrazek 16: Schéma spojeni kvadrupolového analyzatoru s analyzatorem doby letu (QqTOF) [121].

1.3.5. Spojeni  ultravysokoucinné superkritické fluidni chromatografie

s hmotnostni spektrometrii

Spojeni UHPSFC/MS, zejména v ESI rezimu, pfedstavuje vykonny néstroj pro citlivou
identifikaci a kvantifikaci ve slozitych smésich [134]. V porovnani s UHPLC/MS vSak neni
potencial UHPSFC/MS jesté plné prozkouman, nicméné diky jeho komplementarité, zvySené
citlivosti a sniZzenému matricniho efektu, které toto spojeni pfinési, 1ze s vyhledem do budoucna
ato zejména z hlediska MF. CO; ma daleko vyssi stladitelnost nez kapalina a je tedy nutné

Jji monitorovat, zejména pokud neni pod kontrolou zpétného tlaku. Dochazi zde k dekompresi
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a scCO; prechazi do plynného stavu, coz mize vést k rozsifovani pikl a srazeni analytd.
Rozhrani mezi UHPSFC a MS by mélo kromé regulace tlaku také napomoci zlepsit ionizaci
v ESI, a to tehdy, obsahuje-li MF vysoky obsah scCO». V neposledni fad¢ by také ve spojeni
s MS detekci méla byt zachovéna integrita separace neboli retence, selektivita a u¢innost [135].
Z tohoto diivodu mél vyvoj a optimalizace specialniho rozhrani mezi UHPSFC a MS zasadni
vyznam. Nyni jsou jiz komeréné dostupna feseni rozhrani pro UHPSFC/MS (obr. 17) nejméné
od tfi dodavatelii, Waters, Agilent Technologies a Shimadzu [103; 119]. Co se ty¢e problému
se srazenim analyt, jako dobré feSeni se ukazalo pouziti pomocné kapaliny (tzv. ,,make-up*),
které je nepietrzit¢ dodavdna pomocnou izokratickou pumpou, ¢imz se silné omezuje srazeni
polarnich analytl, aniZ by byla ob&tovana pfili§ velka ¢ast vykonu UHPSFC a MS. Nejcastéji
se vyuziva MeOH, MeOH s pridavkem pufru, nebo MeOH obsahujici malé procento vody.
Ptidani pomocného rozpoustédla vSak miize vést k potencialnimu problému, kterym je faktor
fedéni. Ten by mohl negativné ovlivnit citlivost MS, zejména piiionizacich zavislych
na koncentraci, jak je tomu v pfipadé ESI. Nicméné faktor zfedéni zlstavd zanedbatelny,
bez ohledu na pouzit¢é MF a pomocného rozpoustédla, ato diky pouziti ABPR. Pokud jde

o fizeni dekomprese CO., feSenim je uprava rozhrani mezi UHPSFC a MS [135].

(A)

——— 11— UV -+ MS

MS sl ABPR
(C)

-l L]
O————1 1\AEs ABPR — 11— Uuv MS
pomocné pomocné
cerpadlo Eerpadlo
(D) (E)
O—— 11— uv J—» MS [————]— UuVv J’» ABPR i ]

Obrazek 17: Piehled 5 dostupnych rozhrani pro spojeni SFC s MS. (A) ptimé spojeni, (B) déli¢ toku pied UV
detekci a ABPR bez pomocného Cerpadla, (C) rozhrani s pomocnym cerpadlem pred ABPR a s déli¢em toku,
(D) rozhrani s pomocnym cerpadlem fizené tlakem, (E) rozhrani s pomocnym Cerpadlem pred ABPR bez délice
toku [104; 119].

ABPR ... automaticky regulator zpétného tlaku, MS ... hmotnostni spektrometr, UV ... detektor absorbujici
svétlo v ultrafialové oblasti zareni
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Nejpouzivangj$im rozhranim je rozhrani s pomocnym cerpadlem pfed ABPR a délicem
toku (obr. 17 C). U tohoto pfistupu je UV detektor umistén hned za vystupem z kolony a vedle
n¢j se nachazi rozhrani, které je sloZzeno ze dvou T-jednotek s nulovym mrtvym objemem
umisténych pfed MS detektorem. Prvni T-jednotka umoznuje ptidani pomocného rozpoustédla
misitelného s CO2 pomoci izokratické pumpy. Tento dodate¢ny pritok se pak smisi s pfichozim
prutokem z chromatografu, zvysi se tak ionizacni vytéZnost piinizkém procentu
spolurozpoustédla a zabrani se srazeni analytti béhem dekomprese CO,. Druhd T-jednotka
funguje jako rozdélovac pritoku, kde ¢ast celkového proudu je sméfovana do ABPR, zatimco
zbytek mifi do MS. Diky ABPR umisténému za kolonou lze zachovat chromatografické
retencnich Casti a vzhledem ke své robustnosti, citlivosti a linearit¢ se tato konfigurace
doporucuje jak pro kvalitativni, tak i kvantitativni analyzy [119].

UHPSFC/MS nyni vstupuje do dalsi faze vyvoje diky rostoucim zkuSenostem s touto
integrovanych systémt, které umoziluji ziskat ekvivalentni a Casto 1ilep$i vykon
nez UHPLC/MS [119]. Dnes lze UHPSFC/MS povazovat za dopliikovou techniku
k UHPLC/MS, se schopnosti rozliSeni polohovych izomert a diastereoizomerdi s vysokym
stupném ortogonality k UHPLC [135]. Porovnani vyhod a nevyhod téchto dvou technik je

shrnuto v tabulce 3.
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Tabulka 3: Vyhody a nevyhody UHPSFC/MS v lipidomické analyze v porovnani s UHPLC/MS [103].

UHPSFC/MS UHPLC/MS
separace separace separace separace
parametr jednotlivych tiid  jednotlivych jednotlivych  jednotlivych
lipid (podobné  druht lipida tiid lipida druht lipida
HILIC) (podobné RP) (HILIC) (RP)
Cas analyzy +++
identifikace +++ ++ +
kvantita +++ ++ +
davkovany objem ++ +
saturace detektoru ++ + +++
reprodukovatelnost  + + + ++ + +++
separace izomeru ++ + +++
nepolarni lipidy +++ ++ +
poléarni lipidy +++ ++ +
Vysvétleni symboli: ++ + vyborny, + + pramérny, - nizsi vykon

HILIC ... interakéni  hydrofilni  kapalinovd  chromatografie, RP ... systém s obracenymi fazemi,
UHPLC/MS ... spojeni  ultravysokouc¢inné  kapalinové  chromatografie s hmotnostni  spektrometrii,
UHPSFC/MS ... spojeni ultravysokotéinné superkritické fluidni chromatografie s hmotnostni spektrometrii
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1.4. Identifikace lipidi

Hmotnostni spektrometrie je kliCovou technikou pro identifikaci lipidl, vétSinou
ve spojeni s ESI. Obecnym mechanismem tvorby iontli z nepolarnich lipidd je pfipojeni nabité
Castice (napt. H", Na®, NH4") nebo odstranénim protonu v iontovém zdroji. V ptipadé vyuziti
ESI je to pak hlavné [M + NH4]", [M + Na]", ¢i neutralni ztrata vody [M + H— H,O]". Jedna se
o relativné ucinny proces v zavislosti na kationtech pifitomnych v pomocné kapalin€, mobilni
fazi nebo v extraktu vzorku. Tyto nabité kationty mohou byt ptidany jak po separaci, tak ptimo
do infuznich rozpoustédel. Strukturni informace, jako je sloZeni mastnych acyli a jejich piesna
poloha v molekule lze ziskat pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) téchto
molekularnich adukti [102; 136; 137].

Spektra pozitivnich ionti MS/MS identifikovanych tiid poskytuji fragmentové ionty
a neutralni ztraty, které jsou dobfe znamé z UHPLC/MS. Jedna se napiiklad o m/z = 369
(IM + H — H20]") pro cholesterol a CE ¢&i neutralni ztraty mastnych acyli pro TG, DG a MG.
Pro nepolarni tfidy acylglyceroli (TG, DG a MG) pak plati, Ze ztrata mastn¢ho acylu z sn-2
polohy po kolizni aktivaci je méné pravdépodobna nez ztrata z polohy sn-1 a sn-3 [102; 136;

137].

1.4.1. Nomenklatura v lipidomice

V roce 2013 byl na zaklad¢ terminologie LIPID MAPS navrzen systém pro zkracené
nazvoslovi lipidovych struktur pro MS analyzu (,,Shorthand Notation for Lipid Structures
Derived from MS*) [138]. Kli¢ovym rysem tohoto systému je, Ze jsou anotovany pouze
experimentalné jednoznaéné prokdzané strukturalni detaily. Pokud jsou pfitomny strukturdlni
nejednoznacnosti (napfi. typ vazby, pocet hydroxylovych skupin), pak anotace druhu mize byt
zalozena na predpokladech, které vSak musi byt pfilozeny s vysledkem. Zakladnim
pozadavkem na tento systém pak je, aby byly lipidy definovany jednak svou nominalni
hmotnosti (v Da), tak také svou tiidou [39].

Mezi zakladni pravidla pro zkracené nazvoslovi patfi:

o zkratka lipidové tiidy popisuje kazdy druh,
o proménlivé slozky lipidu, jako jsou napiiklad mastné kyseliny, jsou zndzornény pomoci

jejich hmotnosti vyjadfené poc¢tem atomt uhlikii a dvojnych vazeb (CN : DB),
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pouze experimentalné dokdzané strukturdlni detaily slozek mastnych kyselin jsou

ptitazeny podle pravidel definovanych pro mastné acyly,

kdyz jsou pfitomny strukturalni nejasnosti (typ vazby, hydroxylové skupiny, rozvétvené

fetézce) jsou druhy pfifazeny jednim z nasledujicich pravidel:

a) lipidova tfida s (nenabitou) molekulovou hmotnosti (v Da) v zavorkach (tento
zpusob je preferovan pro hledani v databazich — uroven lipidové tiidy na zéklade
hmoty), pro substituenty v podobé mastnych acylii se pouzije hmotnost
odpovidajici volnym mastnym kyselinam.

b) anotace na zakladé¢ predpokladi musi byt jasné viditelnd (preferovano
pro publikace — uroven na zékladé lipidovych ttid).

detailni struktury vcetné stereochemie jsou pokryty nazvoslovim LIPID MAPS

Zde jsou pak zobrazena pouze hlavni pravidla pro GL, pravidla pro ostatni tfidy jsou podrobné

popsana v praci Liebische a kol. [138].

zkraceny zapis: zkratku lipidové tfidy nasleduje celkovy pocet atomi uhliku mastného
acylu acelkovy pocet dvojnych vazeb vtomto acylu, oddéleny dvojteckou,
napi. MG 18:1 pro monoacylglycerol s navazanou mastnou kyselinou obsahujici
18 uhliku a jednu dvojnou vazbu,

mastné acyly vazané na glycerol jsou znaceny:

[131Y

a) pomoci podtrzitka “ “, coZ zndzornuje, Ze pozice sn-mastnych acyll nejsou znamy,

napt. TG 18:1 18:2 18:0
b) pomoci lomitka “/*, coz znamena, ze sn-pozice mastné¢ho acylu na glycerolu je
pfesné prokazéana, napt. u TG 18:1/18:1/18:2 miizeme fict, Ze v poloze sn-1 a sn-2
leZi mastny acyl s 18 atomy uhliku a 1 dvojnou vazbou a v pozici sn-3 lezi mastny
acyl s 18 atomy uhliku a dvémi dvojnymi vazbami
¢) nepfitomnost mastného acylu se anotuje jako 0:0
jiné typy vazeb, nez jsou esterové, jsou oznacovany pismenkem pifed sumou atomu
uhliku mastného acylu, napt. O znaci O-alkylovou vazbu nebo P, které znaci O-alkyl-

I-enylovou vazbu (etherova vazba), dilezité je poznamenat, Ze O za poctem atomu

uhliku oznacuje keto vazbu v mastnych acylech
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1.4.2. Databaze a softwary pro analyzu lipidi

K dosazeni tplného pochopeni tcasti lipidi ve fyziologickych procesech a pro vyvoj
sloucenin terapeutického zajmu je dilezit¢ nejen identifikovat a charakterizovat stavajici
a nov¢ lipidy, ale také kvantifikovat zmény jejich metabolitli a rozvoj biochemickych drah latek
¢i map interak¢nich siti zahrnujicich lipidy. Je proto nutna databaze, kterd musi zahrnovat
klasifikaci anazvoslovi lipidd, znazornéni jejich struktury, definice lipidu, souvisejici
biologické/biofyzikalni vlastnosti, kiizové odkazy a strukturni prvky vSech objekti ulozenych
v této databazi. Diky dlouhodobému multiinstitucionalnimu usili byla proto vyvinuta strategie
lipidickych metabolitli a jejich drah, tzv. LIPID MAPS [12].

Na zaklad¢ této strategie ajiz existujicich databéazi jako jsou LIPID BANK [139],
LIPIDDAT [140], Lipid Library [141] a Cyberlipid [142] byla vyvinuta velka, vetfejn¢ dostupna
a komplexni databaze, ktera se nazyva LIPID MAPS Structure Database (LMSD) [12]. LMSD,
podobné jako existujici on-line zdroje, také obsahuje struktury lipidd a dal§i souvisejici
informace, nicméné zde jsou vSechny lipidy systematicky klasifikované pomoci souhrnného
klasifikaéniho schématu navrzeného LIPID MAPS sdruzenim a vSechny struktury jsou
kresleny konzistentnim zpisobem na zakladé definovaného schématu. Navic obsahuje také
charakterizaci na zdkladé hmotnostni spektrometrie, ale pouze tehdy, je-li u dané molekuly
k dispozici [12]. Obsahuje nyni vice nez 45 000 molekul lipidl -charakterizovanych
identifikatorem LM ID, ktery poskytuje systematicky prostfedek pro pfifazeni jedinecné
identifikace kazdému jednomu lipidu a umoziuje také ptidani novych klasifika¢nich prvka
do budoucna. Databaze je pfistupna prosttednictvim libovolného webového prohlize¢e nebo
rozhrani a zahrnuje textové a strukturované dotazovaci néstroje [11; 143].

Ruéni zpracovani dat pro identifikaci a kvantifikaci stovek lipidii je casoveé naro¢né,
proto je zadouci jejich automatizace. V poslednich letech bylo vyvinuto n¢kolik softwarti, které
usnadiiuji zpracovani dat a zajiStuji tak spolehlivost zpracovani udaji [144]. Jedna se
napt. o Lipid Data Analyser [145], LipidMatch [146], LipidCreator [147], LipidQuant 1.0 [144]
nebo MZMine 2 [148].
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2. EXPERIMETNALNI CAST

2.1.

Seznam pouzitych chemikalii a standardi

Pouzité chemikalie:

1-butanol (BuOH) — HPLC ¢istota, > 99.7 %; Honeywell (Seelze, Némecko)
2-propanol (IPA) — LC-MS Cistota, > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)
Acetonitril (ACN) — LC-MS Ccistota, > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)
Benzoylchlorid (BzCl) — 99 %, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Deionizovana voda — Milli-Q Reference Water Purification System (Molscheim,
Francie)

Hexan (Hex) — LC-MS C¢istota, Honeywell (Seelze, Némecko)

Chloroform (CHCIl3) — LC ¢istota, Merck (Darmstadt, Némecko)

Kyselina mravenc¢i (FAc) — Honeywell (Seelze, Némécko)

Kyselina octova (AAc) — ¢istota > 9,99 %, Honeywell (Seelze, Némecko)

Methanol (MeOH) — LC-MS distota, > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)
Mravencéan amonny (AF)— LC-MS Ccistota, > 99,99 %, Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA)

Octan amonny (AA) — Cistota > 99,99 %, Honeywell (Seelze, Némécko)

Pyridyn (Pyr) — HPLC ¢istota, > 99,9 %, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Uhli¢itan amonny ((NH4)2CO3) —> 30,0 % NH3, Honeywell (Seelze, Némecko)

Pouzité standardy:

2.2.

Pouzité standardy (viz priloha A) — Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA),
Nuchek Prep (Elysian, MN, USA)

Pouzité¢ interni standardy (viz tabulka 4) - Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL,
USA), Nuchek Prep (Elysian, MN, USA)

Pristroje a zarizeni

Analyticka vdha ABT 120-5DM — Kern & Sohn GmBH (Balingen, Némecko)
Davkovaé Multipipette® M4 — Eppendorf (Hamburg, Némecko)
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o Filtry na injekéni sttikacku Syringe Filters, R. cellulose 0,2 um, 13 mm<
pk/100 — OlimPeak® Certified Filtres by Teknokrome® (Barcelona, Spanélsko)

« Hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si QTOF — Waters™ (Milford, MA, USA)

« Injekéni stiikacka Injekt® Luer Solo 2 ml — Braun (Hessen, Némecko)

o Laminarni box MSC-Advatage II. tiidy — Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

o Mechanické pipety s nastavitelnym objemem — Sartorius (Goettingen, Némecko)

o Mechanické pipety s nastavitelnym objemem — Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

« Koncentrator NDK200-2 — MIULAB (Hangzhou, Zhejiang, Cina)

o Odsttedivka Hettich EBA 20 — Hettich (Tuttlingen, Némecko)

« Pasteurovy sklenéné pipety Fisherbrand® — Thermo Fisher Scientific (Bremen,
Némecko)

« Tiepacka KS 130 basic — IKA® (Staufen, Némecko)

« Ultravysokot¢inny superkriticky chromatograf Acquity UPC? — Waters™ (Milford,
MA, USA)

 Ultrazvukova lazen Fisherbrand® 15061H — Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

« Vortex lab dancer — IKA® (Staufen, Némecko)

2.3. Pracovni postup

2.3.1. Piiprava zasobnich roztoki standardi

Jednotlivé lipidové standardy (CE, MG, DG, TG, ST aFA) byly pfipraveny
v pozadovanych koncentracich navdzenim a rozpuSténim v pfislusném objemu CHCl;/MeOH
(1:1, v/v). Zasobni roztoky smési standardi byly pfipraveny pro kazdou tfidu lipidd zvIast
smichanim pfisluSnych objemt jednotlivych standardi (viz priloha A) se smési CHClz/MeOH
(1:1, vv).

Zasobni roztok internich lipidovych standarda (IS Mix) pfidavany do plazmy a séra byl

pfipraven stejnym zplisobem a jejich kone¢na koncentrace je znazornéna v tabulce 4.
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Tabulka 4: Koncentrace standardu v IS Mixu.

lipidova zlziosl(::). pipetovany konc. v konc, konc,
[ng/ul] lug/mi] —1He
CE CE 19:0 6 55.5 333 266 400
CE 16:0 d7 6 45 270 216 342
MG 18:1 d7 2 2.6 5 4 11.4
MG
MG 19:1 2 2.8 6 4 12.1
DG 14:0/14:0 2 1.8 4 3 5.6
DG DG 36:2 d5 1 4.5 4.5 4 5.8
DG 33:1d7 1 4.2 4 3 5.7
G TG 19:1/19:1/19:1 6 11 66 53 57.0
TG 48:1 d7 1 58 58 46 57.2
FA 19:1 2 5 10 8 27.0
FA
FA 18:1 d9 2 5 10 8 27.5
ST Cholesterol d7 6 19 114 91 231.6
rozpoustédlo CHCI3/MeOH (1:1) 785.6
celkovy objem 1000

CE ... cholesterol ~ estery, = CHCIs ... chloroform, DG ... diacylglyceroly, = FA ... mastné  kyseliny,
konc. ... koncentrace, MeOH ... methanol, MG ... monoacylglyceroly, rozp. ... rozpoustédlo, ST ... steroly,
TG ... triacylglyceroly, zasob. ... zasobni

2.3.2. Piiprava vzorki k analyze

Analyza lipidi byla provadéna nejprve navzorcich standardi a nasledné
na biologickych materidlech, plazm¢ aséru. Piiprava vzorku se skladdala z proteinové
precipitace, chemické derivatizace a nasledné extrakce. Po ukonceni extrakce byly vzorky

pied samotnou analyzou ziedény.

2.3.2.1. Priprava vzorki standardi k analyze

Ze zéasobniho roztoku lipidovych standardii bylo odebrano 20 ul (pro kazdy zasobni
roztok lipidové tfidy zvlast’) do 4ml vialky. Toto mnozstvi bylo odpateno pod mirnym proudem

dusiku a nasledn¢ k nému bylo pipetovano 335 ul smési Pyr/ACN (1:9, v/v). Roztokem bylo
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ttepano 5 min pii 320 rpm. Poté bylo pfidano 120 ul reakéni smési BzCI/ACN (1:9, v/v)
a roztok byl tfepan pti 320 rpm po dobu 60 min.

Po uplynulych 60 minutach bylo do smési pipetovano 2000 pl Hex a 600 ul (NH4)>COs
a pridanim organického rozpoustédla doslo k ukonceni derivatizacni reakce. Smeés byla tfepana
po dobu 5 min pii 640 rpm a nésledné centrifugovana pii 3000 rpm po dobu 3 min. Tim se
zajistil dokonaly piechod vSech nepolarnich lipidi do organické (hexanové) vrstvy, ktera byla
oddélena pomoci pipety do nové 4ml vialky. Hexanova vrstva byla odpatena a poté rozpusténa
v250 ul smési CHCl3/MeOH (1:1, vA). Takto pfipravené roztoky byly uchovany
pii teploté -80 °C. Smési CE, MG, DG a TG byly pfed samotnou analyzou 5x zfedény, vzorky
FA a ST se dale jiz nefedily.

2.3.2.2. Priprava vzorki séra a plazmy k analyze

Z jednotlivych vzorkil plazmy a séra bylo odebrano 25 ul do 1.5ml vialek. Nésledné
bylo ke vzorkim piidano 20 pl IS Mixu a 250 pl smési BUME (1:1, v/v). Timto pfidavkem
doslo k vysraZeni proteind. Smés byla dale promichavana 1 min na vortexu, vloZzena na 15 min
do ultrazvukové 14zné pti ambientni teploté a ndsledné centrifugovana pii 6000 rpm po dobu
5 min. Poté byla prefiltrovana do nové 4ml vialky a filtr byl promyt dal§imi 500 ul BUME (1:1,
v/v). Nakonec byl cely objem odpafen.

Derivatizace a extrakce byla provadéna stejnym zpiisobem jako u vzorkl standardd

(viz kapitola 2.3.2.1)

2.4. UHPSFC podminky

Pro analyzu piipravenych vzork® byl pouzit chromatograf Acquity UPC? s kolonami
Viridis HSS C18 SB (100 x 3.0 mm; 1.8 pum, Waters) a Viridis HSS C18 SB (150 x 3.0 mm;
1.8 um, Waters), spojenymi za sebou kovovou kapildrou a vyhtivanymi na 40 °C. Jako MF A
byl pouzit scCO> a modifikdtorem (MF B) byl MeOH s pfidavkem 0.1 % AAc. Bylo vyuZzito
gradientové eluce: 0 min—98 % A (2 % B); 17 min—87 % A (13 % B); 17.1 min—98 % A
(2% B); 18 min — 98 % A (2 % B). Celkovy ¢as analyzy byl 18 min v¢etné ekvilibrace kolony
(1 min). Automaticky regulator zp€tného tlaku byl nastaveny na 2000 psi (137.895 bar), pritok
MF byl 1 ml/min a nastiik vzorku 1 pl. Davkovaci jehla byla po kazdém nastfiku omyvéana

smési [PA/Hex/H>0 (2:1:0.5, v/v/v) a teplota v autosampleru byla nastavena na 6 °C.
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2.5. MS podminky

UHPSFC byl spojen s hmotnostnim spektrometrem, obsahujicim ESI jako ioniza¢ni
zdroj a QTOF jako analyzator, pomoci komeréné dostupného rozhrani. Jako pomocna kapalina
zde byla vyuzita stejna smes jako pro MF B (MeOH + 0.1 % AAc) o prutoku 0.25 ml/min.
Pro zaznam analyzy byl zvoleny kontinualni mod se skenovacim ¢asem 0.1 s a jako referencni
hmota (Lock Mass) byl pouzit roztok Leucin Enkefalinu. Analyzator métil v modu citlivosti
s rozsahem hodnot m/z od 150-1000 a vSechna méfeni byla provadéna v pozitivnim modu
polarity. Teplota zdroje byla nastavena na 150 °C a desolvataéni teplota na 500 °C. Napéti
na kapilare bylo 3 kV, napéti na vstupni elektrodé 20 V a zdrojovy offset byl nastaven na 90 V.
Tok plynu ve zdroji byl 50 I/h a tok suSiciho plynu 1000 I/h. Tlak zamlzujiciho plynu byl

nastaven na 4 bary.

2.6. Zpracovani namérenych dat

Data z analyz pro jednotlivé vzorky byla interpretovana pomoci programu MassLynx.
V prvni fad¢ byl redukovdn Sum pomoci néstroje Waters Compression Tool, coz vedlo
ke snizeni velikosti souboru dat ataké ke snizeni pravdépodobnosti chybné identifikace.
Nasledné byla provedena korekce dat na Lock Mass za ucelem lepsi piesnosti hmot pomoci
nastroje Acurate Mass Measure v MassLynx, ktery rovnéZz ptevedl kontinudlni spektra
na carova. Identifikace byla provedena porovnanim jednotlivych hodnot m/z s databazi LIPID
MAPS. Dale byla provedena integrace dat pomoci nastroje TargetLynx pro vyhodnoceni vlivu
jednotlivych parametrii na intenzity a plochy pikd. Plochy pikd pro porovnéni jednotlivych

biologickych vzorki byly ziskdny pomoci programu Lipid Data Analyzer.
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3.VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem této prace byl vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni nepolarnich
lipidt v biologickych vzorcich. Nejdiive byla provedena optimalizace parametrd v UHPSFC
a nasledné optimalizace MS. Dale byly optimalizovany rtizné extrakéni protokoly, které byly
vyhodnoceny za pouziti jiz findlni zoptimalizované metody. Nakonec byly proméieny vzorky
séra aplazmy zdravého jedince a pacienta srakovinou slinivky bfisni a byla provedena

identifikace nepoldrnich lipidi v téchto vzorcich.

3.1. Optimalizace UHPSFC

V této praci byla pro separaci komplexnich smési nepolarnich lipidi pouzita
ultravysokoucinna superkritickd fluidni chromatografie s gradientovou eluci. Cilem
optimalizace UHPSFC bylo ziskat co moznd nejvyssi rozliSovaci schopnost upravou
separa¢nich podminek, jako je gradient, slozeni mobilni faze a jeji pritok, teplota v kolonovém
termostatu a délka kolony. Celd optimalizace byla provadéna za pouziti kolony Viridis HSS
C18 SB (150 mm x 3.0; 1.8 um, Waters) na smési jednotlivych lipidovych standardi a vzorku
séra s obsahem internich standardd. Gradient byl zvolen: 0 min—2 % B; 12 min — 20 % B;

12.5 min — 2 % B; 13 min — 2 % B, kde celkova doba analyzy byla 13 min.

3.1.1. Optimalizace mobilni faze B

Prvnim krokem optimalizace UHPSFC/MS metody bylo zvoleni vhodného
rozpoustédla jakozto modifikatoru. Jako vybrana rozpoustédla pro MF B byly, na zakladé
literatury a piredchozich zkuSenosti pracovisté, vybrany MeOH, MeOH/ACN (1:1; vWv),
MeOH/ACN (1:9; v/v) a IPA. Pti pouziti MeOH/ACN (1:9; v/v) a IPA se prodlouzila retence
FA, které se pfi nami zvolenych podminkach zadrzovaly na koloné bez znatelného zlepSeni
separace. V piipad€ porovnani ¢isttho MeOH a smési MeOH/ACN (1:1; v/), byly namétené
absolutni intenzity vyssi pro ¢isty MeOH a z toho divodu byl zvolen jakoZzZto rozpoustédlo

pro MF B.
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3.1.2. Optimalizace teploty kolony

Dalsim parametrem, ktery ma vliv na separaci je teplota kolony. Jeji optimalizace byla
provedena s nastavenim teplot 40, 50 a 60 °C zapouziti ¢isttho MeOH jako MF B.
Nejvhodnégjsim se ukazalo pouziti 40 °C. Se vzrustajici teplotou kolony dochéazelo k posunu
retenCnich Cast ataké dochazelo k vétSimu smyvani piktt a celkovému zhorSeni separace
jednotlivych lipidd, jak je znazornéno na obr. 18. Kvili subkritickému stavu CO» (31 °C) bylo
40 °C zvoleno jako hranice a ztoho divodu nebyli nizsi teploty testovany. Zmeéna teploty

kolony nem¢la vliv na ionizaci métenych analyta.

3.1.3. Optimalizace aditiv do mobilni faze B

Parametrem ovliviiujicim jak retenci, tak intenzity analyti, je ptidavek aditiv do MF B.
V UHPSFC se vyuziva pfidavku malého procenta vody, ovliviiujiciho hlavné retenci,
a amonnych soli octanu nebo mravencanu ¢i samotnych kyselin téchto soli, které maji vliv
na ucinnost ionizace v MS. V této praci byl nejprve zkousen pridavek vody, nasledné pridavek

octanu amonného a také kyseliny octové.

Pridavek vody

Pfidani malého mnoZstvi vody do MeOH jakoZto MF B bylo optimalizovano s vyuZzitim
ptidavku 1, 2, 3 a 5 % ultra Cisté vody a nasledné byl sledovén vliv na zménu retencnich Cast
analytd a ionizaci. Jak je zndzornéno na obr. 19, s vétSimi pfidavky vody dochazelo ke smyvani
pikt a ztrat¢ rozliSeni. Z toho diivodu byl zvolen jako idedalni ¢isty MeOH bez ptidavku vody.
Intenzita pikd jednotlivych standardli se zménou mnozstvi pridané vody byla bez vyraznych

rozdilu.
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Obrazek 18: Efekt teplot (A) 40 °C, (B) 50 °C, (C) 60 °C nastavenych v kolonovém termostatu UHPSFC
na analyzu vzorku séra obsahujiciho IS Mix (vyznacené v obr.). UHPSFC podminky: Viridis HSS C18 SB
kolona (150 x 3.0 mm; 1.8 um, Waters), pratok 1 ml/min, ABPR 2100 psi (144.79 bar) a jako MF B a pomocna
kapalina byl pouzit ¢isty MeOH. Chromatogram s optimalni teplotou je zvyraznén zeleng.
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Obrazek 19: Vliv pfidavku deionizované vody (A) 0 %, (B) 1 %, (C) 2 %, (D) 3 %, (E) 5 % do MF B (MeOH)
na reten¢ni Casy pii analyze vzorku séra obsahujiciho IS Mix (vyznacené v obr.). UHPSFC podminky: Viridis
HSS C18 SB kolona (150 x 3.0 mm; 1.8 um, Waters), pratok 1 ml/min, ABPR 2100 psi (144.79 bar) a teplota

kolony 40 °C. Chromatogram s optimalnim slozenim MF B je zvyraznén zelené.
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Pridavek aditiv

Ptfi optimalizaci ptridavku aditiv. do MF B byl nejprve testovan octan amonny,
a to v postupnych ptidavcich o koncentracich 0.5; 5; 10; 20; 30 a 50 mM. Jak je zndzornéno
na obr. 20, ve vétsin¢ pripadech bylo dosazeno nejleps$i ionizace pii pouziti cistétho MeOH.
S kazdym dalsim ptidavkem AA se snizovala intenzita signalu, coz bylo brano jako nezadouci

efekt. Separace latek se pfidavkem AA nijak neménila.
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Obrazek 20: Optimalizace ptidavku octanu amonného do MF B (MeOH) a jeho vliv na plochu pikt IS Mixu
ve vzorku séra. UHPSFC podminky: Viridis HSS C18 SB kolona (150 x 3.0 mm; 1.8 pm, Waters),
pritok 1 ml/min, ABPR 2100 psi (144.79 bar) a teplota kolony 40 °C.

Déle byl zkouSen piidavek kyseliny octové. Pro testovani byla vyuzita v hmotnostni
spektrometrii bézné pouzivana koncentrace 0.1 % AAc. Vysledkem byla znateln¢ vyssi
intenzita signalu a plocha piku pro analyty ve vzorku séra. Obr. 21 ndzorn€ ukazuje, jak se lisi
ucinnost Cisttho MeOH a MeOH s ptidavkem 0.1 % AAc apotvrzuje tedy, ze v piipadé
analyzy TG je nejlepsi volbou pouZiti mobilni faze obsahujici MeOH s ptidavkem 0.1 % AAc.
U ostatnich zkoumanych tfid lipidd ma mnozstvi pfidané kyseliny jen maly vliv, vétSinou se

jedné o mirné zvySeni odezvy s vyjimkou cholesterolu d7 a MG 19:1.
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Obrazek 21: Vliv pridavku kyseliny octové do MF B na plochu pikt pro IS Mix ve vzorku séra. UHPSFC
podminky: Viridis HSS C18 SB kolona (150 x 3.0 mm; 1.8 pm, Waters), pritok 1 ml/min, ABPR 2100 psi
(144.79 bar) a teplota kolony 40 °C.

3.1.4. Optimalizace délky kolony

Pro dalsi zlepSeni separace lipidd, zejména izobarickych piki, byla také optimalizovana
délka kolony. K dispozici byly dvé kolony stejného typu, prvni o délce 15 cm, kterd byla
doposud pouzivana pro optimalizaci a druhd o délce 10 cm. Tyto kolony byly pro analyzu
spojeny pomoci kratké kovové kapilary se zvolenym gradientem piepocitanym tak, aby jeho
strmost ziistala stejna: 0 min — 2 % B, 20 min — 20 % B, 20.8 min —2 % B, 21.5 min —2 % B.
Celkovy cas separace se tak prodlouzil z dosavadnich 13 min na 21.5 min. Jak znazoriiuje
obr. 22, eluce nepolarnich lipidi se prodlouzila a separace mirné zlepsila, nicméné bylo stale
zapotiebi docilit jesté lepSiho rozdéleni izobarickych molekul. JelikoZ cilem bylo vyvinout jak
ucinnou, tak irychlou metodu nepfipadalo vuvahu dalsi prodluzovani kolony
a ani instrumentace kolonového termostatu v ptipadé UHPSFC by zapojeni dal$i kolony

neumoznila. Resenim tedy bylo zménit strmost gradientu (viz kapitola 3.1.5.).
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Obrazek 22: Vliv délky kolony (A) 15 cm, (B) 25 cm na separaci nepolarnich lipidd ve vzorku séra obsahujicim
IS Mix (zobrazené v obr.). UHPSFC podminky: MF B MeOH + 0.1 % AAc, pratok 1 ml/min, ABPR 2100 psi
(144.79 bar) a teplota kolony 40 °C. Chromatogram s optimalni délkou kolony je zvyraznén zelen¢.

3.1.5. Optimalizace gradientu

V piipad€ vyuZiti spojeni dvou kolon a ptivodniho gradientu doslo k prodlouZeni ¢asu
analyzy, ktery vSak nebyl zcela efektivné vyuzit a nejdéle zadrzovany analyzovany lipid
na kolon¢ (FA 26:0), byl eluovan z kolony v 14 min. Z toho diivodu bylo provedeno upraveni
gradientu  MF na nésledujici findlni podminky: Omin—-2%B, 17min—-13 % B,
17.1 min—2 % B, 18 min—2 % B. Jednotlivé nami testované zmény gradientu MF jsou

znazornény na obr. 23.
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Obrazek 23: Optimalizace gradientu a jeho vliv na separaci nepolarnich lipidd ve vzorku séra obsahujiciho IS
Mix (zobrazené v obr.). Gradient roste az (A) do 20 % MF B, (B) do 15 % MF B, (C) do 13 % MF B. UHPSFC
podminky: Viridis HSS C18 SB kolona (150 x 3.0 mm; 1.8 pm, Waters) + Viridis HSS C18 SB kolona
(100 x 3.0 mm; 1.8 um, Waters), MF B MeOH + 0.1 % AAc, pratok 1 ml/min, ABPR 2100 psi (144.79 bar)
a teplota kolony 40 °C. Chromatogram s idealnim gradientem je zvyraznén zelen¢.
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3.1.6. Optimalizace zpétného tlaku

Zpétny tlak ma vliv na retenci latek a bylo tedy zapotiebi jeho optimalizace. Krom¢
tlaku 2100 psi (144.79 bar), ktery byl vyuzivan po dobu celé optimalizace bylo také zkouseno
2500 psi (172.369 bar) a 2000 psi (137.895 bar). Pii pouziti 2500 psi se separace zhorsila
a dochézelo ke znaénému smyvani pikti. Naopak pouziti tlaku 2000 psi se ukéazalo jako lepsi
feSeni, nez pouzivani dosavadniho tlaku 2100 psi. Separace se zlepSila a bylo tak dosazeno
vyss$iho rozliSeni latek. Porovnani vSech tii pouzitych zpétnych tlakli je zobrazeno na obr. 24.
Byl také testovan tlak 1900 psi (131 bar), ktery mél ale za nasledek tlakové pretézovani pfistroje

a z toho divodu byl zavrhnut.

3.1.7. Optimalizace priitoku mobilni faze

Pratok patii mezi dilezité parametry ovliviiujici retenci. Cilem bylo mit co nejrychle;jsi
separaci zajistujici kvalitni rozdéleni latek. Z toho divodu byly porovnavany rtizné pritoky
MF. S dosud pouzivanym 1 ml/min byl dale testovan pritok 1.2 ml/min a 1.4 ml/min. Pritok
1.4 ml/min m¢l za nasledek zhorSeni rozliSeni jednotlivych piki, které se v systému s pouzitim
pritoku 1 ml/min délily. Spolu stim se vyznamné zvySoval tlak v systému, coz vedlo
k ptetézovani pfistroje a zvySeni rizika dosaZeni tlakového limitu kolony. Pfi pritoku
1.2 ml/min MF jiZ nedochézelo ke vzniku pfili§ vysokych tlakli v systému, ale rozliSeni
jednotlivych piki se jevilo horsi, neZ pfi pouziti pritoku 1 ml/min MF. Z toho divodu byl jako
idedlni ponechén priitok 1 ml/min MF. Porovnani pratoku 1 ml/min a 1.2 ml/min je zndzornéno
na obr. 25. Testovani mensiho prutoku nebylo provadéno. Doslo by sice ke zlepSeni separace,

ale za cenu prodlouzeni analyzy coZ nebylo zdmérem této optimalizace.
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Obrazek 24: Vliv zpétného tlaku (A) 2500 psi, (B) 2100 psi, (C) 2000 psi na separaci nepolarnich lipida
ve vzorku séra obsahujiciho IS Mix (zobrazené v obr.). UHPSFC podminky: Viridis HSS C18 SB kolona
(150 x 3.0 mm; 1.8 um, Waters) + Viridis HSS C18 SB kolona (100 x 3.0 mm; 1.8 um, Waters), MF B MeOH
+ 0.1 % AAc, priatok 1 ml/min, teplota kolony 40 °C a gradient: 0 min — 2 % B, 20 min — 15 % B,

20.8 min —2 % B, 21.5 min — 2 % B. Chromatogram s optimalnim BPR je zvyraznén zeleng.

70



E
_ 5
(A) ° -
0] r~ g 2
o = v © - BPI 1.84e7
% = T @ < ~ |_‘—
< 2 o @ ] he) &
o I @ Q = _ - o
- © 0 (e} <« e
&) 8 (O] T - [ -~
= o o © c"'j
é
<L
w
_\ pratok: 1 ml/min MF B
(B) BPI 1.87e7

|
o U\A l | 12 i

1.00 ‘ 3.00 5.00 7.00 9.00 11.00 13.00 15.00 17.00 19.00 Cas [min]

Obrazek 25: Vliv pritoku MF (A) 1 ml/min, (B) 1.2 ml/min na separaci nepolarnich lipida ve vzorku séra
obsahujicim IS Mix (zobrazené v obr.). UHPSFC podminky: kolony Viridis HSS C18 SB (150 x 3.0 mm,;
1.8 um, Waters) a Viridis HSS C18 SB (100 x 3.0 mm; 1.8 um, Waters), ABPR 2000 psi (137.895 bar), teplota
kolony 40 °C a MeOH + 0.1 % AAc jako MF B. Chromatogram s optimalnim pratokem je zvyraznén zelen¢.

3.2. Optimalizace MS

Pro analyzu nepoléarnich lipidi byla v této praci pouzita hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem a kvadrupdlovym analyzatorem spojenym s analyzatorem doby letu.
Cilem optimalizace MS bylo ziskat co moZznd nejvyssi citlivost a rozliSeni pomoci vybéru
vhodnych parametrii pro analyzu jako je teplota iontového zdroje a desolvata¢ni teplota.
Optimalizace byla provadéna za vyuziti kolony Viridis HSS C18 SB (150 x 3.0 mm; 1.8 um,
Waters) s teplotou 40 °C, ABPR byl nastaveny na 2100 psi (144.79 bar), jako MF B byl pouzit
MeOH s pridavkem 0.1 % AAc opriatoku 1 ml/min v gradientu: O min—2 % B,
12 min — 20 % B, 12.5 min—2 % B, 13 min — 2 % B. Celkovy ¢as analyzy byl 13 min a jako

pomocna kapalina byla zvolena stejnd smés jako pro MF B.
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3.2.1. Optimalizace teploty iontového zdroje

Teplota iontového zdroje ma vliv zejména na efektivnost ionizace. Vedle doposud
pouzivané teploty 150 °C byla pro optimalizaci vyuzita dale teplota 120, 100 a 80 °C. Z obr. 26
je ziejmé, ze pii vyuziti 150 °C dochdzelo k nejucinngjsi ionizaci. S klesajici teplotou klesaly
i absolutni intenzity a plochy pikli vSech méfenych nepolarnich lipidd. Nejvétsi vliv byl
zaznamenan pfi ionizaci sterolil, jejichz intenzita a plocha pika v ptipadé 150 °C vzrostla
nasobn¢ vice nez tomu bylo u ostatnich tiid. Z toho diivodu bylo ponechano ptivodni nastaveni

teploty ioniza¢niho zdroje 150 °C, coz odpovida i doporuceni vyrobce piistroje.
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Obrazek 26: Vliv teploty zdroje na absolutni plochy pika nepolarnich lipida ve vzorku séra obsahujicim IS Mix.
MS podminky: desolvatacni teplota 500 °C, pozitivni méd polarity, rezim citlivosti s rozsahem m/z 150-1000
a skenovaci rychlost 0.1 s.

3.2.2. Optimalizace desolvatacni teploty

Dalsi optimalizovanou veli¢inou byla desolvata¢ni teplota, doposud nastavena
na 500 °C, ktera byla porovnavana dale s 400, 300 a 200 °C. Na obr. 27 je jasné¢ znazornén
trend, ktery umérné klesa s klesajici desolvatacni teplotou pro vSechny nepolarni lipidy.

Vyjimku tvoii steroly, u kterych nebyl zaznamendn jednoznacny trend aplikované teploty. Jako
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optimalni desolvatacni teplota byla proto zvolena doposud vyuzivand hodnota 500 °C.

Vzhledem ke zvySeni rizika rozkladu biomolekul nebyla vyssi teplota testovana.
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Obrazek 27: Optimalizace desolvataéni teploty pro analyzu nepolarnich lipidti ve vzorku séra obsahujicim
IS Mix. MS podminky: desolvataéni teplota 500 °C, pozitivni mdd polarity, rezim citlivosti s rozsahem m/z 150—
1000 a skenovaci rychlost 0.1 s.

3.3. Optimalizace extrakéniho protokolu

S ohledem na stanoveni vybranych nepolarnich ttid lipida (SE, MG, DG, TG, FA a ST)
byly vybrany 3 extrakéni protokoly vyuzivané v lipidomice, které byly navzajem porovnany
pti extrakci lipidi ze vzorku séra. Vedle klasické extrakce lipidii podle Folche [47] byla
testovana také modifikace této metody, kde byl pouzivany chloroform nahrazen hexanem
a dale extrakce Cistym hexanem. Extrakce podle Folche byla provedena nasledujicim
zpusobem. Ke zderivatizovanému vzorku séra obsahujicimu IS bylo pfidano 2000 pl CHCls,
1000 ul MeOH a 600 ul (NH4)2COs. Vzorkem bylo tfepano po dobu 5 min pii 640 rpm
anasledné byl vlozen na 3 min do centrifugy, piiotackdch 3000 rpm. Pomoci Pasteurovi
sklenéné pipety byla izolovana spodni vrstva, ktera byla nechéna nasledné¢ odpafit pod proudem

dusiku. Extrakce pomoci smési Hex (2000 pl) a MeOH (1000 pl) a ¢istym hexanem (2000 pl)
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byly provedeny obdobnym zptisobem. Odpaiené vzorky riznych extrakénich protokoll byly
rozpustény ve 250 ul CHCIz/MeOH (1:1; v/v) a déle 5x zfedény pred vlastni analyzou. Kazdy
vzorek byl trikrat naddvkovan pro ziskani reprezentativnich vysledkd. Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci integrace dat a zndzornéna sloupcovym grafem (obr. 28). Detailni popis
finalniho extrak¢niho protokolu je popséan v kapitole 2.3.2.

Pro zajisténi lepsi citlivosti detekce a snizeni bodu detekce nepolarnich lipidi byla
pouzita chemicka derivatizace vyvinuta Peterkou a kol. [57]. Tato derivatizace vyuziva benzoyl
chlorid, ktery se vaze na volnou OH-skupinu dané¢ molekuly. Touto metodou mohou byt

derivatizované ttidy MG, DG, ST a FA.
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Obrazek 28: Porovnani tii extrak¢énich protokolti pro extrakci nepolarnich lipidl ze vzorku séra obsahujiciho
IS Mix. UHPSFC podminky: Viridis HSS C18 SB kolona (150 x 3.0 mm; 1.8 um, Waters) + Viridis HSS C18
SB kolona (100 x 3.0 mm; 1.8 um, Waters), jako MF B byl pouzit MeOH s ptidavkem 0.1 % AAc
o prutoku 1 ml/min, ABPR 2000 psi (137.895 bar) a teplota kolony 40 °C.

Extrakce podle Folche se ukédzala jako nejméné efektivni pro extrakci nepolarnich
lipidd, a proto nebyla déle zvazovana. Dal$im negativem se jevila pfitomnost nezadoucich tfid
polarnich lipidd, jelikoz tato extrakce neni selektivni pouze na nepolarni analyty. V ptipadé

zbylych dvou extrak¢énich protokolti zahrnujicich Hex byly vysledky srovnatelné, v nékterych
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ptipadech mirn€ lepsi pro extrakci Hex s MeOH. Zasadni problém vSak nastal pfi extrakci FA,
které ptrechdzely do organické vrstvy méné ochotné nez tomu bylo u ¢istého Hex. Z tohoto

divodu byla extrakce ¢istym Hex vybrana jako optimalni volba.

3.4. Separace lipidi

Separace lipidi v UHPSFC probihé na zaklad¢ polarity, ¢im vice je latka polarni, tim
méng¢ je systémem zadrzovana. Jako prvni eluuji ze syst¢ému MG nasledované DG, potom SE
a nakonec FA. TG eluuji v celém rozsahu v zavislosti na délce acylovych fetézci. Separace
jednotlivych lipida v dané tfide€ probiha na zakladé ECN. Latky s vétsim ECN jsou zadrZzovany
vice nez latky s nizSim ECN. Tyto principy jsou zndzornény na obrazcich v priloze B pro CE,
FA a ST a v priloze C pro MG, DG a TG. Reten¢ni Casy separovanych latek se stejnym poctem
nasobnych vazeb linearn¢ nartistaji s poctem uhlikii v mastnych acylech nepoléarnich lipida.
Obdobny princip plati pro lipidy obsahujici stejny pocet uhlikli v acylech, ale rozdilné mnozstvi
dvojnych vazeb, kdy reten¢ni ¢as klesa. Pro vizualizaci tohoto chovani bylo vyuzito sestrojeni
grafii zavislosti reten¢niho ¢asu na délce acylového fetézce nebo poctu dvojnych vazeb
prolozenych polynomickou regresi druhého stupné. Tyto zavislosti byly vytvofeny pro vSechny
tiidy a byla tak ovéfena spravnost identifikace. Vybrané piiklady grafti jsou zndzornény
na obr. 29. V mnoha piipadech byla hodnota korelaéniho koeficientu R? lepsi nez 0.999.
V nékterych piipadech je hodnota R? ovlivnéna vyskytem riiznych izomert dané latky, které
maji rozdilné retencni Casy. Tyto grafy je také mozné vyuzit k dopocitani teoretickych
reten¢nich Casti nedetekovanych lipidi v dané rad¢.

Tato zoptimalizovand UHPSFC/MS metoda umoziiuje i rozdéleni izobarickych latek,
kdy dochazi k rozliSeni jednotlivych izomerii se stejnou nomindlni hmotou. Tento jev je
zobrazen na obr. 30, kde je ukdzana separace jednotlivych polohovych izomeri s jednou
dvojnou vazbou u mastné kyseliny FA 18:1. Z obrazku je patrné, ze cis izomery eluuji diive
ajsou lépe separované nez trans izomery, které jsou diky své ,linedrni* struktufe systémem
zadrzovany déle a svym retenénim Casem se vice blizi k retenénimu ¢asu FA 18:0. Podobné
retencni chovani vykazovaly i standardy FA 18:3, kde FA 18:3 s dvojnymi vazbami v polohach
672,972,127 eluovala dfive nez s polohami 97,127Z,157Z. Ve vzorku séra byly s jistotou uréeny
nasledujici polohové izomery: FA 18:1 9Z, FA 18:1 11Z, FA 18:1 E, FA 18:3 6Z,92,12Z
aFA 18:39Z,127,157Z.
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Obrazek 29: Piiklady zavislosti reten¢niho ¢asu na délce acylového fetézce a poctu dvojnych vazeb znazornéné
pro jednotlivé tiidy lipidd.

X:¢islo ... znazoriiuje ménici se pocet uhlikti v acylovém fetézci s konstantnim poctem dvojnych vazeb,
¢islo:Y ... znazornuje konstantni pocet uhlikl v acylovém fetézci s ménicim se poctem dvojnych vazeb.
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Obrazek 30: Separace izobarickych pikt standardti FA 18:1. Rozd¢leni cis (Z) a trans (E) polohovych izomert
dvojné vazby v acylovém fetézci. Cislo znazoriiuje polohu dvojné vazby.

3.5. Identifikace

Identifikace jednotlivych nepoléarnich lipidii byla provedena na zéklad¢ urceni piesné
hmoty s vyuZitim databaze LIPID MAPS, specifickych fragmenti ziskanych pomoci MS/MS
fragmentace a zavislosti retencniho chovani. V ptipadé SE, FA a ST bylo provedeno pouze MS
méfeni. Pro SE byly zaznamenavany jako nejintenzivnéj$i [M + Na]® adukty a dale také
[M +NH4]" adukty. Zarovefi byly identifikované lipidy ze tfidy SE ov&feny pfitomnosti
fragmentu 369 (vznikajici jiz pti méfeni MS), ktery je charakteristicky pro tuto skupinu latek
obsahujici cholesterolovou nebo lathosterolovou ¢ast. V pfipadé FA a ST byl nejintenzivnéjSim
iontem ve spektru fragment [M — 122 + H]". Ztrata m/z 122 znaci odsté€peni benzoové kyseliny
ze zderivatizované molekuly. U MG, DG a TG byla nejprve provedena MS analyza, kde mezi
nejintenzivnéjsi ionty ve spektrech byli [M + NH4]" a [M + Na]" adukty. MS analyza oviem
neposkytuje informace o acylovém slozeni acylglycerolti a proto bylo zapotiebi provedeni

MS/MS analyzy. Jako prekurzorovy iont byl vybran [M + NH4]" adukt, ktery byl rozstépen
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na pfislusné fragmenty. V ptipadé MG a DG vznikaly pfevazné fragmenty acylovych zbytki
([RC=0 + 74 + benzoyl]" se ztratou H>0) a pro DG navic prekurzorovy ion [M + H]" se ztratou
vody. U TG byla zaznamenavana neutralni ztrdta RCOOH + NH3 z prekurzorového iontu
[M + NHa4]".

Ve vzorku séra obsahujiciho IS Mix proméfeného touto zoptimalizovanou metodou
bylo identifikovano 389 nepolarnich lipida, z ¢ehoz 40 bylo FA, 34 SE, 14 MG, 86 DG, 214 TG
ajeden ST. VSechny identifikované lipidy jsou zobrazeny v tabulce (viz priloha D) spolu
s reten¢nimi ¢asy a zaznamenanymi m/z piislusnych adukti a fragmentt.

Ziskané vysledky byly porovnany s dal§imi publikacemi zaméfenymi na stanoveni
lipidi v plazm¢. Prace Vaikové akol. [149] a Ovcacikové akol. [69] byly zamétfené
na identifikaci molekul rGznych lipidovych tfid za vyuziti RP-UHPLC/MS. Touto metodou
jsou lipidy separovany podle lipidovych druhii (stejné jako pti RP-UHPSFC/MS) a pomoci
MS/MS mohou byt zaznamenany jednotlivé mastné acyly pfitomné ve zkoumanych analytech.
Metodu RP-UHPLC/MS vyuzil také Peterka a kol. [57], ktery vyvinul robustni a citlivou
derivatizacni metodu. Diky nové vzniklé RP-UHPSFC/MS metodé, kterd je zamétfena pouze
na nepoldrni lipidy a dochazi tak k mnohem lepsi separaci izobarickych piki, bylo dosazeno
daleko vysSich pocti molekul pro vSechny zkoumané tfidy. Dal§im pfinosem této metody je
rychlost analyzy (18 min vs. 25 a 160 min), coZ umoziuje méfeni vétSstho mnozstvi vzorkl
za 1 den (80 vzorkli vs. 57 a 9 vzork).

Mezi dalsi publikace zkoumajici lipidy v biologickych vzorcich patfi napt. prace
od Quehenbergera a kol. [150], Bowdena akol. [151] a Lisy akol. [152], ktefi pouzili
pro identifikaci a kvantifikaci rizné analytické pfistupy. Tyto metody zahrnuji pfevazné
separaci podle lipidovych tfid. Jejich vyhodou je pomérné snadnéd kvantifikace, kde interni
standard koeuluje spolu s ostatnimi lipidy z dané tfidy a tim je zabranéno vlivu matri¢niho
efektu. Nevyhodou je ale niz$i pocet identifikovanych latek, jelikoz tyto metody nejsou
schopny rozlisit jednotlivé izobarické piky. Pfi separaci lipidovych druhil je kvantifikace
finan¢n€ ndrocné, proto se vyuziva alespon 2 IS pro tfidu. Porovnani poctu identifikovanych

a kvantifikovanych molekul jednotlivych praci je zobrazeno v tabulce 5.
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Tabulka 5: Porovnani stanovenych lipidt nasi optimalizovanou metodou s ostatnimi publikacemi

lividovi g Zuzana  Magdaléna Oswald Miroslav. Ondfej  John A.
prdova - Nase | yoikova  Oviatikova Quehenberger Lisa Peterka  Bowden
tfida metoda
[149] [69] [150] [152] [57] [151]
SE 34 13 21 22 15 0 0
MG 14 4 0 0 4 5 0
DG 86 20 15 55 22 40 5
TG 214 94 139 18 72 0 42
FA 40 0 31 31 0 8 5
ST 1 1 1 14 1 1 0
DG ... diacylglyceroly, ECN ... ekvivalentni pocet uhlikovych atomd, FA ... mastné kyseliny,

MG ... monoacylglyceroly, SE ... sterol estery, ST ... steroly, TG ... triacylglyceroly
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3.6. Analyza biologickych vzorki zdravého ¢lovéka a pacienta s rakovinou

Ukolem této diplomové prace bylo také porovnat riizné biologické vzorky mezi sebou.
Pro tento ucel byl vybran vzorek séra a plazmy od zdravého ¢lovéka a nemocného pacienta
s rakovinou slinivky bfiSni. Pro zautomatizovéani integrace jednotlivych pikd byla data
vyhodnocena pomoci programu Lipid Data Analyser. Nutno podotknout, Ze pocty nalezenych
molekul pomoci LDA programu se vyrazné lisi od po¢tu manualné identifikovanych molekul.
Reportované plochy pikl analyti byly pomoci internich standarda prepocitany na koncentrace
a shrnuty do tabulky (viz p¥iloha E). Porovnani jednotlivych rozdili koncentraci lipida je

ukéazano pomoci korela¢nich grafii (obr. 31).

(A) (8)
. e
° o o
-0 8 o
3 1 e Q 3
._.~‘ ) % ‘. L]
e 2, 5% o
2 ‘e o SE 2 24 o+ e o SE
o8 and® oMG .2 ) MG
o8 e ¢DG 3 ey *DG
owm g 7Y TG
s - ~afte TG 2§ 1 e
5y o .( 4 FA g ' ’ [ ] FA
- <
0%, ST 3 A 8T
o Li, T80 oL el
o & 3
1 .““a 0. 1 2 3 4 E 1 o e ! 2 3 4
R} » o™
g oF ® (X
o °
°
°
log ¢ log ¢

sérum sérum od zdravého jedince

Obrazek 31: Korelacni grafy pro porovnani koncentraci [nmol/ml] nepolarnich lipidl (A) v plazmée a séru
a (B) pro zdravého a nemocného jedince s rakovinou.

Zavislosti dekadickych logaritml koncentraci jsou pouzivany pro vizualizaci riznych
typt korelaci, v tomto piipad€ konkrétné pro zobrazeni zavislosti mezi vzorkem plazmy a séra
a také mezi vzorkem séra zdravého a nemocného ¢loveéka. Prvni korelacni graf (obr. 31 A)
tykajici se porovnani plazmy a séra jasné ukazuje, Ze koncentrace SE, MG, DG a TG je vyssi
v séru, zatimco koncentrace FA je vyssi v plazmé. Co se tyCe cholesterolu, jakozto jediného
sterolu, ktery bylo moZzné pomoci této metody s jistotou identifikovat, lze fici, Ze jeho
koncentrace je vyS$i ve vzorku plazmy, ovSem pouze nepatrné. Druhy korelacni graf
(obr. 31 B) zobrazuje zéavislost mezi zdravym a nemocnym jedincem s rakovinou. V séru
zdravého jedince je vyssi koncentrace pro témét vSechny MG, DG, TG, SE a pro cholesterol.

Naopak vyssi koncentrace FA je ve vzorku nemocného jedince.
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Pro zobecnéni téchto pocatecnich méfeni bude nezbytné dokoncit vyvoj kvantitativniho
stanoveni vcetn¢ analytické validace metody a nasledné zméfenim rozsdhlejSiho souboru

pacientt a zdravych kontrol.
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ZAVER

Tato diplomova prace se vénuje vyvoji nové RP-UHPSFC/MS metody pro analyzu
nepolarnich lipidd v biologickych vzorcich. V radmci diplomové prace byla nejprve provedena
optimalizace separacnich podminek, kde byl zkouman vliv jak na zménu retence jednotlivych
nepolarnich lipida, tak 1 na intenzity jejich signali. Mezi optimalizované parametry byly
zatazeny: pratok a slozeni MF B, pfidavek aditiv (H20, octan amonny a kyselina octova),
teplota a délka kolony (porovnani separace na jedné a dvou kolonéch), zpétny tlak a finalni
gradient. Nasledovala optimalizace MS, kde zkoumanymi podminkami byla desolvatacni
teplota ateplota zdroje, které ovlivilovali pfevazné Uc¢innost ionizace a také optimalizace
extrakéniho postupu. Pro zajisténi vétsi citlivosti metody byl do kroku extrakce zatazen
derivatizacni krok s vyuzitim benzoyl chloridu. Z naméfenych dat bylo zjevné, ze nejvhodné;jsi
extrakci pro nepolarni lipidy je extrakce do ¢istého hexanu.

Dalsi casti diplomové prace byla aplikace vyvinuté metody pro kvalitativni
a kvantitativni analyzu nepolarnich lipida v biologickych vzorcich. Identifikace byla provedena
na zaklad¢é presny hmot v porovnani s databazi LIPID MAPS, pouziti tandemové hmotnostni
spektrometrie a sestrojeni grafii zavislosti reten¢nich ¢asti na délce acylového fetézce nebo
poctu dvojnych vazeb jednotlivych analyti. Celkem bylo identifikovano 389 nepoléarnich
lipidd, z ¢ehoz 40 bylo FA, 34 SE, 14 MG, 86 DG, 216 TG a cholesterol. Vyhodou separace
podle lipidovych druhi je rozliSeni jednotlivych izobarickych pikd. Metoda je schopna rozlisit
jak lipidy s rozdilnym sloZzenim acylovych fetézci, tak i lipidy s rozdilnou polohou dvojné
vazby (pozorovano u FA, kde byly jednotlivé polohy ovéfeny pomoci standardi).

Ziskané vysledky byly porovnany s vybranymi publikacemi zaméfenymi na analyzu
lipidi v biologickych vzorcich a bylo zjisténo, ze pii vyuziti této nové vyvinuté metody je
rozsah identifikovanych lipidil vyrazné vyssi az na ST.

Pro analyzu biologickych vzorkii byly vybrany vzorky plazmy a séra od zdravého
¢lovéka a pacienta s rakovinou slinivky bfi$ni. Ukazalo se, ze koncentrace nepolarnich lipida
nabyva vysSich hodnot ve vzorcich séra. Vyjimku tvofi FA a ST, u kterych je tento trend
opacny.

Z vysledkii diplomové prace vyplyva, ze RP-UHPSFC/MS je vhodnou metodou
pro identifikaci a kvantifikaci nepolarnich lipida. Tato metoda ptinasi diky separaci lipidovych
druht moznost daleko vysSich pocth identifikovanych lipidi za kratky cas, neZ metody
vyuzivajici separaci podle lipidovych tfid. Do budoucna je vhodné pokracovat s jeji validaci

a naslednym vyuzitim pro kvantitativni analyzu vétsiho souboru biologickych vzorki.
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Priloha A: Tabulka koncentraci standardu v zasobnich roztocich

lipidova konc. vZR pipetovany konc: v konc. « konc. v plazmé
tiida standard [ng/ul] objem [pl] IS Mixu v plazmé [nmol/ml]
[ng/ml] [ng/ml]
CE 10:0 2 17 34 27 50
CE 12:0 2 17.8 36 28 50
CE 14:0 2 18.5 37 30 50
CE 16:0 2 19.5 39 31 50
CE 16:1 2 19.5 39 31 50
CE 17:0 6 6.7 40 32 50
CE 18:0 1 41 41 33 50
CE 18:1 2 20.2 40 32 50
CE 18:2 2 20.1 40 32 50
CE 18:3 2 20.1 40 32 50
CE
CE 20:0 2 21.1 42 34 50
CE 20:1 2 21 42 34 50
CE 20:2 2 21 42 34 50
CE 20:3 2 21 42 34 50
CE 20:4 2 21 42 34 50
CE 20:5 2 21 42 34 50
CE 22:0 2 22 44 35 50
CE 22:1 2 22 44 35 50
CE 19:0 6 7 42 34 50
CE 16:0 d7 6 6.6 40 32 50
rozpoustédlo CHCI3;/MeOH (1:1) 6159
celkovy objem 1000
MG 16:0 2 10.3 21 16 49.9
MG 18:0 2 11.2 22 18 50
MG MG 18:1 2 11.15 22 18 50
MG 18:2 2 11.1 22 18 50.1
MG 19:1 2 11.6 23 19 50.1
rozpoustédlo CHCl3/MeOH (1:1) 944,65
celkovy objem 1000
DG 16:0/16:0 2 17.8 36 28 50.1
DG 17:0/17:0 2 18.6 37 30 49.9
DG 18:0/18:0 2 19.5 39 31 50
DG 18:1/18:1 2 19.4 39 31 50
DG 18:2/18:2 2 19.3 39 31 50.1
DG
DG 18:3/18:3 2 19.2 38 31 50
DG 19:0/19:0 2 20.4 41 33 50
DG 20:0/20:0 2 213 43 34 50.1
DG 14:0/14:0 2 16 35 26 50
DG 36:2 d5 1 39.1 39.1 31 50
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Piiloha A: pokracovani...

lipidova konc. v ZR pipetovany konc: v konc. « konc. v plazmé
tiida standard [ng/pl] objem [pl] IS Mixu v plazmé [nmol/ml]
[ng/ml] [ng/ml]
DG DG 33:1d7 1 36.7 37 29 50
rozpoustédlo CHCI3/MeOH (1:1) 752.7
celkovy objem 1000
TG 12:0/12:0/12:0 2 20 40 32 50.1
TG 13:0/13:0/13:0 2 21.3 43 34 50.1
TG 14:0/14:0/14:0 2 22.6 45 36 50
TG 15:0/15:0/15:0 2 23.9 48 38 50
TG 16:0/16:0/16:0 2 252 50 40 50
TG 16:1/16:1/16:1 2 25 50 40 50
TG 17:0/17:0/17:0 2 26.5 53 42 50
TG 17:1/17:1/17:1 2 26.4 53 42 50.1
TG 18:0/18:0/18:0 2 279 56 45 50.1
TG 18:1/18:1/18:1 2 27.7 55 44 50.1
TG 18:2/18:2/18:2 2 27.5 55 44 50.1
16 TG 18:3/18:3/18:3 2 27.3 55 44 50.1
TG 20:0/20:0/20:0 2 30.5 61 49 50.1
TG 20:1/20:1/20:1 2 30.3 61 48 50
TG 20:2/20:2/20:2 2 30.1 60 48 50
TG 20:3/20:3/20:3 2 29.9 60 48 50
TG 20:4/20:4/20:4 2 29.7 59 48 50
TG 20:5/20:5/20:5 2 29.5 59 47 50
TG 22:1/22:1/22:1 2 33 66 53 50.1
TG 22:6/22:6/22:6 2 32 64 51 50.1
TG 19:1/19:1/19:1 2 29 58 46 50.1
TG 48:1 d7 1 50.7 51 41 50
rozpoustédlo CHCl3/MeOH (1:1) 380.4
celkovy objem 1000
FA 16:0 5 3.2 16 13 50
FA 18:0 5 3.55 18 14 50
FA 18:1 (6E) 5 3.53 18 14 50
FA 18:1 (62) 5 3.53 18 14 50
FA 18:1 (9E) 5 3.53 18 14 50
FA 18:1 (92) 5 3.53 18 14 50
FA 18:1 (11E) 5 3.53 18 14 50
FA
FA 18:1 (112) 5 3.53 18 14 50
FA 18:2 (9Z, 127) 5 35 18 14 50
FA 18:3 (6Z,9Z, 127) 5 3.47 17 14 49.9
FA 18:3 (92, 12Z,15Z) 5 3.47 17 14 49.9
FA 19:1 5 3.7 19 15 50
FA 20:0 5 3.9 20 16 50
FA 20:3 5 3.83 19 15 50
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Piiloha A: pokracovani...

lipidova konc. vZR pipetovany konc: v konc. v plazmé konc. <
tFida standard [ng/ul] objem [] IS Mixu [pg/mlI] v plazmé
[neg/mi] [nmol/ml]
FA 20:5 5 3.78 19 15 50
FA 22:0 5 4.25 21 7 50
FA
FA 22:6 5 4.1 21 16 50
FA 24:0 5 4.6 23 18 50
rozpoustédlo CHCI3;/MeOH (1:1) 933.47
celkovy objem 1000
Desmosterol 2 12 24 19 50
7-dehydrocholesterol 2 12 24 19 49.9
Lathosterol 1 242 24 19 50.1
Cholestanol 1 243 24 19 50
Campesterol 1 25.1 25 20 50.1
St Stigmasterol 1 25.8 26 21 50
Sitosterol 1 25.9 26 21 50
Lanosterol 1 26.7 27 21 50.1
Dihydrolanosterol 1 26.8 27 21 50
Cholesterol d7 1 24.6 25 20 50
rozpoustédlo CHCI;/MeOH (1:1) 760.5
celkovy objem 1000
CE ... cholesterol  estery, CHCI; ... chloroform, DG ... diacylglyceroly, = FA ... mastné  kyseliny,

konc. ... koncentrace, MeOH ... methanol, MG ... monoacylglyceroly, rozp. ... rozpoustédlo, ST ... steroly,
TG ... triacylglyceroly, ZR ... zasobni roztok
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Separace standardi (A) CE, (B) FA, (C) ST pomoci zoptimalizované¢ UHPSFC/MS metody

Priloha B
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Separace standardi (A) MG, (B) DG, (C) TG pomoci zoptimalizované UHPSFC/MS metody

Priloha C
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Piiloha D: Tabulka identifikovanych nepoléarnich lipida ve vzorku séra

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr .
ndzev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z SP::E‘:::;“ neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. ztrata FA 1 | ztrata FA 2 | ztriata FA 3
hmoty
sterolestery *
SE 27:1/14:0 14 9.73 |619.5424 | 619.5400 3.87
SE 27:1/15:0 15 10.4 [ 633.5581 | 633.5576 0.79
9.34 643.5469 -6.91
SE 27:1/16:2 12 9.96 | 643.5425 [ 643.5447 -3.49
10.05 643.544 -2.40
SE 27:1/16:1 14 10.31 645.5592 -1.70
645.5581
SE 27:1/16:0 11.09 647.5743 -0.93
SE 27:1/17:2 13 10.39 | 657.5581 | 657.5562 2.89
10.9 659.5734 0.45
SE 27:1/17:1 15 659.5737
10.93 659.575 -1.97
SE 27:1/17:0 17 11.75 | 661.5894 | 661.5916 -3.33
SE 27:1/18:4 10 10.22 | 667.5424 | 667.5433 -1.35
10.51 669.5589 -1.19
SE 27:1/18:3 12 669.5581
10.7 669.5593 -1.79
11.02 671.5743 -0.89
11.18 671.5743 -0.89
SE 27:1/18:2 14 671.5737
11.287 671.5738 -0.15
11.42 671.5739 -0.30
11.29 673.589 0.59
SE 27:1/18:1 16 673.5894
11.56 673.5895 -0.15
SE 27:1/18:0 12.47 | 675.6050 | 675.6062 -1.78
SE 27:1/20:5 10 1091 |693.5581 | 693.5591 -1.44
11.26 695.5737 0,00
SE 27:1/20:4 12 695.5737
11.41 695.5746 -1.29
11.64 697.5903 -1.29
SE 27:1/20:3 14 697.5894
11.785 697.5904 -1.43
SE 27:1/20:2 16 12.3 [ 699.6050 | 699.6068 -2.57
SE 27:1/20:1 18 12.96 |701.6207 | 701.6199 1.14
11.67 719.5745 -1.11
SE 27:1/22:6 10 | 11.766 | 719.5737 | 719.5748 -1.53
11.847 719.5755 -2.50
11.98 721.5909 -2.08
SE 27:1/22:5 12 721.5894
12.213 721.5908 -1.94
SE 27:1/22:4 14 12.3 723.605 [ 723.6052 -0.28
monoacylglyceroly *
MG 14:0 MG 14:0_0:0_0:0 14 4.13 |[528.3309 | 528.3342 -6.25 389.2687
MG 16:1 MG 16:1 _0:0_0:0 14 438 |[554.3466 | 554.3492 -4.75 415.2843
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr P
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z SP::E‘:::;“ neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. ztrata FA1 | ztrata FA2 | ztrata FA3
hmoty
monoacylglyceroly *
MG 16:1 MG 16:1 0:0_0:0 14 447 |554.3466 | 554.3452 2.47 415.2843
MG 16:0 MG 16:0_0:0_0:0 16 4.63 |556.3622 | 556.3644 -4.01 417.2999
MG 17:1 neidentifikovano 15 4.63 | 568.3622 | 568.3657 -6.16
MG 18:3 MG 18:3_0:0_0:0 12 4.61 |578.3466 | 578.3459 1.21 439.3469
MG 18:2 MG 18:2_0:0_0:0 14 471 |[580.3622 | 580.3647 -4.36 441.2999
MG 18:1 MG 18:1_0:0_0:0 16 4.89 |582.3779 | 582.3799 -3.49 443.3156
MG 18:0 MG 18:0_0:0 0:0 18 52 584.3935 | 584.3956 -3.65 445.3312
MG 20:4 MG 20:4_0:0_0:0 12 481 |[604.3622 | 604.3648 -4.30 465.2999
MG 20:3 MG 20:3_0:0_0:0 14 5.02 |606.3799 [ 606.3789 1.65 467.3156
MG 20:1 neidentifikovano 18 547 16104092 | 610.4113 -3.44
MG 22:6 MG 22:6_0:0_0:0 10 5.06 |628.3622  628.3649 -4.30 489.2999
MG 22:5 MG 22:5 0:0 _0:0 12 523 1630.3779 | 630.3798 -3.01 491.3156
diacylglyceroly °
DG 16:1_14:0 52 660.5189 0.30 415.2843 389.2687
DG 30:1 28 660.5191
DG 16:0_14:1 5.29 660.5189 0.30 417.2999 387.2530
DG 30:0 DG 16:0_14:0 30 5.52 ]662.5348 | 662.5358 -1.51 417.2999 389.2687
DG 16:0_15:0 5.84 417.2999 403.2843
DG 31:0 31 676.5504 | 676.5524 -2.96
DG 17:0_14:0 5.84 431.3156 389.2687
DG 32:3 neidentifikovano 26 534 |684.5192  684.5173 2.78
DG 32:2 DG 18:2_14:0 28 5.58 |686.5348 | 686.5375 -3.93 441.2999 389.2687
DG 18:1_14:0 5.81 688.5529 -3.63 443.3156 389.2687
DG 32:1 DG 16:1_16:0 30 5.86 | 688.5504 415.2843 417.2999
neidentifikovano 6.11 688.5525 -3.05
DG 16:0/16:0 6.17 690.5679 -2.61 417.2999 417.2999
DG 32:0 32 690.5661
DG 18:0_14:0 6.66 690.5679 -2.61 4453312 389.2687
DG 17:2_16:0 5.8 427.2843 417.2999
DG 33:2 DG 18:1_15:1 29 5.86 | 700.5504 443.3156 401.2687
DG 18:2_15:0 59 700.5546 -5.99 441.2999 403.2843
DG 18:1_15:0 6.12 443.3156 403.2843
DG 33:1 DG 17:0_16:1 31 6.12 | 702.5661 431.3156 415.2843
DG 17:1_16:0 6.13 702.5679 -2.56 429.2999 417.2999
DG 33:0 DG 17:0_16:0 33 6.56 |704.5817 | 704.5831 -1.99 431.3156 417.2999
DG 34:4 DG 18:3_16:1 26 5.8 710.5348 | 710.5352 -0.56 439.2843 415.2843
DG 18:2_16:1 591 712.5529 -3.51 441.2999 415.2843
DG 34:3 28 712.5504
DG 18:3_16:0 5.98 712.5536 -4.49 439.2843 417.2999
DG 18:1_16:1 6.12 714.5686 -3.50 443.3156 415.2843
DG 34:2 30 714.5661
DG 18:2_16:0 6.23 714.5687 -3.64 441.2999 417.2999
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr .
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/ Splf:g::ﬁﬁt neutralni neutralni neutralni
teoret. experim. ztrata FA 1 | ztrata FA2 | ztriata FA 3
hmoty
diacylglyceroly ®
DG 18:1_16:0 6.47 716.5844 -3.77 443.3156 417.2999
DG 34:1 32 716.5817
neidentifikovano 6.59 716.5834 -2.37
DG 34:0 DG 18:0_16:0 34 6.92 718.5974 | 718.5994 -2.78 4453312 417.2999
DG 35:3 DG 18:2 17:1 29 6.21 726.5661 | 726.5676 -2.06 441.2999 429.2999
DG 18:1_17:1 6.44 728.5865 -6.59 443.3156 429.2999
DG 35:2 31 728.5817
DG 18:2 17:0 6.59 728.5869 -7.14 441.2999 431.3156
DG 18:1 _17:0 6.85 443.3156 431.3156
730.6006 -4.38
DG 19:1_16:0 6.86 457.3312 417.2999
DG 35:1 33 730.5974
DG 19:1_16:0 6.92 4573312 417.2999
DG 18:0 _17:1 6.92 4453312 429.2999
neidentifikovano 6.04 736.5508 -0.41
DG 16:1 20:4 6.11 415.2843 465.2999
DG 36:5 26 736.5505
DG 18:2 18:3 6.17 736.5486 2.58 441.2999 439.2843
DG 16:0 20:5 6.23 417.2999 463.2843
DG 18:2/18:2 6.31 441.2999 441.2999
DG 20:3_16:1 6.31 738.5688 -3.66 467.3156 415.2843
28
DG 36:4 DG 16:0_20:4 6.31 738.5661 417.2999 465.2999
DG 18:1_18:3 6.4 443.3156 439.2843
738.5681 -2.71
DG 16:0_20:4 6.4 417.2999 465.2999
DG 18:0 _18:3 6.36 4453312 439.2843
DG 18:1_18:2 6.54 740.5851 -4.59 443.3156 441.2999
DG 36:3 30 740.5817
DG 16:0_20:3 6.66 417.2999 467.3156
DG 16:1 20:2 6.66 415.2843 469.3312
DG 18:1/18:1 6.81 443.3156 443.3156
742.5995 -2.83
DG 20:1_16:1 6.81 471.3469 415.2843
DG 36:2 32 742.5974
DG 18:0_18:2 6.96 445.3312 441.2999
742.5994 -2.69
DG 16:0 20:2 6.98 417.2999 469.3312
DG 18:0_18:1 7.26 445.3312 443.3156
DG 36:1 34 744.6130 | 744.6154 -3.22
DG 16:0 20:1 7.26 417.2999 471.3469
DG 18:0/18:0 7.71 445.3312 4453312
DG 36:0 36 746.6287 | 746.6296 -1.21
DG 16:0 20:0 7.71 417.2999 473.3655
DG 37:4 neidentifikovano 29 6.73 752.5817 | 752.5849 -4.25
neidentifikovano 6.89 754.6023 -6.49
DG 37:3 31 754.5974
neidentifikovano 6.94 754.5989 -1.99
DG 37:1 neidentifikovano 35 7.59 | 758.6287 | 758.6261 343
DG 38:6 DG 18:2 20:4 26 6.42 762.5661 | 762.5674 -1.70 441.2999 465.2999
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr P
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z SP::E‘:::;“ neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. ztrata FA1 | ztrata FA2 | ztrata FA3
hmoty
diacylglyceroly °
DG 16:2 22:4 6.42 762.5674 -1.70 413.2686 493.3312
DG 16:1_22:5 6.48 415.2843 491.3156
DG 38:6 26 762.5661
DG 18:1_20:5 6.54 443.3156 463.2843
DG 16:0_22:6 6.66 417.2999 489.2999
DG 18:1 _20:4 6.67 443.3156 465.2999
764.5842 -3.27
DG 38:5 DG 18:2_20:3 28 6.67 | 764.5817 441.2999 467.3156
DG 16:0 22:5 6.85 417.2999 491.3156
DG 18:1_20:3 6.94 766.5969 0.65 443.3156 467.3156
neidentifikovano 7.08 766.5998 -3.13
DG 38:4 DG 18:0 20:4 30 7.12 | 766.5974 4453312 465.2999
DG 16:0_22:4 7.12 417.2999 493.3312
DG 16:1 22:3 7.12 415.2843 495.3469
neidentifikovano 7.29 768.613 [ 768.6167 -4.81
DG 18:1 _20:2 7.32 443.3156 469.3312
DG 38:3 32
DG 18:2_20:1 7.32 441.2999 471.3469
DG 18:0 20:3 7.38 4453312 467.3156
DG 18:2_20:0 7.58 441.2999 473.3655
DG 38:2 770.6287 | 770.6323 -4.67
DG 18:1 _20:1 7.58 443.3156 471.3469
DG 18:1_20:0 8.07 443.3558 473.3655
DG 38:1 36 772.6443 | 772.6487 -5.69
DG 18:0_20:1 8.07 4453312 471.2355
DG 18:1_22:6 6.94 443.3156 489.2999
DG 40:7 26 788.5817 | 788.5805 1.52
DG 18:2_22:5 6.94 441.2999 491.3160
DG 18:1 _22:5 7.1 790.6006 -4.04 443.3156 491.3156
DG 40:6 28 790.5974
DG 18:3_22:3 7.14 790.6001 -3.42 439.2843 495.3469
DG 18:1 22:4 7.35 792.6147 -2.14 443.3156 493.3312
DG 40:5 30 792.6130
DG 18:2_22:3 7.38 441.2999 495.3469
triacylglyceroly °
TG 40:4 neidentifikovano 32 6.54 | 704.5824 [ 704.5829 -0.71
TG 40:2 neidentifikovano 36 6.08 |708.6137 [ 708.6070 8.89
TG 40:0 neidentifikovano 40 5295 |712.6450 | 712.6478 -3.93
TG 42:1 TG 18:1 _12:0 12:0 40 5.7 738.6606 | 738.6624 -2.44 439.3782 521.4564 521.4564
TG 42:0 TG 16:0_14:0_12:0 42 6.07 | 740.6763 | 740.6787 -3.24 467.4095 495.4408 523.4721
TG 44:2 TG 18:2 14:0 12:0 40 6.09 | 764.6763 [ 764.6805 -5.49 467.4095 519.4408 547.4721
TG 18:1_14:0_12:0 6.34 467.4095 521.4564 549.4877
TG 18:1 _16:0 10:0 6.34 467.4095 493.4251 577.5190
TG 44:1 42 766.6919 | 766.6910 1.17
TG 18:0_16:1_10:0 6.34 465.3938 495.4408 577.5190
TG 16:1_14:0 14:0 6.34 495.4408 521.4564 521.4564
TG 44:0 TG 16:0_16:0_12:0 44 6.74 | 768.7076 | 768.7122 -5.98 495.4408 495.4408 551.5034
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr .
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z spr:gfel;(;st neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. u ztrata FA 1 | ztrata FA 2 | ztriata FA 3
hmoty
triacylglyceroly °
TG 44:0 TG 16:0_14:0_14:0 44 6.74 |768.7076 | 768.7122 -5.98 495.4408 523.4721 523.4721
TG 16:0_15:0 14:0 7.13 509.4564 523.4721 537.4877
TG 45:0 45 782.7232 | 782.7281 -6.26
TG 15:0_15:0_15:0 7.13 523.4721 523.4721 523.4721
TG 18:2_18:1 10:0 6.41 493.4251 491.4095 601.519
TG 46:3 40 790.6919 | 790.6888 3.92
TG 18:2_16:1 _12:0 6.41 493.4251 519.4408 573.4877
TG 18:1_18:1_10:0 6.68 493.4251 493.4251 603.5347
792.7077 -0.13
TG 18:1_16:1 12:0 6.68 493.4251 521.4564 575.5034
TG 46:4 42 792.7076
TG 18:2_14:0_14:0 6.81 495.4408 547.4721 5474721
792.7100 -3.03
TG 18:2_16:0_12:0 6.81 495.4408 519.4408 575.5034
TG 18:1_16:0_12:0 7.08 495.4408 521.4564 577.5190
TG 46:1 TG 18:1_14:0_14:0 44 7.08 |794.7232 | 794.7253 -2.64 495.4408 549.4877 549.4877
TG 16:1 _16:0_14:0 7.08 523.4721 521.4564 549.4877
TG 18:0_16:0_12:0 7.55 495.4408 523.4721 579.5347
TG 46:0 TG 18:0_14:0_14:0 46 7.55 |796.7389 [ 796.7419 -3.77 495.4408 551.5034 551.5034
TG 16:0_16:0_14:0 7.55 523.4721 523.4721 551.5034
TG 47:2 neidentifikovano 43 7.04 |806.7232 | 806.7272 -4.94
TG 18:1_15:0_14:0 7.46 509.4877 549.4877 563.5034
TG 17:1_15:0_15:0 7.46 523.4721 549.4877 549.4877
TG 47:1 45 808.7389 | 808.7433 -5.44
TG 17:1_16:0_14:0 7.46 523.4721 535.4721 563.5034
TG 16:1 _16:0_15:0 7.46 537.4877 535.4721 549.4877
TG 17:0_16:0_14:0 7.96 523.4721 537.4877 565.5190
TG 47:0 47 810.7545 | 810.7575 -3.70
TG 16:0_16:0_15:0 7.96 537.4877 537.4877 551.5034
TG 18:2_18:2 12:0 6.84 816.7077 -0.16 519.4408 519.4408 599.5034
TG 48:4 40 816.7076
TG 18:3_16:1_14:0 6.94 816.7059 2.04 521.4564 545.4564 571.4721
TG 18:2_18:1 _12:0 7.12 521.4564 519.4408 601.5190
TG 18:3_16:0_14:0 7.12 818.7260 -3.42 523.4721 545.4564 573.4877
TG 48:3 TG 18:2_16:1 _14:0 42 7.12 | 818.7232 521.4564 547.4721 573.4877
neidentifikovano 7.25 818.7234 -0.24
TG 18:3 16:0:14:0 7.38 818.7238 -0.73 523.4721 545.4564 573.4877
TG 18:1_18:1_12:0 7.42 521.4564 521.4564 603.5347
820.7430 -4.50
TG 18:1_16:1 _14:0 7.42 521.4564 549.4877 575.5034
TG 48:2 44 820.7389
TG 18:1_16:1_14:0 7.56 521.4564 549.4877 575.5034
820.7406 -2.07
TG 18:2_16:0_14:0 7.56 523.4721 547.4721 575.4721
TG 18:1 _18:0_12:0 7.88 523.4721 521.4564 605.5503
TG 48:1 TG 18:1_16:0_14:0 46 7.88 | 822.7545  822.7579 -4.13 523.4721 549.4877 577.519
TG 16:1 16:0_16:0 7.88 551.5034 549.4877 549.4877
TG 18:0_16:0_14:0 8.39 523.4721 551.5034 579.5347
TG 48:0 48 824.7702 | 824.7736 -4.12
TG 16:0/16:0/16:0 8.39 551.5034 551.5034 551.5034
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr .
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z spr:gfel;(;st neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. u ztrata FA 1 | ztrata FA 2 | ztriata FA 3
hmoty
triacylglyceroly °
TG 49:3 TG 18:2_16:1_15:0 43 7.52 |832.7389 | 832.7393 -0.48 535.4721 561.4877 573.4877
TG 18:1 _16:1 15:0 7.78 535.4721 563.5034 575.5034
834.7571 -3.11
TG 49:2 TG 19:2_15:0_15:0 45 7.78 | 834.7545 523.4056 575.5034 575.5034
neidentifikovano 7.97 834.7579 -4.07
TG 18:1_16:0_15:0 8.3 537.4877 563.5034 577.5190
TG 49:1 47 836.7702 | 836.7742 -4.78
TG 19:1 15:0_15:0 8.3 523.6140 577.5190 577.5190
TG 18:0_16:0_15:0 8.86 537.4877 565.519 579.5347
TG 49:0 49 838.7858 | 838.7896 -4.53
TG 17:0_16:0_16:0 8.86 551.5034 565.519 565.519
TG 20:4_16:1 _14:0 7.28 521.4564 571.4721 597.4877
TG 50:5 40 842.7232 | 842.7258 -3.07
TG 18:3_18:2 14:0 7.28 5474721 545.4564 597.4877
TG 20:4_16:0_14:0 7.59 523.4721 571.4721 599.5034
TG 20:3_16:1 _14:0 7.59 521.4564 573.4877 599.5034
TG 50:4 TG 18:2_18:2 14:0 42 7.59 | 844.7389 | 844.7411 -2.60 547.4721 547.4721 599.5034
TG 18:3_16:1 _16:0 7.59 549.4877 571.4721 573.4877
TG 18:2_16:1_16:1 7.59 5474721 573.4877 573.4877
TG 18:2_18:1 _14:0 7.9 549.4877 547.4721 601.519
TG 18:3_16:0_16:0 7.9 551.5034 573.4877 573.4877
846.7591 -5.43
TG 50:3 TG 18:2_16:1 _16:0 44 7.9 846.7545 549.4877 573.4877 575.5034
TG 18:1_16:1_16:1 7.9 547.4721 575.5034 575.5034
neidentifikovano 8.04 846.7571 -3.07
TG 18:1_18:1 _14:0 8.24 549.4877 549.4877 603.5347
848.7750 -5.66
TG 50:2 TG 18:1_16:1_16:0 46 8.24 | 848.7702 549.4877 577.5190 575.5034
TG 18:2_16:0_16:0 8.41 848.7741 -4.59 551.5034 575.5034 575.5034
TG 18:1_18:0_14:0 8.73 551.5034 549.4877 605.5503
850.7891 -3.88
TG 50:1 TG 18:1_16:0_16:0 48 8.73 |[850.7858 551.5034 577.5190 577.5190
neidentifikovano 8.92 850.7900 -4.94
TG 18:0 18:0_14:0 9.34 551.5034 551.5034 607.566
TG 50:0 50 852.8015 | 852.8047 -3.75
TG 18:0_16:0_16:0 9.34 551.5034 579.5347 579.5347
TG 51:5 neidentifikovano 41 7.67 |856.7389 | 856.7338 5.95
TG 18:2_18:2 15:0 8 561.4877 561.4877 599.5034
858.7567 -2.56
TG 51:4 TG 18:2_18:1_15:1 43 8 858.7545 561.4877 559.4721 601.5190
neidentifikovano 8.11 858.7563 -2.10
TG 18:2_18:1_15:0 8.32 563.5034 561.4877 601.5190
TG 51:3 45 860.7702 | 860.7738 -4.18
TG 18:2_17:1 _16:0 8.32 563.5034 575.5034 587.5034
TG 18:1_18:1_15:0 8.66 563.5034 563.5034 603.5347
862.7888 -3.48
TG 51:2 TG 18:1 _17:1 _16:0 47 8.66 |[862.7858 563.5034 577.5190 589.5190
TG 18:2_17:0_16:0 8.86 862.7908 -5.80 565.5190 575.5034 589.5190
TG 51:1 neidentifikovano 49 8.96 |864.8015 | 864.8055 -4.63
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr .
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z Sp[f:g::g“ neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. ztrata FA 1 | ztrata FA 2 | ztriata FA 3
hmoty
triacylglyceroly °
TG 18:1_18:0_15:0 9.22 565.5190 563.5034 605.5503
TG 51:1 49 864.8015 | 864.8054 -4.51
TG 18:1 17:0_16:0 9.22 565.5190 577.5190 591.5347
TG 51:0 TG 18:0_17:0_16:0 51 9.84 |[866.8171 | 866.8198 -3.11 565.5190 579.5347 593.5503
neidentifikovano 7.64 868.7378 1.23
TG 52:6 40 868.7389
TG 18:3_18:2_16:1 7.79 868.7339 5.72 573.4877 571.4721 597.4877
TG 18:2_18:2 16:1 7.97 870.7571 -2.99 573.4877 573.4877 599.5034
TG 18:3_18:1_16:1 8.09 870.7578 -3.79 575.5034 571.4721 599.5034
TG 52:5 42 870.7545
TG 18:3_18:2 16:0 8.22 575.5034 573.4877 597.4877
870.7417 14.70
TG 18:4_18:1 _16:0 8.22 577.5190 571.4721 597.4877
TG 18:2_18:1_16:1 8.29 872.7731 -3.32 575.5034 573.4877 601.5190
TG 52:4 TG 18:2_18:2 16:0 44 8.43 |[872.7702 | 872.7739 -4.24 575.5034 575.5034 599.5034
TG 20:4_16:0_16:0 8.54 872.7733 -3.55 551.5034 599.5034 599.5034
TG 52:4 TG 18:3_18:1_16:0 44 8.54 |[872.7702 | 872.7733 -3.55 577.5190 573.4877 599.5034
TG 18:1_18:1_16:1 8.61 874.7893 -4.00 575.5034 575.5034 603.5347
TG 52:3 TG 18:2_18:1 _16:0 46 8.76 | 874.7858 | 874.7900 -4.80 577.5190 575.5034 601.5190
TG 20:3_16:0_16:0 8.92 874.7889 -3.54 551.5034 601.5190 601.5190
TG 18:1_18:1_16:0 9.11 876.8069 -6.16 577.519 577.5190 603.5347
TG 20:2_16:0_16:0 9.32 551.5034 603.5347 603.5347
TG 52:2 48 876.8015 | 876.8051 -4.11
TG 18:2_18:0_16:0 9.32 579.5347 575.5034 603.5347
neidentifikovano 9.56 876.8051 -4.11
TG 18:1_18:0_16:0 9.71 579.5347 577.5190 605.5503
878.8202 -3.53
TG 52:1 TG 20:1_16:0_16:0 50 9.71 878.8171 551.5034 605.5503 605.5503
neidentifikovano 9.9 878.8208 -4.21
TG 18:0_18:0_16:0 10.36 579.5347 579.5347 607.5660
TG 52:0 52 880.8328 | 880.8368 -4.54
TG 20:0 16:0_16:0 10.36 551.5034 607.5660 607.5660
TG 18:2_18:1_17:1 8.69 886.7901 -4.83 589.5190 587.5034 601.5190
TG 53:4 45 886.7858
TG 18:2_18:2 17:0 8.88 886.7906 -5.39 589.5190 589.5190 599.5034
TG 18:1_18:1_17:1 9.04 888.8058 -4.84 589.5190 589.5190 603.5347
TG 53:3 47 888.8015
TG 18:2_18:1 _17:0 8.23 888.8055 -4.50 591.5347 589.5190 601.5190
TG 18:1_18:1_17:0 9.32 890.8219 -5.39 591.5347 591.5347 603.5347
TG 53:2 TG 18:2_18:0_17:0 49 9.6 890.8171 593.5503 589.5190 603.5347
890.8207 -4.04
TG 18:1_18:1_17:0 9.6 591.5347 591.5347 603.5347
TG 53:1 TG 18:1_18:0_17:0 51 10.22 [ 892.8328 | 892.8378 -5.60 593.5503 591.5347 605.5503
TG 547 TG 20:4 18:3 16:1 40 8.11 |894.7545 | 894.7545 0.02 571.4721 597.4877 621.4877
TG 18:2/18:2/18:2 8.46 896.7692 1.12 599.5034 599.5034 599.5034
TG 20:4 18:1_16:1 8.54 575.5034 597.4877 625.5190
TG 54:6 42 896.7702
TG 20:5_18:1_16:0 8.59 577.5190 597.4877 623.5034
896.7651 5.69
TG 20:4 18:2 16:0 8.59 575.5034 599.5034 623.5034
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr .
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z spr:gfel;(;st neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. u ztrata FA 1 | ztrata FA 2 | ztriata FA 3
hmoty
triacylglyceroly ¢
TG 54:6 TG 18:3_18:2 18:1 8.59 601.5190 599.5034 597.4877
TG 18:2_18:2 18:1 8.82 601.5190 601.5190 599.5034
898.7888 -3.34
TG 20:3 _18:1_16:1 8.85 575.5034 599.5034 627.5347
TG 20:4 18:1 _16:0 8.9 577.5190 599.5034 625.5190
TG 54:5 44 898.7858
TG 20:3_18:2 16:0 8.9 898.7892 -3.78 575.5034 601.5190 625.5190
TG 18:3_18:1_18:1 8.9 603.5347 599.5034 599.5034
neidentifikovano 9.01 898.7855 0.33
TG 18:2_18:1_18:1 9.15 900.8052 -4.11 603.5347 601.5190 601.5190
TG 20:4_18:0_16:0 9.21 579.5347 599.5034 627.5347
TG 22:4 16:0_16:0 9.34 551.5034 627.5347 627.5347
TG 54:4 46 900.8015
TG 20:2_18:2 16:0 9.34 900.8049 -3.77 575.5034 603.5347 627.5347
TG 18:2_18:2 18:0 9.34 603.5347 603.5347 599.5034
neidentifikovano 9.46 900.8055 -4.44
TG 18:1/18:1/18:1 9.5 902.8213 -4.65 603.5347 603.5347 603.5347
TG 20:2_18:1_16:0 9.72 577.5190 603.5347 629.5503
TG 54:3 TG 20:1 _18:2 16:0 48 9.72 [902.8171 | 902.8214 -4.76 575.5034 605.5503 629.5503
TG 18:2_18:1_18:0 9.72 605.5503 603.5347 601.5190
neidentifikovano 9.9 902.8184 -1.44
TG 20:1_18:1_16:0 10.1 577.5190 605.5503 631.5660
904.8381 -5.86
TG 54:2 TG 18:1_18:1_18:0 50 10.1 [ 904.8328 605.5503 605.5503 603.5503
TG 20:0 18:2 16:0 10.33 904.8366 -4.20 575.5034 607.566 631.566
TG 20:1_18:0_16:0 10.74 579.5347 605.5503 633.5816
TG 54:1 TG 20:0 18:1 _16:0 52 10.74 [ 906.8484 | 906.8527 -4.74 577.5190 607.566 633.5816
TG 18:1_18:0_18:0 10.74 607.5660 605.5503 605.5503
TG 20:0 18:0_16:0 11.47 579.5347 607.5660 635.5973
TG 54:0 54 908.8641 | 908.8691 -5.50
TG 18:0/18:0/18:0 11.47 607.5660 607.5660 607.5660
TG 55:3 neidentifikovano 49 9.99 [916.8328 [ 916.8364 -3.96
TG 55:2 neidentifikovano 51 10.64 [918.8484 | 918.8492 -0.87
TG 55:1 neidentifikovano 53 11.32 [ 920.8641 | 920.8637 0.43
TG 55:0 neidentifikovano 55 12.12 [ 922.8797 | 922.8818 -2.28
TG 56:9 neidentifikovano 38 841 |[918.7545 | 918.7505 4.37
TG 56:8 TG 22:6_18:2 16:0 40 8.72 [920.7702 | 920.7740 -4.16 575.5034 623.5034 647.5034
neidentifikovano 8.93 922.7847 1.19
neidentifikovano 9.06 922.7886 -3.03
TG 56:7 42 922.7858
TG 22:6_18:1 _16:0 9.1 577.5190 623.5034 649.5190
TG 22:5 18:2 16:0 9.1 575.5034 625.5190 649.5190
TG 22:4 18:2 16:0 9.27 575.5034 627.5347 651.5347
TG 56:6 44 924.8015 | 924.8043 -3.03
TG 20:4 18:2 18:0 9.27 603.5347 627.5347 623.5034
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr .
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z Sp[f:g::g“ neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. ztrata FA 1 | ztrata FA 2 | ztriata FA 3
hmoty
triacylglyceroly ¢
TG 22:5 18:1_16:0 9.33 577.5190 625.5190 651.5347
TG 56:6 44 924.8015
neidentifikovano 9.46 924.7975 433
neidentifikovano 9.62 926.8184 -1.40
TG 22:4 18:1 _16:0 9.74 926.8143 3.02 577.5190 627.5347 653.5503
TG 56:5 46 926.8171
TG 20:1 18:2 18:1 9.78 599.5034 629.5503 629.5503
TG 20:4 18:1 18:0 9.83 926.8215 -4.75 605.5503 627.5347 625.5190
TG 20:2 18:1_18:1 10.13 928.8309 2.01 603.5347 629.5503 629.5503
TG 56:4 neidentifikovano 48 10.21 [928.8328 | 928.8334 -0.68
neidentifikovano 10.33 928.8290 4.06
TG 20:1 18:1_18:1 10.52 930.8528 -4.73 603.5347 631.5660 631.5660
TG 56:3 50 930.8484
TG 20:1_18:1_18:1 10.75 930.8470 1.50 603.5347 631.5660 631.5660
TG 22:2 18:0_16:0 11.17 579.5347 631.5660 659.5973
TG 22:1 _18:1 _16:0 11.17 932.8679 -4.07 577.5190 633.5816 659.5973
TG 56:2 52 932.8641
TG 20:1 18:1 _18:0 11.17 605.5503 633.5816 631.566
TG 22:0 18:2_16:0 11.42 932.8651 -1.07 575.5034 635.5973 659.5973
TG 22:0 18:1 _16:0 11.88 577.5190 635.5973 661.6129
934.8839 -4.49
TG 56:1 TG 20:0_18:1 _18:0 54 11.88 |[934.8797 605.5503 635.5973 633.5816
TG 24:1 _16:0_16:0 11.97 551.5034 661.6129 661.6129
TG 56:0 neidentifikovano 56 12.68 |[936.8954 | 936.8943 1.17
TG 57:2 neidentifikovano 53 11.76 [ 946.8797 | 946.8798 -0.11
TG 58:9 neidentifikovano 40 9.19 [946.7858 | 946.7890 -3.36
TG 58:8 neidentifikovano 42 9.59 [948.8015  948.7983 3.34
TG 58:7 neidentifikovano 44 9.87 950.8167 0.42
neidentifikovano 10.26 952.8317 1.12
TG 58:6 neidentifikovano 46 10.35 [952.8328 [ 952.8341 -1.40
neidentifikovano 10.45 952.8329 -0.14
neidentifikovano 10.7 954.8448 3.77
TG 58:5 neidentifikovano 48 10.84 [ 954.8484 | 954.8480 0.42
neidentifikovano 10.87 954.8506 -2.30
TG 58:4 neidentifikovano 50 11.27 [956.8641 | 956.8630 1.15
TG 22:1 18:1_18:1 11.64 958.8798 -0.10 603.5347 659.5973 659.5973
TG 58:3 TG 24:1 _18:2 16:0 52 11.83 [958.8797 | 958.8769 2.92 575.5034 661.6129 685.6129
TG 22:0 18:2 18:1 11.88 958.8779 1.88 601.5190 661.6129 659.5973
neidentifikovano 12.33 960.8996 -4.37
TG 24:1 18:1_16:0 12.36 577.5190 661.6129 687.6286
TG 58:2 TG 22:0 18:1 18:1 54 12.36 [ 960.8954 | 960.8994 -4.16 603.5347 661.6129 661.6129
TG 24:0_18:2 16:0 12.36 575.5034 663.6286 687.6286
neidentifikovano 12.63 960.8931 2.39
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Piiloha D: pokracovani...

MS MS/MS
. .. acylové sloZeni tr .
nizev lipidu lipidu ECN [min] m/z m/z Sp[f:g::g“ neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. ztrata FA 1 | ztrata FA 2 | ztriata FA 3
hmoty
triacylglyceroly °
TG 58:1 neidentifikovano 56 13.15 [962.9110 | 9629113 -0.31
TG 60:11 neidentifikovano 38 9.4 970.7858 | 970.7855 0.31
TG 60:10 neidentifikovano 40 9.65 [972.8015 | 972.8062 -4.83
TG 60:9 neidentifikovano 42 10.12 [974.8171 | 974.8130 4.21
neidentifikovano 10.46 976.8318 1.02
TG 60:8 44 976.8328
neidentifikovano 10.58 976.8318 1.02
neidentifikovano 11.996 982.8798 -0.10
TG 60:5 50 982.8797
neidentifikovano 12.11 982.8788 0.92
TG 60:4 neidentifikovano 52 12.38 [ 984.8954 | 984.8909 4.57
neidentifikovano 12.81 986.9108 0.20
TG 60:3 54 986.9110
neidentifikovano 13.1 986.9096 1.42
TG 60:2 neidentifikovano 56 13.59 |[988.9267 [ 988.9251 1.62
TG 60:1 neidentifikovano 58 14.46 [990.9423 | 990.9487 -6.46
mastné Kyseliny ¢
FA 10:0 10 8.19 [172.1463 | 172.1705 -140.40
FA 12:0 12 8.97 [200.1776 | 200.2017 -120.24
FA 13:0 13 9.51 214.1933 | 214.2184 -117.28
FA 14:0 14 9.83 [228.2089 [ 228.2330 -105.47
FA 15:0 15 10.28 | 242.2246 | 242.2482 -97.51
9.88 254.2489 -95.66
FA 16:1 14 10.02 | 254.2246 | 254.2485 -94.09
10.22 254.2487 -94.88
FA 16:0 16 10.75 |256.2402 | 256.2646 -95.11
FA 17:1 15 10.41 |[268.2403 | 268.2647 -91.15
FA 17:0 17 11.23 [ 270.2559 | 270.2792 -86.29
67.97. 127 10.29 278.2487 -86.69
FA 18:3 12 278.2246
97.127.15Z 10.75 278.2460 -76.99
10.46 280.2648 -87.67
FA 18:2 14 280.2402
10.75 280.2652 -89.10
97 10.79 282.2799 -85.10
FA 18:1 112 16 10.94 | 282.2559 | 282.2800 -85.45
E 11.06 282.2798 -84.75
FA 18:0 18 11.72 | 284.2715 | 284.2959 -85.73
FA 19:0 19 12.14 [298.2872 | 298.3116 -81.87
FA 20:5 10 10.45 |[302.2246 | 302.2459 -70.54
FA 20:4 12 10.78 |[304.2402 | 304.2610 -68.27
FA 20:3 14 11.72 [ 306.2559 | 306.2777 -71.25
FA 20:2 16 11.38 [308.2715 | 308.2962 -80.03

117



Priloha D: pokracovani...

MS MS/MS
nézev lipidu acyl(;;/:i;lli)zem ECN [n?':n] m/ m/ Splf?é‘,el:l(;st neutralni neutralni neutralni
teoret. | experim. hmoty ztrata FA1 | ztrata FA2 | ztrata FA3
mastné kyseliny ¢

11.77 310.3116 -78.70
FA 20:1 18 310.2872

11.94 310.3120 -79.99
FA 20:0 20 12.72 [ 312.3028 | 312.3277 -79.63
FA 21:0 21 13.23 (3263185 | 326.3434 -76.37
FA 22:6 10 10.33 [ 328.2402 | 328.2626 -68.15
FA 22:5 12 10.88 [ 330.2559 | 330.2853 -89.08
FA 22:4 14 11.76 |[332.2715 | 332.2878 -48.97
FA 22:2 18 124 [336.3028 | 336.3275 -73.36
FA 22:1 20 12.82 [ 338.3185 | 338.3427 -71.59
FA 22:0 22 13.77 |340.3341 | 340.3586 -7190
FA 23:0 23 14.3 | 354.3498 | 354.3695 -55.65
FA 24:6 12 1091 [356.2715 | 356.2931 -60.54
FA 24:4 16 12.82 [ 360.3028 | 360.3242 -59.31
FA 24:1 22 13.93 |[366.3498 | 366.3750 -68.84
FA 24:0 24 14.85 |[368.3654 | 368.3907 -68.60
FA 26:0 26 15.95 [396.3967 | 396.4150 -46.17

steroly ¢

CHOL 9.4 369.3516 | 369.3531 -4.06

2 identifikovano na zakladé [M + Na]*

b identifikovano na zakladé [M + NH4]* pro MS a na zakladé fragmentu ((RC=0 + 74 + benzoyl]" se ztratou vody)
pro MS/MS

¢ identifikovano na zakladé [M + Na]® pro MS ana zakladé neutralni ztraty RCOOH + NH; z [M + NH4]*
pro MS/MS

4 identifikovano na zakladé fragmentu [M — 122 + H]*

DG ... diacylglyceroly, E ... trans, ECN ... ekvivalentni pocet uhlikovych atomt, FA ... mastné kyseliny,
CHOL ... cholesterol, MG ... monoacylglyceroly, MS ... hmotnostni spektrometrie, MS/MS ... tandemova
hmotnostni  spektrometrie, m/z ... pomér hmotnosti ku naboji, SE...sterol estery, ST ... steroly,
TG ... triacylglyceroly, Z ... cis
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Piiloha E: Tabulka vypoctenych koncentraci v nmol/ml pro lipidy identifikované ve vzorku séra a plazmy

pro zdravého a nemocného jedince s rakovinou

zdravy jedinec

nemocny jedinec s rakovinou

lil:;ﬁ;’:é lipid koncentrace [nmol/ml] koncentrace [nmol/ml]
sérum plazma sérum plazma
SE 27:1/14:0 34.83 30.40 13.72 47.63
SE 27:1/15:0 - 5.37 - -
SE 27:1/16:2 - - - -
SE 27:1/16:1 1645.32 839.40 1602.47 3464.26
SE 27:1/16:0 72435 661.07 300.33 849.03
SE 27:1/17:2 - - - -
SE 27:1/17:1 49.89 28.66 43.09 99.02
SE 27:1/17:0 - - - -
SE 27:1/18:4 50.60 23.56 7.35 12.65
1673.80 257.11 872.32 1614.79
SE 27:1/18:3
. 2218.55 1418.95 228.65 357.32
r SE 27:1/18:2 40114.29 24312.57 11855.00 40698.76
SE 27:1/18:1 10906.81 8495.87 4628.20 12089.09
SE 27:1/18:0 94.83 - 23.51 45.77
SE 27:1/20:5 4197.36 3990.00 540.33 1131.46
SE 27:1/20:4 13767.03 12049.61 4958.25 11320.42
SE 27:1/20:3 1338.33 503.45 630.68 1310.82
SE 27:1/20:2 8.70 3.32 2.29 4.72
SE 27:1/20:1 - - - -
SE 27:1/22:6 1323.30 2037.99 476.86 990.54
SE 27:1/22:5 78.29 42.83 21.82 24.24
SE 27:1/22:4 13.64 16.52 - -
MG 14:0 1.52 1.09 1.02 1.89
MG 16:1 2.81 0.73 2.14 6.05
MG 16:0 22.90 10.97 13.28 35.25
MG 17:1 - - - 0.22
MG 18:3 1.33 - - -
MG 18:2 32.39 7.20 9.44 26.31
MG"® MG 18:1 53.69 15.69 20.13 52.72
MG 18:0 2.96 5.06 2.53 395
MG 20:4 2.30 1.02 0.86 4.08
MG 20:3 - - - -
MG 20:1 - - - -
MG 22:6 0.55 0.53 0.31 1.76
MG 22:5 0.41 - 0.04 -




Piiloha E: pokracovani...

zdravy jedinec nemocny jedinec s rakovinou
lilt);?(;):é lipid koncentrace [nmol/ml] koncentrace [nmol/ml]
sérum plazma sérum plazma
DG 30:1 2.29 0.63 0.66 0.59
DG 30:0 9.28 3.93 3.80 3.38
DG 31:0 - 0.19 0.22 0.37
DG 32:3 0.86 - - -
DG 32:2 8.76 1.46 1.76 1.52
DG 32:1 39.64 8.91 22.23 12.70
DG 32:0 35.58 9.09 22.53 15.58
DG 33:2 0.72 0.14 - 0.24
DG 33:1 2.46 0.75 1.17 1.03
DG 33:0 - - 0.17 0.24
DG 34:4 - - 0.12 -
13.08 1.41 4.44 3.21
DG 34:3
9.09 1.27 0.94 0.54
DG 34:2 223.49 51.20 91.27 62.31
DG 34:1 384.12 91.38 174.62 102.43
DG 34:0 16.11 2.49 6.85 4.28
DG 35:3 0.69 - 0.17 -
DG 35:2 2.85 0.68 1.01 0.77
DG"® DG 35:1 2.18 0.56 0.89 1.11
DG 36:5 - 2.03 1.66 1.26
DG 36:4 83.01 11.96 17.07 12.58
DG 36:3 302.51 55.20 81.69 53.00
DG 36:2 178.38 40.20 65.78 59.09
DG 36:1 23.40 3.95 8.18 7.33
DG 36:0 1.83 0.54 0.88 0.56
DG 37:4 0.21 0.58 0.41 0.51
DG 37:3 0.52 0.09 0.20 0.30
DG 37:1 2.47 0.02 0.03 0.13
DG 38:6 591 1.05 1.18 1.08
DG 38:5 12.02 247 3.92 3.34
DG 38:4 6.07 1.04 1.79 0.46
DG 38:3 2.69 0.14 0.41 0.31
DG 38:2 36.61 14.39 20.39 14.15
DG 38:1 0.28 0.05 0.08 0.03
DG 40:7 5.15 2.12 1.52 1.32
DG 40:6 1.65 0.45 0.46 0.33
DG 40:5 0.72 0.18 0.33 0.17
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Piiloha E: pokracovani...

zdravy jedinec nemocny jedinec s rakovinou
lilt);?(;):é lipid koncentrace [nmol/ml] koncentrace [nmol/ml]
sérum plazma sérum plazma

TG 40:4 - - 0.05 0.13

TG 40:2 - - - -

TG 40:0 - - - -

TG 42:1 - 0.09 - -
TG 42:0 12.98 0.20 0.05 0.08
TG 44:2 0.18 0.09 0.11 0.08
TG 44:1 0.51 0.47 0.25 0.28
TG 44:0 0.16 0.11 0.08 0.21
TG 45:0 - 0.04 0.03 0.04

TG 46:3 0.18 - 0.11 -
TG 46:2 0.76 0.38 0.35 0.45
TG 46:1 3.62 1.71 2.04 1.87
TG 46:0 1.04 0.78 0.77 0.90
TG 47:2 - - - 0.01
TG 47:1 0.15 0.15 0.18 0.21
TG 47:0 0.06 0.08 0.07 0.09

TG 48:4 0.68 0.13 0.10 -
3.16 0.60 0.70 0.71

TG 48:3

0.23 0.15 - 0.06
TG® TG 48:2 12.52 430 8.38 7.18
TG 48:1 20.46 7.68 16.84 15.37
TG 48:0 5.68 2.34 5.43 4.59

TG 49:3 - - 0.08 -
TG 49:2 27.10 26.27 24.62 27.31
TG 49:1 0.77 0.62 1.02 0.89
TG 49:0 0.14 0.08 0.11 0.09

TG 50:5 0.42 0.11 0.06 -
TG 50:4 7.59 228 2.60 2.10
TG 50:3 38.15 11.65 23.14 20.65
TG 50:2 95.81 32.83 94.19 86.93
TG 50:1 68.64 35.44 76.87 79.12
TG 50:0 5.09 1.18 2.37 2.13

TG 51:5 - - - -

TG 51:4 0.23 0.11 - -
TG 51:3 2.34 0.94 1.14 0.84
TG 51:2 4.44 1.96 4.15 3.00
- 0.25 0.49 0.39

TG 51:1

1.14 0.48 0.95 0.82

TG 51:0 0.06 - - -
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Piiloha E: pokracovani...

zdravy jedinec nemocny jedinec s rakovinou
lilt);?(;):é lipid koncentrace [nmol/ml] koncentrace [nmol/ml]
sérum plazma sérum plazma
TG 52:6 2.40 2.40 0.42 0.12
6.20 6.20 2.35 2.54
TG 52:5
18.69 18.69 - -
TG 52:4 123.86 123.86 39.37 48.92
TG 52:3 303.28 303.28 126.98 165.84
TG 52:2 342.80 342.80 181.91 255.92
TG 52:1 36.13 36.13 9.49 22.80
TG 52:0 1.57 1.57 0.17 0.38
TG 53:4 1.05 1.05 - 0.24
1.09 1.09 0.39 0.78
TG 53:3
1.98 1.98 0.40 0.67
TG 53:2 2.90 2.90 0.88 1.51
TG 53:1 0.24 0.24 - 0.09
TG 54:7 2.87 2.87 - 1.76
TG 54:6 35.43 35.43 7.11 10.05
TG 54:5 67.50 67.50 17.95 22.47
TG 54:4 108.19 108.19 31.67 44.75
5.59 5.59 3.06 3.47
TG 54:3 85.85 85.85 29.11 54.39
TG® 41.71 41.71 10.36 15.98
TG 54:2 35.88 35.88 10.29 20.62
TG 54:1 2.47 2.47 0.26 1.17
TG 54:0 0.17 0.17 - 0.04
TG 55:3 0.07 0.07 0.02 0.06
TG 55:2 0.10 0.10 0.03 0.05
TG 55:1 - - - -
TG 55:0 - - - -
TG 56:9 0.88 0.88 - 0.01
TG 56:8 - - - -
- - 0.86 -
TG 56:7
9.31 9.31 6.65 4.58
6.24 6.24 223 2.88
TG 56:6
14.28 14.28 7.19 343
TG 56:5 12.03 12.03 3.96 4.71
TG 56:4 3.16 3.16 0.69 1.24
1.56 1.56 0.44 0.69
TG 56:3
0.51 0.51 0.05 0.12
TG 56:2 0.64 0.64 0.16 0.29
TG 56:1 0.12 0.12 - -
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Piiloha E: pokracovani...

zdravy jedinec jedinec s rakovinou
lil:;ﬁ;’:é lipid koncentrace [nmol/ml] koncentrace [nmol/ml]
sérum plazma sérum plazma
TG 56:0 - - - -
TG 57:2 - - - -
TG 58:9 0.88 0.99 - -
TG 58:8 2.35 1.04 0.90 0.74
TG 58:7 1.39 0.39 0.46 0.35
0.37 0.13 0.16 0.12
TG 58:6
0.56 0.16 0.15 0.11
TG 58:5 0.19 - 0.08 0.06
TG 58:4 0.08 0.09 0.01 -
TG 58:3 0.07 - 0.02 0.01
TG" TG 58:2 0.08 - 0.03 -
TG 58:1 0.05 - - -
TG 60:11 0.11 0.08 - -
TG 60:10 - - - -
TG 60:9 - - - -
TG 60:8 - - - -
TG 60:4 - - - -
TG 60:3 - - - -
0.01 0.004 - -
TG 60:2 0.03 - - -
TG 60:1 - - - -
FA 10:0 2.04 5.89 9.46 12.26
FA 12:0 2.33 6.30 3.99 5.65
FA 13:0 - - - -
FA 14:0 8.53 145.38 3.99 42.51
FA 15:0 8.53 25.56 4.03 15.16
FA 16:1 2.89 340.76 29.80 45.71
FA 16:0 214.51 1104.12 568.05 636.77
FA 17:1 1.50 71.26 1.16 5.45
FA 17:0 - 27.56 3.63 5.02
FA°
FA 18:3 0.64 9.00 0.59 1.24
FA 18:2 9.21 326.73 33.87 33.26
84.38 3443.47 325.36 392.39
FA 18:1
- 289.93 - -
FA 18:0 171.70 506.81 278.57 281.40
FA 19:0 - 2.19 0.38 -
FA 20:5 3.52 133.56 14.58 13.88
FA 20:4 8.25 517.86 39.87 46.66
FA 20:3 391 19.51 6.99 6.61
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Piiloha E: pokracovani...

zdravy jedinec jedinec s rakovinou
lil:;ﬁ;’:é lipid koncentrace [nmol/ml] koncentrace [nmol/ml]
sérum plazma sérum plazma
FA 20:2 - 8.04 - -
FA 20:1 1.94 57.40 4.61 5.66
FA 20:0 2.33 11.18 3.74 3.69
FA 21:0 - - - -
FA 22:6 - 0.78 1.00 0.98
FA 22:5 - - 0.15 0.28
FA 22:4 - 8.07 - -
FA 22:2 - 0.60 0.59 -
FA ¢
FA 22:1 78.42 183.58 162.55 80.62
FA 22:0 2.61 6.51 4.39 321
FA 23:0 - 0.78 0.60 0.59
FA 24:6 - - - -
FA 24:4 12.80 33.96 25.65 11.75
FA 24:1 1.03 1.86 1.72 1.10
FA 24:0 - - - -
FA 26:0 0.47 - 0.88 0.95
ST ¢ CHOL 1050.92 1296.45 783.85 832.52

hodnoty koncentraci jsou vypocteny z ploch pik,
jeho intenzita byla pfili§ nizka

2 plocha pod [M + Na]*

b plocha pod [M + NH4]*

¢ plocha pod [M — 122 + H]*

"

znamena, ze program LDA tento signal nezaznamenal, nebot’

DG ... diacylglyceroly, FA ... mastné kyseliny, CHOL ... cholesterol, MG ... monoacylglyceroly, SE ... sterol

estery, ST ... steroly, TG ... triacylglyceroly
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