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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva izomerii lipidd, jejich roli v riznych onemocnénich
a metodami pro jejich detekci v biologickych vzorcich. V prvni kapitole jsou shrnuty
zakladni informace o lipidech a jednotlivych izomeriich. Druha kapitola je zaméefena
na popis jejich dulezitosti v souvislosti s konkrétnimi onemocnénimi. Analytické
moznosti pro rozliSeni jednotlivych typl izomert lipidil jsou finaln€ shrnuty v tieti
¢asti, v které jsou diskutovany principy zalozené na chromatografické separaci, na
iontové mobilitni spektrometrii a tandemové hmotnostni spektrometrii véetné vyuziti

derivatizacnich reakci.
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Lipid isomers and analytical options for their distinguishing

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with lipid isomers, their role in various diseases and
methods for their detection in biological samples. The first chapter summarizes basic
information about lipids and individual lipid isomers. The second chapter is focused
on the description of their importance in connection with specific diseases. Analytical
options for the distinguishing individual types of lipid isomers are finally summarized
in the third chapter, in which principles based on chromatographic separation, ion
mobility spectrometry, tandem mass spectrometry, and derivatization approaches are

discussed.
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UvVoD

Lipidomika je rychle se rozvijejici obor zabyvajici se studiem lipidi a jejich reakcemi
v biologickém systému. Samotné lipidy se hojné vyskytuji t¢émét ve vSech organismech, jelikoz
jsou soucasti bunéénych membran, riznych tkani, télnich tekutin atd. S vyvojem novych
technologii, zejména v oblasti tandemové hmotnostni spektrometrie a iontové mobility, se
objevuji nové moznosti pro analyzu lipida a jejich slozitych struktur véetné rozliSeni jejich
izomerie. Komplexni lipidomicka analyza a detekce konkrétnich izomerG by mohla pomoci
pochopit biochemické mechanismy probihajici v souvislosti s vyskytem nékterych zavaznych
onemocnéni jako jsou napiiklad diabetes mellitus, kardiovaskuldrni choroby, rakovina atd.
Nové poznatky mohou pfispét k preventivnim opatienim v dieté, vyvoji novych 1éCiv a objevu
vhodnych biomarkert, které by mohly pomoci detekovat choroby spojené s pozménénym
metabolismem lipid ve v€asném stadiu, coz by umoznilo zahajeni 1écby diive nez se nemoc

rozvine do tézko lécitelné formy.
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1 Lipidy a jejich izomerie

Lipidy jsou chemickeé latky, které se podili na fad¢ biologickych funkci. Je mozné je nalézt
naptiklad v bunécnych membréanach, kde tvoii fosfolipidovou dvojvrstvu. Amfifilni fosfolipidy
jsou v ni uspotadany tak, ze polarni ¢ast (hydrofilni) v obou vrstvéach je orientovana smérem
ven a nepoldrni (hydrofobni) fetézce acylli jsou uvnitt membrany. Kromé fosfolipidi lze
v bunkach najit i dalsi kategorie lipida (sfingolipidy, glykosfingolipidy, cholesterol), které plni
dalsi funkce, napt. bunéénou signalizaci, regulac¢ni funkce (snizovani ¢i zvySovani propustnosti
membrany), atd. Lipidy také slouzi jako zdsobni zdroj energie pro organismus. Tuto funkci plni
zejména triacylglyceroly (TG), pfi jejichZ metabolismu (odbouravani) dochazi k uvolnéni
zna¢ného mnozstvi energie.

Lipidy jako takové jsou velmi strukturné rozmanité slouceniny, obecn¢ je rozdélujeme na
“jednoduché” a “slozené”. Oznacenim jednoduché lipidy se rozumi, Ze pii hydrolytické reakci
poskytuji maximalné dva typy produktli, naopak slozené lipidy poskytuji pti hydrolytické
reakeci tfi a vice produktii.

Védni obor zabyvajici se studiem lipidi a jejich biochemickych drah v biologickych
systémech se nazyva lipidomika a poskytuje poznatky o mnoha fyziologickych ¢innostech
lipidii v organismech a onemocnénich spojenych s dysregulovanym metabolismem lipidi,
napt. diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni, rakovina, neurodegenerativni
onemocnéni, atd. Jednd se pomérné o mladou védni disciplinu, ktera se bleskové rozviji
v souvislosti s dneSnim neustalym vyvojem v I¢kafstvi, analytick¢é chemii a informacnich
technologiich. Ve vyzkumu se pracuje s obrovskymi kvanty dat, které poskytuji informace o
zménach jak obsahu lipidd, tak o slozeni jednotlivych tfid. V praxi to vypada tak, Ze pfi
lipidomické analyze dochazi k identifikaci jednotlivych lipida v ramci riznych lipidovych tfid,
jejich kvantifikaci a ptipadné 1 studiu jejich interakci s ostatnimi slou¢eninami.

Lipidy rozdélujeme do zdkladnich osmi kategorii podle jejich zakladnich stavebnich
kamentl, a to na glycerolfosfolipidy, glycerolipidy, mastné acyly, steroly, sfingolipidy, prenoly,
polyketidy a sacharolipidy. Ty se dale d¢€li na lipidové tfidy a podttidy, pro které byl navrzen
spolecny zplusob rozdé€leni dle chemické struktury jednotlivych lipidi a byl stanoven
dvanactimistny identifikator. Celkova klasifikace je k nalezeni on-line na strankdch LIPID

MAPS, kde je zaznamenano okolo 44 tisic jednotlivych lipida (https:/www.lipidmaps.org).

Podle nékterych zdroju toto ¢islo nemusi byt zdaleka konec¢né a spekuluje se o mnozstvi pies

100 tisic slou¢enin. [1-234]
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Obrazek 1 — Priklady struktur lipidii reprezentujici jednotlivé kategorie lipidii

Na obrazku jsou znadzornény reprezentativni struktury pro jednotlivé kategorie lipida, kde
oznaceni ,,R1“ symbolizuje pfipojeny mastny acyl, ktery je dlouhy zhruba 14-26 uhliki
(typickd délka pro lipidy v lidském organismu) a obsahuje vétSinou 0 az 6 dvojnych vazeb
v zé&vislosti na jeho délce. Jednotlivé lipidy se ¢asto vyskytuji ve vice izomernich formach, tzn.
maji stejné sumarni vzorce (soucet protonti a neutrontl je tedy pro tyto slouceniny stejny), ale

jejich strukturni uspotadani je odlisné.
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Jednotlivé orientace neboli izomery délime na konstitu¢ni a konformacni (viz nize). Déle
se v lipidomice setkdvame s pojmy izobaricky lipid a izotop lipidu. Izobary lipidi maji stejnou
nominalni hmotnost, ale 1i$i se pfesnou hmotnosti, tzn. soucet protonll a neutrond se pro né lisi.
Vzhledem k tomu, Ze se lipidy skladaji prevazné z prvki, které obsahuji vice nez jeden izotop,
napt. uhlik m4 izotopy '2C (98,9 %) a *C (1,1 %), kyslik ma izotopy '°O (99,8) a 80 (0,2 %),
atd.), tak ma 1 kazdy lipid urcity pocet izotopti. Kazdy lipid ma tedy monoizotopickou hmotnost
(Mmono), ktera je doprovazena hmotnosti dalSich izotopti (Mmonot1, Mmonot2, Mmono +3, atd.),

jejichZ pocet a intenzita se méni v zavislosti na daném elementarnim sloZeni.

1.1 Konstitu¢ni izomery
Konstitu¢ni izomery se li§i pofadim atomi ve slouceniné a umisténim nasobnych vazeb.

RozliSujeme je na izomery fetézcové, polohové, skupinové (funkeni) a tautomery.

1.1.1 Retézové izomery
Retézové izomery jsou latky, které maji odlisné délky fetézce. Tim padem mohou
obsahovat rizné vétveni jako u piikladu 13-methyltertradekanové kyseliny a 12-

methyltetradekanové kyseliny (viz obrazek 2).

CHj;

)\/\/\/\/\/\/COOH COOH
H,C HyC

13-methyltertradekanova kyselina CHy 12-methyltetradekanova kyselina

Obrazek 2 — Priklad retézové izomerie dvou vetvenych mastnych kyselin

1.1.2 Polohové izomery

Pro polohové izomery je charakteristické rozdilné umisténi dvojné vazby. U
nenasycenych uhlovodikl obsahujici dvojnou vazbu dochézi k ¢asté migraci dvojné vazby. U
triacylgylerolli se krom¢ polohy dvojnych vazeb v jednotlivych mastnych acylech mohou
vyskytovat i dal§i izomerie souvisejici s polohou na glycerolu, pfi¢emz nazvoslovi je ur¢ovano

podle stereo-specifického umisténi pozic (viz. obrazek 3).

16



)

R1=sn1 —P» A G
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R3 R1

R3 =sn3 >c d

Obrazek 3 — Ukdzka moznych polohovych izomert pro molekuly tryacylglycerolit

1.1.3 Tautomerie

Tautomery jsou izomery, které vznikaji zménou umisténi dvojné vazby a atomu vodiku H,
poptipadé protonu. Jednotlivé tautomery mezi sebou velmi rychle a ochotné pfechazi. Jednim
z typl tautomerie je napiiklad keto/enol tautomerie. U ni je charakteristické, Ze enolova forma
je mnohem nestabilngj$i nez keto forma, nicméné jednotlivé zastoupeni zalezi na pH.

Cim je pH vys$si, tim je vice upfednostnéna keto forma.

0 CHs o CH,

OH

o) O

a oy

CHs CHs
Obrazek 4 — Ukdzka tautomerie

1.1.4 Skupinova izomerie
Skupinova neboli funk¢ni izomerie se vyznacuje opét stejnym sumarnim vzorcem, ale

jeji slozeni, konkrétné funkéni skupina, je ovSem rozdilné viz obrazek 4 — Tautomerie.
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1.2 Konfiguraéni izomery
Prostorové izomery neboli konfiguracni €i stereoizomery, maji stejné konstitu¢ni slozeni,
ale lisi se prostorovym uspoiddanim. Prostorové izomery dale délime na konformacni,

geometrické a optické.

1.2.1 Konformacni izomery
Konformacni izomerie rozliSujeme na zékrytovou a nezakrytovou konformaci. Vznika
pomoci rotace kolem jednoduché vazby. Je to prostorové usporadani rtiznych verzi molekul

stejné slouceniny. !

OH OH
H OH HO H
H H H H
CH,OH CH,OH
o
H H
H OH HO -
HO - H OH
CH,0H CH,0H
B
H H
B OH HO H
H OH HO H
CH,OH CH,OH

Obrazek 5 — Ukdzka konformacni izomerie (Prevzato z [6])

1.2.2 Geometrické izomery

Geometrické izomery rozliSujeme cis a trans neboli po staru ,,zidlicka“ a ,,vanicka“. Na
rozdil od konformacnich izomert, zde neni moznost rotace kolem vazby, jelikoz zde uz neni
vazba jednoduchd, ale dvojnad. Na obrazku 6 je mozné vidét kyselinu linolovou se dvéma
vazbami v cis uspofadani na 9 a 12 uhliku. Poté je na obrazku znazornéna kyselina
cis-trans-oktadeka-9,11-dienova, z jejiz ndzvu je mozné vycist uspotfadani cis dvojné vazby na
9 uhliku a trans uspotfadani vazby na 11 uhliku.

Na posledni struktufe je vidét kyselina trans-oktadek-11-enova, ktera obsahuje jednu

dvojnou vazbu v uspotradani trans.
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Obrdazek 6 — Ukdzka cis/trans izomerie

1.2.3 Opticka izomerie

Optické izomery se rozliSuji na R- a S-, pfipadné D- a L- izomery. Coz znamena, ze dana
skupina izomert se liS§i v umisténi dané funkcéni skupiny na chirdlnim atomu, ktera je bud’
vpravo, anebo vlevo. Na obrazku 7 je pro ptiklad zvolen obecny triacylglycerol, ktery mize na
sob¢€ mit navazané celkem tfi rizné acylové skupiny. Pro tento ptiklad bude zvoleno A, B a C.
Celkem pfi této situaci mohou vzniknout tfi pary enantiomert, a kromée toho jesté tii polohové
izomery. Samotné enantiomery maji Uplné stejna hmotnostni spektra, a proto je od sebe nelze
jednoznacéné rozlisit. Pro jejich rozliSeni existuje n¢kolik moznosti, které budou diskutovany

v kapitole 3.
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Obrazek 7 — Ukazka chiralnich izomerii pro molekuly tryacylglycerolii
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2 Biologicka diilezitost lipidovych izomerii

Lipidy se vyskytuji ve vSech bunécnych organismech a maji mnoho funkci. Zména urc¢itého
patologického stavu (napt. zdravi organismus / nemocny organismus) ma za nasledek kaskadu
biochemickych reaket, které vedou ke zménam lipidového profilu v tkdnich i télnich tekutinach.

Mezi pozorovanymi zménami mohou byt i koncentra¢ni zmény konkrétnich izomeri
lipidi. V této kapitole jsou uvedeny vybrané piiklady z literatury, kde autofi popisuji vliv
lipidovych izomeri ve vyzivé na rozvoj vybranych onemocnéni a ptipadné popisuji jejich
koncentracni zmény v lidském nebo zvifecim organismu v souvislosti s témito konkrétnimi

onemocnénimi.

2.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus neboli cukrovka je chronické, metabolické, autoimunitni onemocnéni,
které¢ se projevuje hyperglykémii, kterd vznikd CasteCnou nebo uplnou poruchou sekrece
inzulinu ze slinivky. Konkrétn¢ postihuje B-buniky Langerhanzovych ostravki, které jsou
zodpovédné za produkci inzulinu. Coz je hormon, ktery pomaha Stépit cukry a snizovat tak
mnozstvi glukézy v krvi (3,5 - 5,5 mmol/l). Toto onemocnéni ma dva zakladni typy: diabetes
I. typu a II. typu. Prvni typ onemocnéni je vrozeny, projevuje se obvykle od détstvi ¢i dospivani
a spociva v autoimunitni reakci téla, kdy T-lymfocyty napadaji B-bunky v pankreatu a
v dtsledku zaniku Langerhanzovych ostrivki dochazi k iplnému nedostatku inzulinu. Druhy
typ diabetu je mnohem ¢astéjsi, rozviji se pozvolna a vyskytuje se u 90 % piipadi. Vznik tohoto
onemocnéni je zejména spojen s dlouhodobym nadmérnym energetickym piisunem, obezitou

a narustajicim vékem.

2.1.1 Antioxidac¢ni a protizanétlivy ucinek konjugovanych izomeri kyseliny linolenové
proti streptozotocinem indukovanému diabetu
Cilem této studie!¥ bylo zhodnoceni G¢inku kyselin a-eleostearové a punicické. Jedna se
o izomery konjugované kyseliny linolenové (CLnA), které plisobi proti oxidativnimu stresu,

zanétim a aberacim na erytrocytech zptisobenych praveé diabetem.
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Obrazek 8 - Struktury kyselin punicické a alfa-eleostearové

Experiment spocival v tom, Ze se sledovaly celkem Ctyti skupiny po osmi samcich albinti
potkana z kmene Charles Foster, kteti vazili v rozmezi 120-130 gramt. Prvni skupina byla tzv.
kontrolni neboli bez vnéjsiho vlivu. U druhé, tteti a ctvrté skupiny byl vyvolan diabetes pomoci
tfidenni série injekci, které obsahovaly streptozotocin (STZ). Jedna tato davka obsahovala 60
mg/kg STZ rozpusténych v citratu sodném. U tieti skupiny bylo kromé injekci STZ ptiddvano
mnoZstvi 0,5% kyseliny o-eleostearové jednou denné. Ctvrté skupiné bylo per oralné (ustng)
podavano stejné mnozstvi kyseliny punicické ve stejném casovém intervalu jako u tfeti skupiny.
Po tfidenni sérii injekci STZ méli potkani 2., 3. a 4. skupiny glykémii okolo 3000 mg/l
v disledku uplné destrukce PB-bunék v pankreatu. U tieti a ¢tvrté skupiny bylo zjisténo
vyznamné sniZeni oxidativniho stresu a obnovily se protizanétlivé a antioxida¢ni enzymy jako
napiiklad superoxid bismutaza, kataldza a glutationperoxidaza diky davkam izomerti CLnA.
Bylo pozorovano i snizeni koncentrace glutationu a lyza erytrocytt v krvi. Z analytického testu
antioxidacni sily redukce Zelezitého iontu krevni plazmy bylo zjisténo, ze 1é€ba pomoci CLnA
zpusobila zlepSeni oproti 2. skupiné€ s diabetem. Nicméné po preruseni podavani CLnA doslo
u danych jedinct ke zhorSeni jejich stavu.

Zavérem je, ze CLnA vykazovaly po dobu 1é¢by silné antioxidacni a protizanétlivé
ucinky. Konkrétné kyselina punicickd méla protizanétlivé uinky diky vys$Simu obsahu cis-
vazeb, a naopak kyselina a-eleostearovd méla vyssi antioxidacni €inky pravé kvili vysSimu

obsahu trans-vazeb. !

2.2 Kardiovaskularni onemocnéni

Mezi nejcastéjsi kardiovaskularni onemocnéni se tadi ischemicka choroba srde¢ni
(ICHS), kterd se vyznacuje nedostatecnym okyslicenim srdce. ICHS patii mezi nejcastéjsi

pfic¢iny smrti v ,civilizovanych® zemich a mtze byt chronického nebo akutniho charakteru.
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Prvni moznosti je tzv. Angina pectoris neboli ndmahova srde¢ni bolest, kterd se projevuje
sviravou bolesti na hrudi, kterd polevuje bud’ v klidovém stavu nebo po davce nitroglycerinu.
Akutni varianta ICHS je infarkt myokardu, coZ je nevratné, loZiskové, nekrotické poskozeni
zpusobené neodkrvenim srde¢niho svalu. Projevuje se dlouhotrvajici silnou bolesti na hrudi, na
pazi i krku. Muize se projevit pii ndmaze, roz¢ileni, ale nejcastéji v klidu.

Podil na ICHS ma mimo jiné i vyziva. Soucasti potravy, kterou piijimadme jsou mastné
kyseliny. Ty se rozdé€luji na nasycené a nenasycené. Nasycené znamena, zZe neobsahuji zadné
dvojné vazby. Mezi né€ se naptiklad fadi kyselina méselnd, palmitova, stearova, arachidova, atd.
kyseliny, které pravé obsahuji minimélné¢ jednu dvojnou vazbu. To zapfiCifiuje existenci
jednotlivych izomerii. Mezi nenasycené mastné kyseliny se fadi naptiklad kyselina olejova,
linolové, linoleovd, arachidonovd atd. Tyto izomerie jsou spojeny s diabetem a

kardiovaskularnimi nemocemi.

2.2.1 Efekt izomeri kyseliny olejové a linolové na vyskyt ischemické srde¢ni choroby
Tato studie se zaméfila na hypotézu, ze trans-izomery kyseliny olejové a linolové zvysuji
riziko néhlé srde¢ni smrti v dasledku ischemické choroby srdecni.

COOH

kyselina olejova

kyselina linolova

CHj

CHs

Obrazek 9 - Struktury kyselin olejové a linolové

Celkovy podil jednotlivych trans-izomerii kyselin olejové a linolové byl v tukové tkani
subjekt stanoven pomoci plynové a kapalinové chromatografie. Primérny podil celkovych
trans-mastnych kyselin (C18:1 a C18:2) byl vyznamné nizsi [2,68 % (0,08)] nez u zdravych
jedinct [2,86 % (0,04); p<0,05]. Vyskyt trans-izomert C18:1 byl celkem u 2,1 % (0,7) ptipada
ve srovnani se zdravymi jedinci [2,27 % (0,04); p<0,05]. Podil vSech trans-izomera kyseliny
linolové byl 0,58 % (0,02) ve srovnani se zdravymi jedinci, kteti méli 0,59 % (0,01; p=0,98).
Odhadované riziko nahlé srdecni smrti ve spojeni s trans-izomery mastnych kyselin C18:1 a

C18:2 se dohromady vyznamné neliSilo od 1,0 ve vztahu k rozloZeni u zdravé populace.
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Vysledkem byl zavér, ze nebyl celkove prokdzan vztah mezi kombinaci trans-izomera
kyselin olejové a linolové a nahlou srde¢ni smrti. Jediny faktor, ktery ztstal spojen s ndhlou
srde¢ni smrti bylo koufeni. Nicméné€ samostatné trans-izomery kyseliny olejové byly negativné
spojeny s nahlou srde¢ni smrti, naopak u frans-izomeri kyseliny linolové nebyly Zzadné

prokazatelné souvislosti. [

2.3 Rakovina

Rakovina je systémové onemocnéni, pii kterém v postizeném orgénu nebo organech
dochdzi k nekontrolovatelnému mnoZeni bunck a vzniku nédord. Samotné nadory si lze
ptedstavit jako vyrustek, ztvrdlinu, poptipadé barevné odlisnou ¢ast daného organu. Déli se na
benigni neboli nezhoubné (zlstavaji v misté¢ vzniku) a maligni neboli zhoubné, které jsou pro
organismus nebezpecné, protoze se dokazou S§ifit do téla pomoci krve nebo lymfatického
systému. Diagnoza ve vétSine piipadii zavisi na biopsii a nasledném histopatologickém
vysetteni. 1% Pozornost se sméfuje i na vyvoj metod, které by pomohly k diagnéze rakoviny
na zéklad¢ analyzy krevnich vzorkti pomoci koncentra¢nich zmén pro urcité slouc¢eniny, napf.
specifickych lipida. !

Lipidy tvofi u eukaryotickych bunék zhruba 50 % buné&né hmoty ['2 a koncentra¢ni
zmény lipidi v krvi byly popsany v souvislosti s riznymi typy rakoviny, napf. duktalni
adenokarcinom pankreatu [*], svétlobunéény renélni karcinom ¥, rakovina prsu a prostaty. [°]
Uvedena prace popisuje koncentra¢ni zmény lipida nejvysSe na trovni lipidii rozliSeni mastnych
acyld, avSak nezaméfuji se na rozliSeni dvojnych vazeb, cis/trans izomerii apod. Tyto dalsi
strukturni informace by vSak mohly zlepSit pohled na danou problematiku a zpfesnit tak

biologické hypotézy spojenymi s témito dysregulacemi.

2.3.1 Hmotnostné spektrometrické zobrazovani izomeri lipidi v tkani karcinomu
prostaty

Jako ptiklad toho, Ze rozliSeni izomert lipidi poskytuje dilezité informace, 1ze uvést

praci australskych védct, ktefi zkoumali lipidové sloZeni v tkanich pacientli s karcinomem

[16]) celosvétoveé &tvrtym nejéastéj$im nadorovym onemocnénim. U7V této praci se

prostaty
autofi zamé&fuji prave na rozliSeni polohy dvojnych vazeb u konkrétnich lipidl a popisuji jejich
koncentracni zmény napii¢ nadorovou a okolni nenapadenou tkéni s vyuzitim hmotnostné

spektrometrického zobrazovani a ozonolyzy, ktera bude blize diskutovana v kapitole 3. 18]
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Pti sledovani membranového lipidu fosfatidylcholinu 34:1 (PC) byla zjisténa vysoka pozitivni
korelace mezi izomerem PC n-9 a epiteliarnimi buitkami z potencialnich prednddorovych 1€z,
zatim co hojnost izomeru PC n-7 korelovala s infiltraci imunitnich bun¢k a zanétem.

Zavérem bylo zjisténi, ze do budoucna by mohly metody obsahujici hmotnostni
spektrometrii pomoci s rozliSovanim izomert a tim padem i pomoci patologim s diagnostikou

rakoviny prostaty a stratifikaci pacientd. °]
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3 Analytické moznosti pro rozliSeni lipidovych izomerii

Lipidomika v poslednim desetileti zaznamenala rostouci zajem, protoze lipidy jsou
povazovany za biologicky aktivni slouceniny, které maji v lidském téle (organismu) mnoho
funkci. Jsou hlavni formou zésobni energie u savcl, zdrojem nebo uloZiSt€ém vitaminQ
rozpustnych v tucich a esencidlnich mastnych kyselin, biologickych membran nebo ptsobi jako

(20-221 Extrémni strukturni rozmanitost lipidii v redlnych biologickych

bunécna signalizace.
vzorcich pfedstavuje vyzvu pro analytické techniky pouzivané pii lipidomické analyze
vzhledem k velkym rozdilim ve fyzikalné-chemickych vlastnostech jednotlivych druhd.
V soucasné dobé se v lipidomice vyuzivaji rizné strategie, které jsou zalozené bud’ Cisté¢ na

hmotnostni spektrometrii nebo jeji kombinaci s chromatografickymi technikami. [23-2°]

3.1 RozliSeni izomeri lipida s vyuzitim separacnich technik

V minulosti se cCasto pozivala k analyze lipida tenkovrstva chromatografie, ale
v soucasnosti se hlavné pouziva pro preparativni izolaci vybranych lipidii nebo tfid lipidd.
Plynovd chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) je technika
zavedena pro analyzu metylestertt mastnych kyselin po trans esterifikaci lipidi, ktera poskytuje
informace o slozeni mastnych kyselin vSech zmydelnitelnych lipida, ale dalsi strukturni

informace neposkytuje. 2%

Kli¢ovou analytickou konfiguraci v lipidomice je spojeni
hmotnostni spektrometrie s kapalinovou (LC/MS) nebo superkritickou fluidni chromatografii
(SFC/MS). 2527281 Hlavni vyhodou LC-MS pro lipidomickou analyzu je jeji §iroka Skéla
separacnich rezimi, které za konkrétnich podminek dokdzou rozliSit razné izomerie lipidi.
Nejrozsifen&j$im rezimem je LC s obracenymi (reverznimi) fazemi (RP-LC), ktera je schopna
poskytovat komplexni separaci na zakladé délky acylového fetézce, poctu dvojnych vazeb a je

i. 2939V RP-LC je mozné vyuzit

schopna rozlisit i geometrické izomery, napf. cis/trans izomeri
1 bezvodé mobilni faze (NARP) podobné jako v chromatografii s normalnimi fazemi, coz se
vyuziva pro ucinnou separaci nepolarnich lipidi jako jsou acylglyceroly. Dalsi specialni
separa¢ni mod, ktery se v lipidomice vyuziva, a to pro rozliSeni polohy a po¢tu dvojnych vazeb,
je argentacni chromatografie, ktera vyuziva stiibrnych iontd zakotvenych v polarni stacionarni
fazi. Y Naopak pro separaci tiid lipid na zakladé polarnich funkénich skupin je vhodna
kombinace MS s hydrofilni kapalinovou chromatografii (HILIC), ktera dokéaze rozdélit
izomerie prave v této polarni ¢asti (napf. lactosylceramidy od digalyctosylceramidi apod.), ale

nedokaze rozdélit izomerie piitomné v nepolarnich fetézcich. %
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Soucasnym trendem v LC je pouZivani ¢astic o velikosti pod 2 um a ultra-vysokych
pracovnich tlakli pfevySujicich 1000 bar (ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie;
UHPLC), coz vede ke zvySeni rychlosti separace a u¢innosti separace. Dalsim popularnim
nastrojem je pouziti dvourozmérné (2D) LC, kdy lze spojit dvé chromatografické metody
s ortogonalni selektivitou a zajistit tak vys$si kapacitu piki v online >3 nebo off-line 32! rezimu.
Velky potencial ukazuje ultra vysokouc¢innd chromatografie se superkritickou kapalinou
(UHPSFC). Ta se pouziva pro separaci a kvalifikaci lipidovych tfid jak u nepolarnich, tak

polarnich smési v extrémné kratkych asovych intervalech analyzy. 2534

3.1.1 Kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi

V ptipadé RP-LC je mobilni faze polarni. Velmi ¢asto je to smés rozpoustédel zaloZzena
na vodné sloZce s polarnimi organickymi rozpous§tédly misitelnymi s vodou. Stacionarni faze
je nejcastéji nepolarni oktadecylsilikagel nebo jind nepolarni modifikace silikagelu. Metody
LC/MS obvykle poskytuji komplexnéjsi informace o slozeni lipidd, ale jsou obvykle ¢asové
naro¢né, ackoliv v dnesni dobé¢ Ize s vyuzitim UHPLC tyto analyzy vyrazné zkratit, nicméné se
1 tak analyza, ktera dokaze pokryt stovky lipidi z riiznych lipidovych tfid, pohybuje v desitkach
minut v pfipadé specidlnich metod pro separaci izomerti. 243!

Studie, ktera popisuje tuto metodu, se zabyvala vznikem tékavych latek, které se podileji
na chuti potravin, z hydroperoxidu lipida pii oxidaci lipidi. V této studii byly navrzeny cesty,
které mohou souvisle vysvétlit rozklad hydroperoxidu lipidii se zaméfenim na izomery
hydroperoxidi kyseliny oktadekadienové (HpODE) (9-EZ-HpODE, 9-EE-HpODE, 10-
HpODE, 12-HpODE, 13-ZE-HpODE a 13-EE-HpODE), které jsou hlavnimi hydroperoxidy
v jedlych olejich. Kazdy standard byl nejprve piipraven a tepelné rozlozen. Vzniklé tékavé a
netékavé slouceniny byly analyzovany pomoci plynové chromatografie spojenou s MS (GC-
MS) a LC-MS/MS. Vysledkem bylo, Ze vSechny rozkladné produkty HpODE byly zalozeny na
faktorech jako je pfiznivé Stépeni, delokalizace radikald a cyklizace. Zajimavé bylo, ze pfi
rozkladu HpODE byla prokdzéana tvorba 8-HpODE a 14-HpODE.
Poznatky ziskané touto studii by mohly vysvétlit cesty vzniku chuti podilejici se na kvalité

potravin. [3¢]
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3.1.2 Argenta¢ni chromatografie

Argentacni chromatografie je technika, kterd se pouziva k separaci a nasledné detekci
analytu pomoci stiibrného iontu (Ag"), jejichz vlastnosti je vytvaiet slabé reverzibilné polarni
komplexy s nenasycenymi centry v organickych molekulach. Umoznuje separaci podle poctu,
geometrické konfigurace (cis/trans) a do jisté miry i polohy téchto dvojnych vazeb. Technika
byla pfizplisobena chromatografii na tenké vrstvé (TLC) 1*%], sloupcové chromatografii, 17
vysokot¢inné kapalinové chromatografii (HPLC) 8 a superkritické fluidni chromatografii
(SFC). 2534

Separac¢ni ucinnost a reprodukovatelnost argentacni sloupcové chromatografie je velmi
nizka. Proto ma redlny vyznam zejména vyuziti argentaéni HPLC s normalni fazi, coz je
vykonna technika pro selektivni separaci nenasycenych sloucenin. Nejdilezitéjsim faktorem
pro separaci je obsah st¥ibrného iontu naneseného na stacionarni fazi. 2728

Jako piiklad vyuZziti této metody se nabizi studie zabyvajici se charakterizaci
regioizomeru triacylglycerolli za pomoci HPLC s normalni fazi stfibra ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii s chemickou ionizaci pracujici za atmosférického tlaku. Tato metoda poskytuje
za optimalizovanych podminek vynikajici selektivitu pro separaci lipidi, které se lisi poctem a
polohou dvojnych vazeb v fetézci mastné kyseliny véetné rozliSeni regioizomertt TG. U této
konkrétni metody byly pro dostatenou separaci spojeny tfi kolony ChromSpher Lipids
(v sériovém zapojeni) o celkové délce 75 cm. Jako mobilni faze byla pouzita
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smés hexan/acetonitril/2-propanol, ktera poskytla lepsi rozliSeni a také reprodukovatelnost
oproti dfive pouzivanym mobilnim fazim. Pro tvorbu fady TG regioizomerii byla pouzita
chemicka randomizace n€kolika standardi TG vZdy s jednou konkrétni kyselinou, coZ mélo za
disledek ndhodné rozlozeni mastnych kyselin v TG pfi dobfe definovanych koncentra¢nich
pomérech. V této praci byla poprvé prezentovana separace regioizomernich dvojic TG
obsahujici az tfi dvojné vazby a CasteCna separace regioizomertit TG se Ctyfmi az sedmi
dvojnymi vazbami. Tato metoda byla pouzita pro charakterizaci regioizomerti u komplexnich
vzorkl rostlinnych olejti a Zivoc¢iSnych tukt. Vysledky ukazaly rozdilnou preferenci obsazovani
pozic sn-2 u rostlinnych olejii (tj. nenasycené mastné kyseliny) oproti tuklim zivocisSnym (tj.
opak rostlinnych). Zavérem bylo, Ze tato metoda prokazala dostate¢nou u¢innost pro analyzu
regioizomert TG rostlinnych oleji a Zzivoc¢isSnych tukid. Celkem tato metoda umoznila
identifikaci 196 TG obsahujicich 0-11 dvojnych vazeb a délku fetézce mastnych kyselin o délce
14-24 atomi uhliku. 3%

3.1.3 Chiralni separace

Tato metoda je zalozena na separaci molekul se stejnym sumdrnim a konstitu¢nim
vzorcem, které se 1iSi v prostorovém uspotradani na jednom nebo vice chiralnich atomech, coz
jsou jinymi slovy stereoizomery. Pro tento typ separace je potieba specialniho selektoru a je
mozné ji provést dvéma zplsoby. Prvni zplsob je tzv. pfima separace, coz spociva ve vzniku
transitniho izomeru, ktery vznikne mezi chiralni stacionarni fazi nebo chiralnim selektorem
v mobilni fazi a enantiomerem béhem samotné chromatografické separace. Druhy zptisob je
opakem prvniho neboli nepfimé separace. Ta je zalozena na vzniku diastereoizomera diky
chemické reakci mezi chirdlnim ¢inidlem a enantiomernim parem, coz lze jinak nazvat jako
chiralni derivatizace. [2>47]

Jako priklad chirdlni separace lze uvést praci, kterd se veénovala systematické
charakterizaci enantiomert TG v realnych vzorcich pomoci chirdlni vysokotuc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) s hmotnostni spektrometrii s chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku (APCI-MS). Chiralni metoda HPLC/APCI-MS byla zalozena na pouzitych dvou celulosa-
tris-(3,5-dimethylfenylkarbamatovych) kolondch zapojenych sériové s pouzitim gradientu
mobilni faze hexan-2-propanol. VSechny enantiomery TG, které obsahovaly 1-8 dvojnych
vazeb a rizné délky mastného acylového fetézce byly separovany pravé pomoci zminéné
chirdlni HPLC metody s vyjimkou TG, které mély kombinaci nasycenych a di- nebo

trinenasycenych mastnych acyli v polohach sn-1 a sn-3. Dale byla pouzita pro ptipravu vSech
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enantiomerti a regioizomerit TG ve smési randomizacni reakce standardi monoacyl TG,
zatimco pro syntézu enantiomerti TG byla pouzita stereospecificka esterifikace 1,2- nebo 2,3-
isopropyliden-sn-gylceroli vybranymi mastnymi kyselinami. Bylo stanoveno sloZeni
regioizomer a enantiomerd TG ve vzorcich liskoofiSkového oleje a lidské plazmy.
Nenasycené mastné kyseliny byly v oleji z liskovych ofiskl prednostné esterifikovany v poloze
sn-2, naopak u lidské plazmy nebyla pozorovana vyraznd preference nasycenych ani
nenasycenych mastnych acyli. Mastné kyseliny s vy$Sim poctem dvojnych vazeb byly
preferovany v poloze sn-1 enantiomertt TG v oleji z liskovych ofiskli na rozdil od mirné
preference sn-3 v lidské plazmé. [4!]

Chiralnich separaci lze dosdhnout i s vyuzitim UHPSFC. V roce 2015 byla konfigurace
UHSPFC/MS piedstavena jako vyznamny nastroj pro analyzu nepoldrnich i nékterych
polarnich lipidi. V této praci byla pouzita kolona vhodna pro separaci lipidovych tiid, kterd
dokézala sice do jisté miry rozliSit izomerie v polarni ¢asti lipidd, ale neni vhodné pro analyzu
dalgich lipidovych izomerii. > V nové&j§im ¢lanku z roku 2023 je vSak superkriticka fluidni
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii vyuzita pro analyzu chiralnich izomert
monoacylglycerolu a diacylglycerolu. Pro vyvoj této metody bylo celkem syntetizovano 28
enantiomernich standardi monoacylglyceroli a diacylglyceroli za pouziti nejCastéji se
vyskytujicich pfirodnich mastnych kyselin jako jsou napiiklad kyselina palmitova, olejova,
stearova, linolenova, arachidonova a dokosahexaenova. Vysledky ziskané béhem optimalizace
experimentl ukézaly, ze nevyrazngjsi vliv na separaci chiralnich izomerti ma typ stacionarni
faze a modifikatoru mobilni faze. Optimalizované podminky SFC vyuzivaly tris(3,5-
dimethylfenylkarbamatu) derivatu amylosy jako chiralniho selektoru a ¢istého methanolu jako
modifikdtoru mobilni faze. Zakladni separace vSech enantiomerli monoacylglycerolii a
diacylglyceroli trvaly za danych optimalizovanych podminek 5 minut. Vyvinutd metoda byla
pouzita k analyze produktii hydrolyzy deviti riznych triacylglycerolti obsahujici identické
mastné acyly a tfi izomert diacylglycerolti katalyzovanych lipdzou. Pro lipazy z praseci
slinivky biisni (PPL) a Pseudomonas fluorescens (PFL) byly pozorovany rozdilné
stereoselektivity, které silné€ zavisely na typu prochiralniho substratu. PFL vykazoval preferenci
k hydrolyze mastného acylu z sn-1 poloze triacylglycerold, ktera byla vyraznéjsi u substrata s
dlouhymi polynenasycenymi mastnymi acyly, zatimco PPL vi¢i TG stereoselektivitu
nevykazovala. Naopak PPL preferovala, na rozdil od PFL, hydrolyzu zpozice sn-1
prochiralniho sn-1, 3-DG regioizomeru. Ob¢ lipazy vykazovaly selektivitu pro hydrolyzu

vngjSich pozic DG enantiomert. Tato zjiSténi ukazuji slozity reakéni mechanismus lipazou
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katalyzované hydrolyzy, ktera siln€ zavisi na lipaze a povaze substratu. Pouziti této metody by
mohlo byt rozsifeno na hodnoceni stereoselektivity jinych lipdz nebo na analyzu izomera
diacylglyceroli a monoacylglyvereolll v biologickych vzorcich, a to i pro dal$i enantiomerni

pary, které v ¢lanku nebyly zahrnuty. [4°]

3.2 Principy zaloZené na iontové mobilité

Iontova mobilitni spektrometrie (IMS) je metoda separace v plynné fazi, ktera umoznuje
separaci iontll prostfednictvim vicendsobnych srazek sinertnim plynem v prostiedi
elektrického pole na zaklad¢ rozdilné hmotnosti, velikosti a tvaru molekul. K separaci dochazi
v horizontu n€kolika milisekund, takze je vhodna pro spojeni s MS bez nebo s prediazenou
chromatografickou separaci (tj. IMS-MS nebo LC-IMS-MS). [4243]

V soucasné dob¢ se daji komercné dostupné pfiistroje IMS-MS, vhodné pro separaci
izomert, rozdglit na tfi typy. 4 Za zminku stoji iontova mobilitni spektrometrie s vyuzitim
driftové trubice (drift tube IM-MS, DTIMS), iontova mobilitni spektrometrie na principu
zachytu iontd (TIMS) a iontovd mobilitni spektrometrie s putujici vinou (TWIMS) véetné
cyklické iontové mobility (cIM). Zatazeni iontové mobility do MS konfigurace méa zejména
dvé vyhody. Prvni je ortogonalni separace pro zlepSeni poméru signalu k Sumu a kapacity piki
a druhd je poskytnuti charakteristického parametru sraZzkového (kolizniho) praiezu (CCS),
ktery odrazi pravée velikost, tvar a hmotnost slou¢enin a podobné jako chromatografie poskytuje
podptirnou informaci pro identifikaci slou¢enin, véetné riiznych izomerii. [>#48 Detailni popis
principil jednotlivych technik je nad ramec této bakalafské prace, ale lze je dohledat
v literatute. (]

Ptidani IMS k tradiénimu lipidomickému pracovnimu postupu zlepsuje rozliseni izomert
a separaci lipidia v komplexnich biologickych matricich. Technicky vyvoj hardwaru i softwaru
v oblasti IMS-MS umoznil precistit hmotnostni spektra od interferujicich signalli izobarickych
sloudenin jak v zakladnim, tak i v MS/MS rezimu. Y Pro tento udel sta¢i i nizsi rozliseni
mobilitni separace, avsak pro rozliSeni polohy dvojné vazby ¢i cis/trans izomerie je zapotiebi
vys$i rozliSovaci schopnost pro ziskani konkrétnich CCS hodnot, které ¢inné zvysuji jistotu
pfi identifikaci lipidi. AvSak validace hodnot CCS je omezena na omezeny pocet komeréné
dostupnych standarda lipidd. Proto je potfeba CCS hodnoty pro zlepsSeni ti¢innosti identifikace
vhodné predikovat. Pro predikci Ize vyuzit faktu, ze v fad¢ ptipadii jsou lipidy homologické
fady podobnych slouc¢enin, které se 1i§i délkou acylovych fetézci a poctem dvojnych vazeb.

Diky tomu jsou naptiklad v RP-LC, kde je separace ovlivnéna zejména pfitomnymi acylovymi

30



fetézci, vseparaci vidét ruzné retencni zavislosti, jak dokladda publikace ztymu
prof. Holeapka. °!1 Podobné v zaznamech separaci pofizenych iontovou mobilitou jsou vidét
homologické fady rtiznych lipidd, jak doklad4 fada publikaci. [46:48:52.53]

Vyuziti iontové mobility pro separaci izomert lipidii bylo publikovano v mnoho pracich
a je shrnuto v nékolika shrnujicich ¢lancich. 46485254551 Nize je uvedeno nékolik z mého
pohledu zajimavych aplikaci, které¢ ukazuji, Ze iontova mobilita je v této problematice velmi
vykonnym néstrojem.

Jednim ptikladem je vyuZziti TIMS v hmotnostné spektrometrickém zobrazovani. Tato
prace se zabyvd mapovanim neutrdlnich lipidovych tiid v biologickych tkanich. Ionizace
neutralnich druhti lipidt jako jsou naptiklad triacylglyceroly (TG), cholestrylové estery (CE) a
hexosylceramidy (HexCers) z biologickych tkani, zGstava nadale zobrazovaci vyzvou. Pro
ucinnou ionizaci téchto sloucenin s vyuzitim laserové desorpce/ionizace autoii vyuZzili
kfemikové nanomateridly NAPAs (silicon nanopost array), které poskytnuly pro analyzu
zminénych lipidd vysokou specifi¢nost a také, vzhledem k jejich velikosti, umoznily méteni
s vysokym prostorovym rozliSenim. ZlepSeni specifi¢nosti analyzy neutralnich lipidi pomoci
TIMS bylo prokdzano u vzorku ledvin potkana, kdy doslo k separaci TG, CE, HexCer a
fosfolipidit na zdklad¢ odliSnych trendG pohyblivosti v plynné fazi. Dale tato technologie
umoznila separaci polohovych izomert lipidi véetné téch s odliSnou prostorovou lokalizaci

v fezu ledvin potkantl (viz obrazek 12). 5

Obrazek 12 - Snimek z NAPA-LDI-IMS ledviny potkana [54]
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3.3 Principy zaloZené na tandemové hmotnostni spektrometrii

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) umoznuje fragmentaci vybranych
prekurzorovych iontli, které jsou s vyuzitim jednoho analyzatoru izolovany, nésledné jsou
podrobeny vhodné energetické aktivaci a vzniklé produktové ionty jsou pak rozdéleny v dal$im
hmotnostnim analyzatoru stejného nebo jiného typu. Moznosti identifikace komplexnich lipida
a rozliSeni jejich izomerii s vyuzitim MS/MS jsou shrnuty v n¢kolika shrnujicich ¢lancich, kde
je diskutovana %571 identifikace na wrovni umisténi dvojné vazby a polohy, jakoZz i

charakterizace modifikaci acylového fetézce. [%-36

Pro energetickou aktivaci prekurzorovych iontl a ndslednou disociaci se pouziva riznych
principt. Mezi nejbéznéjsi aktivaci patii kolizn€ indukovana disociace (CID), ktera je nejcastéji
ve veétSiné konfiguracich v nizkoenergetickém (E<100eV) nebo vysokoenergetické kolize
(E<100eV), pomoci kterych lze dosdhnout i fragmentace na energeticky méné¢ vyhodnych
pozicich a =ziskat tak informace o poloze dvojnych vazeb v acylovych fetézcich
fragmentovanych lipidovych iontii. Vysokoenergetické kolize I1ze ale uskutecnit pouze pomoci
nekterych konfiguraci hmotnostnich spektrometri (tandemové uspotfadani analyzatorti doby
letu nebo magnetickych sektorovych analyzatorti), v kterych ionty dokdzou ziskat dostatecnou
rychlost. %1 Nizkoenergetické kolize, které je mozné uskute¢nit na vétSing tandemovych
hmotnostnich spektrometrech pro uréeni polohy dvojnych vazeb, nejsou dostacujici a pouzivaji
se pouze pro rozliSeni polohovych izomerii, které 1ze urcit na zaklad¢ specifického poméru
produktovych iontd. Nicméné ur¢itym feSenim je tvorba specialnich aduktovych iontd, [M+Li]"
nebo [M+Ag]’, kde dany kation interaguje s dvojnou vazbou a nasledné po fragmentaci
poskytuje typické produktové ionty, z kterych lze urcit i polohu dvojné vazby v mastnych
acylech. [6061]

Dalsi disocia¢ni technikou, ktera je vhodna pro rozliSeni dvojnych vazeb, je fotodisociace
ultrafialovym zafenim (UVPD). Tato metoda byla zkoumana ve studii, kterd se mino to
zameétovala 1 na zkoumani polohy dvojné vazby v nenasycenych mastnych kyselinach. Ukéazalo
se, ze UVPD poskytuje dvojici jedine¢nych diagnostickych produktovych ionti, které vznikly
Stépenim v blizkosti dvojné vazby, coz umoziuje jednoznacnou lokalizaci mista nebo mist
nenasyceni v téchto lipidech. Na pozorované fragmentacni chovani a na G¢innost metody mélo
vliv nékolik experimentalnich proménnych, mezi nimiz lze naptiklad uvést vliv energie
pouzitého UV zéfeni o vlnové délce 193 nm nebo typ fragmentovanych aduktovych iontd.

V této praci byl zkouman i efekt pozice dvojnych vazeb, konjugace dvojnych vazeb, pti cemz
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bylo zjisténo, ze ve vSech piipadech lze ziskat informace o poloze dvojnych vazeb, avsak
relativni zastoupeni diagnostickych produktovych iontli pro mastné kyseliny s konjugovanymi
dvojnymi vazbami je v porovnani s nekonjugovanymi analogy znac¢né niz$i. Zavérem bylo diky
charakteristickym fragmentovym iontim mozné charakterizovat zmény poméri polohovych
izomerti dvojnych vazeb mastnych kyselin v izogennich bunécnych liniich kolorektalniho
karcinomu. (%]

Dalsi MS/MS metoda je disociace aktivovana elektronem (EAD), kterd mimo jiné
umoznuje urceni polohy dvojnych vazeb a cis/trans konfigurace. EAD byla pouzita pro
objasnéni struktury glycerofosfolipidu, sfingolipidi a acylglycerolii. Na rozdil od metody CID
poskytuje podobné jako UVPD mnozstvi unikétnich fragmentovych iontd, které jsou pro

kompletni strukturni charakterizaci lipidéi rozhodujici. [6*!

3.4 Principy zaloZené na derivatiza¢nich reakcich a nasledné MS/MS

Pro urceni polohy dvojnych vazeb lze vyuzit i vybrané derivatizacni reakce, které lze
zatadit pred vlastni ionizaci nebo je lze v ptipad¢ specidlni upravy hmotnostniho spektrometru
provést 1 uvnitf pristroje. V ramci této bakalarské prace uvadim dva priklady, kde prvnim je

vyuziti ozonolyzy a v druhém Paterno—Biichi reakce.

3.4.1 Stanoveni dvojné vazby v lipidech pomoci ozonolyzy ve spojeni s MS/MS

To, Ze reakce ozonolyzy ve spojeni s MS poskytuje informace o lokalizaci dvojnych
vazeb bylo dokdzano v mnoha pracich. (%4671 Ozonolyzu Ize provést naptiklad béhem ionizace,
[64.66] aysak pokud jsou v dany okamzik pii ionizaci piitomny i nedistoty, dochazi ke komplexni
fragmentaci, kterd mize ovlivnit naslednou interpretaci vysledkil. Resenim je zavedeni ozonu

pfimo do hmotnostniho analyzatoru, ¢imz lze selektivné fragmentovat konkrétni prekurzor,

aviak pro tento uéel je potieba komeréni piistroje. [68]
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Obrazek 13 - Schéma mikroreaktoru ozonolyzy [69]

Dalsim elegantnim feSenim je implementace prutokového reaktoru, v kterém je generovan ozon
pomoci nizkotlaké rtutové lampy z ptitomného kysliku. Ozon déle reaguje s dvojnou vazbou
v pfitomnou v acylovych fetézcich lipidi a generuje aldehydové produkty, které poskytuji
informaci o poloze dvojné vazby (podobné jako v piedchozich piipadech). Tato konfigurace
umoznuje online ozonolyzu pro LC/MS analyzy, nicmén¢ diagnostické ionty a jejich intenzita
znaéné zavisi na rychlosti pritoku vzorku reaktorem. ¢! Schéma reaktoru je vidét na obrazku

13. Dalsi aplikace ozonolyzy je jiz popsdna v kapitole 2.3.1.

3.4.2 Derivatizace dvojnych vazeb pomoci Paterno—Biichi reakce
Mezi dalsi derivatizac¢ni reakci hojné vyuzivanou v lipidomice pro urceni polohy

dvojnych vazeb je Paterno—Biichi reakce ve spojeni s tandemovou spektrometrii (MS/MS).

70,71 [59,72

Této reakce lze vyuzit v off-line "%’!] nebo online uspotadant, I ptiemz praktictéjsi
vyznam nabizi druhd zminéna varianta.

Jedna z klicovych studii popisuje vyuziti prutokového mikroreaktoru pro provedeni
online Paterno—Biichiho reakce pfi spojeni kapalinové chromatografie sreverzni fazi a

hmotnostni spektrometrie (RP-LC/MS) s cilem leps$i analyzy izomerQ a izobari fosfolipidi.
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Jako slozka mobilni faze byl vyuzit aceton, ktery vykazoval dobry elu¢ni vykon pro separaci

fosfolipidli a zaroven pusobil jako reaktant pro PB reakci.

RPLC separace
Online PB reakce PB-MS/MS

FA \6;
o [FBM +H]*
'\/\)g

Aceton/ACN/H,0

Reaktor
R.T.

VylepSeny mikroreaktor

Obrazek 14 - Schéma pracovniho postupu RP-LC-PB-MS/MS [73]

VylepsSeny prutokovy mikroreaktor umoziioval derivatizaci dvojné vazby u fosfolipid
za 20 sekund. Schéma mikroreaktoru je uvedeno na obrazku 14. Zaclenéni online Paterno—
Biichi reakce do pracovniho postupu RP-LC-MS umoziiovalo identifikaci umisténi dvojnych
vazeb v izobarickych etherové vazanych diacylfosfolipidech, *C izobarech a izomerech

acylového fetézce ve studovanych lipidovych extraktech. 7!
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ZAVER

Vtéto praci byly shrnuty informace o lipidech a jednotlivych izomeriich,
onemocnénich, ve kterych maji diilezitou roli, a jednotlivych metodéch a principech pro jejich
analyzu, které by do budoucna mohly pomoci s detekci lipidovych izomerd v riznych
aplikacich.

Vzhledem k dohledanym studiim bylo zjisténo, Ze dileZitym nastrojem pro separaci
polohovych, a dokonce i geometrickych izomert lipidd, je kapalinova chromatografie v rezimu
obracenych fazi. Tento typ chromatografie je vhodny aplikovat pro Sirokou $kalu lipida z
ruznych lipidovych tfid, a to 1 pro detailni charakterizaci triacylglycerolt v ptipadé pouziti
bezvodych mobilnich fazi. Dilezitym faktorem je vhodny typ stacionarni faze a délka
chromatografické kolony. Nicméné nezbytnou soucéasti je znalost retence jednotlivych
separovanych izomerq, které Ize ziskat proméfenym vhodnych standardit. Dal$i moznosti je
vyuziti tandemové hmotnosti spektrometrie, kterd dokaze na zadklad¢ charakteristickych
fragmentovych iontl izomery rozliSit. NejCastéjSi moznosti, ktera je dostupnd na vétSing
piistrojl, je méteni MS/MS s vyuzitim kolizn€¢ indukované disociace, kterd vede k odliSnym
intenzitam fragmentd v zavislosti na poloze acylu na glycerolu a pomaha tak pti identifikaci
konkrétniho regioizomeru. Vice strukturnich informaci Ize ziskat pomoci MS/MS s jinym
typem aktivace prekurzoru jako je UVPD nebo EAD. Tyto techniky umoziuji v mnoha
ptipadech urcit i polohu dvojné vazby nebo dokonce i cis/trans izomerii, ale tento typ disociace
1ze provést pouze na vybranych typech pfistroji. Velmi silnym nastrojem pro separaci izomera
je 1 iontova mobilitni spektrometrie, kterou l1ze implementovat mezi iontovy zdroj a analyzator
hmotnostniho spektrometru a ziskat tak dalSi dimenzi informaci. Podobné jako
v chromatografii je vSak potfeba potfadi jednotlivych izomerti v ziskaném casovém zdznamu
ov¢tit pomoci standardi lipidd. Soucasnym trendem je vyuziti dodate¢nych derivatizacnich
reakci (ozonolyza, Paterno—Biichi reakce), které vedou ke vzniku charakteristickych produkti,
které poskytuji specifické produktové ionty, jenzZ poskytuji informace o poloze dvojné vazby.
Mezi derivatizacni reakci 1ze svym zplsobem zatadit i argentani chromatografii, pti které
dochdzi na stacionarni k reverzibilni tvorbé komplexi stiibrnych iontli s nenasycenymi centry
v organickych molekulach, ktera nasledné vede k separaci nenasycenych lipidll v zavislosti na
poctu, poloze a geometrii dvojnych vazeb. V ptipad¢, kdy je potieba rozlisit enantiomery lipida

je nejpreferovanéj$im feSenim aplikace specialnich chiralnich stacionarnich fazi, které jsou
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v soucasné dob¢ k dispozici jak pro kapalinovou chromatografii, tak i superkritickou fluidni
chromatografii.

Zavérem je nutné zminit, ze lipidomika je stale se rozvijejici védni obor a v pfistich
letech mizeme ocekavat obrovsky vyvoj v analytickych postupech a nasledné i spoustu novych

poznatku na poli porozuméni onemocnéni spojenych s metabolismem lipida.
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