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ANOTACIA

Diplomova praca je zamerana na $tadium stability vybranych tried lipidov v l'udskej
plazme spojenim ultravysokoucinnej superkritickej fluidnej chromatografie a hmotnostnej
spektrometrie. V teoretickej Casti je priblizena Struktira, rozdelenic a funkcie lipidov.
Popisany je odber biologického materialu, v tomto pripade najma Tudskej plazmy a jeho
nasledné spracovanie pre lipidomicka analyzu. Charakterizované su tiez separa¢né techniky
vyuzivané pre analyzu lipidov rovnako ako techniky hmotnostnej spektrometrie. Cielom
prace bolo stanovenie koncentraénych zmien vybranych tried lipidov vo vzorkach zmesi
internych  Standardov  a plazmy pri  réznych skladovacich podmienkach a pocte

rozmrazovacich cyklov.

KEUCOVE SLOVA

lipidomika, extrakcia, chromatografia, hmotnostna spektrometria, stabilita

TITLE

Stability of human plasma lipidome depending on the storage conditions and sample

manipulation

ANNOTATION

The diploma thesis is focused on the stability study of chosen lipid classes of human
plasma using ultra-high performance supercritical fluid chromatography coupled to the mass
spectrometry. In the theoretical part, the structure, classification and functions of lipids are
elucidated. Biological material sampling, in this case primarily human plasma and its
treatment for lipidomic analysis is desribed. Characterised are also separation techniques and
techniques of mass spectrometry used for lipid analysis. The aim of this work was to define
concentration changes of chosen lipid classes in mixture of internal standards and plasma

samples stored under different conditions and number of freeze-thawing cycles.

KEYWORDS

lipidomic, extraction, chromatography, mass spectrometry, stability
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ethylenediaminetetraacetic acid)
Lysofosfatidylcholiny (Lysophosphatidylcholine)

Desorpcia a ionizacia laserom za ucasti matrice (Matrix assisted laser

desorption/ionization)

Metanol (Methanol)

Monoacylglyceroly (Monoacylglycerols)

Hmotnostna spektrometria (Mass spectrometry)
Hmotnostne-spektrometrické zobrazovanie (Mass spectrometry imaging)
Metyltercbutyléter (Methyl tert-butyl ether)

Kvapalinovad chromatografia s normalnymi fazami (Normal phase liquid

chromatography)

Fosfatidové kyseliny (Glycerophosphatic acid)
Glycerofosfocholiny (Glycerophosphocholines)
Glycerofosfoetanolaminy (Glycerophosphoethanolamines)
Glycerofosfoinositoly (Glycerophosphoinositols)
Polyketidy (Polyketides)

Prenolové lipidy (Prenol lipids)

Glycerofosfoseriny (Glycerophosphoserines)

Trojity kvadrupdl (Triple quadrupole)

Kontrola kvality (Quality control)

Kvapalinova chromatografia s obratenymi fazami (Reversed phase liquid
chromatography)

Relativna smerodajna odchylka (Relative Standard Deviation)
Superkriticka fluidna chromatografia (Supercritical fluid chromatography)
Sacharolipidy (Saccharolipids)

Sfingomyeliny (Sphingomyelines)

Sfingolipidy (Sphingolipids)

Extrakcia tuhou fazou (Solid phase extraction)

Sterolové lipidy (Sterol lipids)

Analyzator doby letu (Time of flight)



TG Triacylglyceroly (Triacylglycerols)
UHPSFC Ultravysokoucinna  superkriticka  fluidna  chromatografia  (Ultra-high
performance supercritical fluid chromatography)

uv Ultrafialovy (Ultraviolet)



UvoD

Lipidy st biomolekuly s rozmanitou Struktirou, na zaklade ktorej je mozné ich delenie
do kategorii, od ¢oho sa odvija aj ich nazvoslovie a skrdtené pomenovania. V zivych
organizmoch zohrévaju radu uloh, medzi tie najznamejSie patri tvorba tukovych zasob, zdroj
energie, izolacia, tvorba membran a signalnych molekal. Vzhladom k mnozstvu funkcii
dochadza po prekroceni fyziologického rozmedzia lipémie k r6znym zdravotnym t'azkostiam.
Lipidy st tak vyuzivané ako biomarkery, konkrétne pri diagnostike rakoviny ide
o tumormarkery, ktoré indikuju pritomnost maligného procesu v organizme. Na tieto
biomolekuly je zamerany vedny odbor nazyvany lipidomika. Zaoberad sa analyzou spektra
lipidov v tkanive, plazme, ¢i inom biologickom materiali [1; 2].

V tejto praci je popisany odber biologického materialu, konkrétne Kkrvi, jej spracovanie
pre ziskanie plazmy a nasledna Uprava pre lipidomicku analyzu. Zasadnym krokom pripravy
vzorky je extrakcia. Pre lipidomicku analyzu je ¢asto vyuzivana kvapalinova exktrakcia podl'a
Folcha, d’alej Bligha a Dyera a Matyasha. Mozné je tiez vyuzitie extrakcie tuhou fazou, ktora
spociva v hydrofobnych interakciach lipidov so sorbentom. KI'ai¢ovou analytickou technikou
v lipidomike je hmotnostna spektrometria. V praxi je vyuzivana bud'to samostatne, teda
V reZime priamej infzie, zndmej tieZ pod ndzvom shotgun, kedy je vzorka zavadzana priamo
do spektrometru, pripadne s vyuzitim desorpénych ionizaénych technik, ktoré maju uplatnenie
mimo iného v hmotnostne-spektrometrickom zobrazovani. Vacsia pozornost’ vsak bude
venovana spojeniu s chromatografickymi technikami. V lipidomike ma uplatnenie najma
kvapalinovd chromatografia s obratenymi fazami, ktora zabezpecuje separaciu lipidov na
jednotlivé druhy, dalej chromatografia hydrofilnych interakcii a superkriticka fluidna
chromatografia deliaca lipidy do tried. Toto spojenie poskytuje pre spravnu identifikaciu
informécie o retenénych ¢asoch a hodnoty m/z, ¢o zabezpecuje vysokt mieru spol'ahlivosti.
Pri kvantifikacii je dolezita volba vhodnych internych Standardov aich stGcasna ionizacia
s analytmi. Vzhl'adom k vyznamnému vyuzitiu lipidov ako tumormarkerov je v lipidomike
kladeny dbraz na spravnu identifikéciu a stanovenie obsahu lipidov vo vzorkach biologického
materialu [3].

17



1 TEORETICKA CAST

1.1 Lipidy

Lipidy su z chemického hladiska StruktGrne rozmanité biomolekuly, skladajice sa
primarne z vy$sich mastnych kyselin a alkoholu. Na rozdiel od rady ostatnych biomolekdl
nevytvaraju polyméry, ale moézu sa zoskupovat do tutvarov ako micely, ¢i plazmatické
membrany [4]. Vd’aka ich Strukturnej rozmanitosti ich mozno delit’ do réznych skupin podla
urcitych kritérii. Zakladné rozdelenie lipidov je na tieto skupiny: jednoduché a zloZené.
Jednoduché lipidy obsahuju v molekule len alkohol a karboxylovi kyselinu, kym zloZzené
obsahuju aj dalSiu zlozku, ako napriklad kyselinu fosfore¢nd, etanolamin, serin, ci
sacharidy [5]. Z praktickych dévodov vsak lipidomickda komunita vyuziva delenie lipidov

do 6smich kategorii podl'a Lipid Maps [6].

1.1.1 Rozdelenie a nazvoslovie lipidov

Na zaklade ich Struktarnych vlastnosti sa mézu lipidové kategérie delit’ na nepolarne
(mastné acyly, glycerolipidy, steroly, prenoly) a polarne (fosfolipidy, sacharolipidy,
sfingolipidy a polyketidy). Jednotlivé kategérie su delené do lipidovych tried, niekolko

prikladov je uvedenych v nasledujucom rozdeleni [7]:

e Mastné acyly (FA) e Sfingolipidy (SP)
o VolI'né mastné kyseliny (FFA) o Ceramidy (Cer)
o Oxylipiny o Sfingomyeliny (SM)

o Estery mastnych kyselin Sterolové lipidy (ST)

e Glycerolipidy (GL) o Steroly
o Monoacylglyceroly (MG) o Steroidy
o Diacylglyceroly (DG) o ZI¢ové kyseliny

o Triacylglyceroly (TG)

Prenolové lipidy (PR)

e Glycerofosfolipidy (GP) o lzoprenoidy
o Fosfatidové kyseliny (PA) o Chinony a hydrochinony
o Glycerofosfocholiny (PC)

Sacharolipidy (SL)
Polyketidy (PK)

o Glycerofosfoetanolaminy (PE)

o Glycerofosfoseriny (PS)
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Mastne kyseliny predstavujd samostatnu triedu, ktoré mozu byt vol'né, alebo sucastou
molekul inych lipidov. Ich Struktira sa sklad4d z dlhého uhlovodikového retazca zvycajne
S parnym poctom atomov uhlika (najcastejSie 12 —20) s hydrofilnou funk¢nou skupinou —
karboxylovou kyselinou. Dalej sa mozu delit’ na nasytené a nenasytené podla vyskytu dvojite;
vazby v ramci uhl'ovodikového retazca. V pripade nenasytenych mastnych kyselin u l'udi je
takmer vzdy ich konfiguracia cis. Prikladom nasytenej mastnej kyseliny je kyselina stearova
(Obr. 1a), ktora je bohato zastdpena v 'udskom organizme. Mastné kyseliny mozno skratene
zapisat’ pomocou ich po¢tu uhlikov a po¢tu dvojitych vazieb, pre spominanu kyselinu je to
FA 18:0, teda jej retazec pozostava z 18 uhlikov aneobsahuje Zziadnu dvojitd vézbu.
Pre nenasytené Kkyseliny, napr. kyselinu olejovd (Obr. 1b) je zéapis analogicky. V pripade
znalosti sa pridava lokalizacia a konformacia dvojitej vazby uvedena v zétvorke:
FA 18:1(92) [1].

Obréazok 1: Struktara kyseliny a) stearovej, b) olejovej

Glycerolipidy st estery trojsytneho alkoholu glycerolu a mastnych kyselin. Podl'a ich
poctu sa d’alej delia na mono-, di- a triacylglyceroly. Va¢sinou sa v molekule nevyskytujd
rovnaké kyseliny, ale si zmie$ané. Pri zakladnom oznaceni lipidového druhu sa pouziva
skratka vyjadrujuca pocet mastnych kyselin (MG, DG, TG) a ich pocet uhlikov a dvojitych
vazieb, napr. DG 34:0. Ak je zndme zloZenie acylovych retazcov, ale nie ich poloha, sU
VO vzorci pouzivané podc¢iarkovniky, v tomto pripade DG 16:0_18:0. Pri vyjadrovani uplnej
Struktary molekuly je pouzivané lomitko na oddelenie polohy jednotlivych retazcov —

DG 18:0/16:0/0:0, slovne 1-stearoyl-2-palmitoylglycerol (Obr. 2) [7; 8].

H3C o/\(\OH

O H
]

O

H5;C

Obrazok 2: Struktura 1-stearoyl-2-palmitoylglycerolu
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Glycerofosfolipidy, niekedy skratene fosfolipidy, pozostavaju v zéklade z alkoholu
(glycerolu), jednej (oznacované lyso) alebo dvoch mastnych kyselin a fosfatu naviazaného
navolnia hydroxylova skupinu glycerolu. Nazvoslovie je principialne podobné
glycerolipidom, za skratkou oznacujucou triedu fosfolipidov je pocet atomov uhlika a pocet
dvojitych vazieb, napr. PA 34:1. O aroven vyssie je uvedenie zloZenia acylovych retazcov
bez ich polohy, PA 16:0_18:1 a pri poznani plnej Struktary je uvedenad okrem polohy retazcov
aj poloha dvojitych vézieb, PA 16:0/18:1(11Z) (Obr. 3). Fosfat predstavuje v molekule
polarnu ,hlavu®, vo vodnom prostredi vytvarajua dvojvrstvy v dosledku reakcie na polarne
prostredie, ktoré si zékladom bunkovych membrén [7; 9]. Naviazany fosfit moze byt
esterifikovany druhym alkoholom, napriklad cholinom (glycerofosfocholiny), etanolaminom
(glycerofosfoetanolaminy), serinom (glycerofosfoseriny), ¢i inositolom

(glycerofosfoinositoly) [1].

H4C

H3C ||

Obrazok 3: Struktura 1-palmitoyl-2-olejoyl-sn-glycero-3-fosfatu

Zéakladom sfingolipidov je aminoalkohol sfingozin, na ktory sa viaze mastna kyselina
cez amidovl vazbu. Takato molekula sa nazyva ceramid (Cer). Po naviazani fosforylcholinu
na volni hydroxylovi skupinu vznika sfingomyelin (SM), ktory predstavuje najdolezitejsi
lipid v myelinovej posve nervovych vlaken. Nazvoslovie je obdobné ako u vyssie uvedenych
tried, ide o skratku triedy a sumu uhlikovych atdbmov, dvojitych vézieb a kyslikovych atomov,
SM 34:0;02. Dalej vyjadrenie dizok refazcov, prvé &islo uréuje pocet atomov uhliku
v sfingoidnej baze, druhé dizku mastnej kyseliny — SM 18:0;02/16:0. Struktdra je znazornena
na Obrazku 4 [1; 7].

H OH (ljl
P
— T~
H3C s o o OV\N+’CH3
| CHj
O

Obrézok 4: Struktara N-palmitoyl-sfinganin-1-fosfocholinu
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Sterolové lipidy predstavuju Struktirne vyrazne rozdielnu triedu lipidov. Ich zékladom
je molekula zlozend ztroch Sest’¢lennych ajedného pitclenného kruhu. Najznamejsi je
cholesterol, ktory predstavuje sucast membran a taktiez materidl pre syntézu niektorych
horménov (napr. kortikoidy, testosterdn, estradiol) a zl¢ovych kyselin. Jeho Struktara je
uvedena na Obrazku 5 [1]. U hub je rozsireny ergosterol, ktory predstavuje pre Zivo¢ichov
a l'udi provitamin vitaminu D> [10]. Po naviazani mastnej kyseliny na hydroxylovu skupinu
cholesterolu vznikaju cholesterolestery (CE), ktoré su menej polarne oproti samotnému
cholesterolu a s jeho zasobnymi a transportnymi formami. Nie su st¢astou membranovych
Struktar, ale nachddzaju sa najmd vo vnutri buniek a predstavuju hlavni zlozku
aterosklerotického platu. Dalej sem patria oxysteroly, ktoré st oxidovanymi derivatmi
cholesterolu a inych prekurzorov jemu §truktarne blizkych. Cast’ z nich ma vitalnu funkciu,
kym ostatné predstavuju medziprodukty katabolizmu, ¢i biosyntézy steroidnych horménov

a zl¢ovych kyselin [11].

HO

Obrazok 5: Struktara cholesterolu

Zakladom prenolovych lipidov je alkohol prenol a do tejto triedy patria polyprenoly,
isoprenoidy, chinény a hydrochinény. Polyprenoly aich fosforylované derivaty majd
vyznamnu ulohu pri transporte oligosacharidov cez membrany. Vicsina isoprenoidov je
rastlinného pévodu a predstavuje StruktUrne najrozmanitej$iu skupinu metabolitov v tejto risi.
Medzi chinony a hydrochinony patri vitamin E a K, d’alej ubichinony, spomedzi ktorych je
najznamej$i koenzym Q10 (Obr. 6). Jeho hlavnou funkciou je prenos elektronov a protonov

v dychacom retazci [12; 13].

CHz g CHj

Obrézok 6: Struktara koenzymu Q10
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V molekulach sacharolipidov je glycerol nahradeny cukrom, napriklad gluk6zou, ¢i
sachardzou (Obr. 7) a mastné kyseliny su tak naviazané priamo na sacharid, pripadne mozu
byt dalej fosforylované. NajcastejSie sa vyskytuju v mikroorganizmoch, napriklad ako

prekurzory lipidovych komponentov v gramnegativnych baktériach [12].

Obréazok 7: Struktara 6”-O-palmitoylsachar6zy

Polyketidy aich derivaty st vyuzivané vd’aka antimikrobiotickym a antiparazitickym
vlastnostiam ako ucinné zlozky lieciv. Vyznamnymi s najmé erytromycin (Obr. 8)
a tetracykliny, ale iné polyketidy moézu byt pre ¢loveka toxické. Kostra polyketidov byva

Casto d’alej modifikovana glykosilaciou, metylaciou, ¢i oxidaciou [12].

Obréazok 8: Struktara erytromycinu
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1.1.2 Vlastnosti a funkcie lipidov

Struktura lipidov je &asto definovana ako polarna, hydrofilna ,hlava“ spojena
s nepoldrnym, teda hydrofobnym ,,chvostom®. Hydrofiln¢ casti lipidov tak interaguju
s vodnym prostredim na rozdiel od nepolarnych chvostov, ¢o vytvara amfipaticky (amfifilny)
charakter tychto molekul. Tvoria tak utvary ako micely, ¢i dvojvrstvy. Viacsina lipidov je
vd’aka svojmu prevazne hydrofébnemu charakteru obmedzene rozpustna vo vodnom prostredi
a teda aj v extracelularnej tekutine, okrem iného aj v krvnej plazme. Transport je umozneny
vo forme spominanych micel, ¢ po védzbe na protein albumin, ¢im vznikaja
lipoproteiny [1; 9]. Mimo organizmu su lipidy dobre rozpustné v organickych
rozpustadlach [8].

V T'udskom tele zastavaji niekol’ko funkcii [14]:

e zdroj energie, ¢i uz okamzitej, alebo su uloZené do zasoby v podobe tukového
tkaniva

e tukové zéasoby sluzia tiez ako tepelny izolator

e mechanicka ochrana pred narazmi a tlakom

o clektricka izolacia nervovych vlaken pre rychlejsi prenos vzruchu (sfingomyeliny)

e tvorba membran (najmé fosfolipidy) oddel'ujucich vodné prostredia na buneénej
arovni v organizme

e signalne molekuly

e vychodzie latky pre tvorbu niektorych hormonov, ¢i ZI¢ovych kyselin.

1.1.3 Lipidy a zdravie ¢loveka

Vzhl'adom k poéetnym funkciam lipidov dochadza po prekroceni ich fyziologickych
hodnot k roznym zdravotnym problémom. Hodnota lipémie (obsahu lipidov v krvnej plazme)
zavisi na rade faktorov, ako je napr. vek, pohlavie, stravovacie navyky [14]. Zmeny hladiny
lipidov v tele m6zu mat” mnoho pri¢in. K znizeniu tychto hodndt najcastejSie dochadza
pri poruchach absorpcie, ku ktorej vedie napr. nedostatok zl¢ovych kyselin, ¢i pankreatitida.
Tento stav byva sprevadzany aj nedostatkom vitaminov rozpustnych v tukoch (vitamin A, D,
E, K). Lipidéza je metabolickd porucha spésobujuca hromadenie najma cholesterolu,
sulfatidov, ¢i gangliosidov v bunkach v dosledku nedostatku ur¢itych enzymov [15]. V rdmci
beznych vySetreni je z krvnej plazmy, ¢i séra sledovana okrem iného aj hladina cholesterolu
a lipoproteinov, ktoré predstavuju jeho transportnd formu. Celkovy cholesterol predstavuje

hlavny rizikovy faktor pre kardiovaskularne ochorenia. Jeho hladinu je mozné korigovat
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medikaciou. Vyuzivané su statiny, ktoré primarne inhibuju hlavny enzym biosyntézy
cholesterolu. Dalej je bezne sledovana tiez hladina triacylglycerolov, ktoré majd vyznamny
vplyv na rozvoj tychto typov ochorenia, avSak t'azky stupen hypertriacylglycerolémie zvysuje
riziko rozvoja pankreatidy. Medikécia pozostava rovnako primarne zo statinov, pripadne ich

kombinacie s fenofibratom [16].

1.1.3.1 Lipidy ako biomarkery

Odhalovanie novych biomarkerov pre vcasnu diagnostiku ochorenia je neustéle
predmetom klinickych a biochemickych vyskumov. Popri inych metabolitoch, ako su
aminokyseliny, ¢i sacharidy, st v poslednych rokoch sledované aj lipidy, ktorych hladiny

v plazme sa vyznamne li$ia medzi vzorkami zdravych jedincov a pacientov [17].

Lipidy  su  vyznamné pri diagnostike rakoviny, neurodegenerativnych
a kardiovaskularnych ochoreni vzhladom kich pocéetnym funkciam. V pripade rakoviny
postihnuté bunky pozmenuji bunkovy metabolizmus, ktory zahffia okrem iného syntézu,
uskladnenie adegradéciu lipidov [18]. Tie slazia ako zdroj energie potrebnej pre
nekontrolovatelné mnozenie buniek, materidl pre stavbu novych membran, ¢i tvorbu
signalnych molekdl [19]. Statisticky vyznamné rozdiely v plazmatickych koncentraciach
onkologickych pacientov a zdravych kontrol si pozorované hlavne u cholesterolesterov,
sfingolipidov a fosfolipidov. Napriklad dysregulovana CE 16:0 moé6ze byt vyznamnym
zdrojom kyseliny palmitovej pre rakovinotvorné bunky, nakolko je vyuZiteI'na pre syntézu
viacerych lipidov (fosfolipidy, sfingolipidy atd’). Sfingolipidy zohravaju dolezita ulohu
pri signalizacii, reguluju bunkovy rast, smrt, ¢i pohyb. Rakovinotvorné bunky moézu
ovplyviiovat' regulaciu ich metabolizmu vyuastujuicu do potladenia apoptoézy. Vyhodou
pouzitia lipidov ako biomarkerov je najmé dobra znalost’ ich tlohy v patogenéze a existencia

validovanych metod pre ich analyzu [15; 20; 21].

1.2 Lipidomika

Lipidomika je dynamicky sa rozvijajuci vedny odbor zamerany na $tadium lipidov, ich
charakterizaciu a biologicky vyznam. Zaoberd sa analyzou lipidomu, teda kompletného
spektra lipidov v tkanive, telovej tekutine, organele, ¢i membrane. Dodrzanie podmienok
pre spracovanie biologického materidlu je podstatné, pretoze pri nespravhom zaobchadzani
dochadza k degradacii lipidovych komplexov, ¢i vzniku oxidovanych a hydrolyzovanych
artefaktov [4; 22].
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Spravna identifikacia lipidov je pomerne naro¢na vzhladom k roznorodosti tejto
skupiny — jednotlivé triedy, dizky alkylovych retazcov, ¢ stupeti a pozicia ich nenasytenosti.
Je teda nutna dosledna praca so vzorkou, vol'ba analytickej techniky a internych standardov

pre kvantitativnu analyzu [23].

1.2.1 Odber a spracovanie biologického materialu

Nakolko sa lipidomika zaobera $tadiom lipidov v zivych systémoch, vzorky su
prevazne biologického pdvodu avo vSeobecnosti zahfiaji najma krv (plazma, sérum),
mozgomieSny mok, mo¢ a tkaniva. Blizsie popisana bude hlavne izolacia plazmy
a spracovanie tkaniv vzhl'adom k Sirokému vyuzitiu tychto materialov. Zvycajne je odoberana
vendzna krv do nadobky s vhodnym objemom antikoagulantu, teda latky braniacej zraZaniu
krvi [2; 15]. Casto je vyuZivany heparin litny, citrat trisodny alebo didraselna sol’ kyseliny
etyléndiamintetraoctovej (K:EDTA). Citrat a K.EDTA viazu Ca®* do chelatov (vapnik je
kritickym faktorom pre zrazanie krvi), zatial’ ¢o heparin sa viaze na antitrombin, ¢im aktivuje
tento inhibitor trombinu a d’alsich hemokoagulaénych enzymov [24; 25]. Pripadny transport
musi byt dostato¢ne rychly a vzorky nesmu byt vystavené vysokej teplote. Nasledne je krv
odstredend na centrifuge, po com je mozné odobrat hornu fazu — plazmu. Je to Zltkasta
tekutina tvorend vo velkej miere vodou, dalej obsahuje anorganické i6ny (mineraly)
a organické zlozky, kam patria okrem mnoZstva inych latok aj lipidy. Plazma je d’alej
skladovana alebo spracovavana podla extrakénych postupov veducich k zisku lipidového
extraktu [3; 15].

V pripade analyzy tkaniv je nevyhnutna ich homogenizécia s naslednou extrakciou
lipidov. Po navazeni tkaniv su vzorky zmie$ané s internymi Standardami a organickymi
rozpustadlami, vlozené do ultrazvukového kupel’a, vortexované a centrifugovane. Odobrany
supernatant je d’alej spracovany podla poziadaviek konkrétnej analyzy [26]. Tkaniva vSak
mozno analyzovat' aj bez ich homogenizécie, takyto postup je vhodny pre hmotnostne-
spektrometrické zobrazovacie techniky. Uvodnym krokom pripravy vzoriek je narezanie
tkaniv/orgdnov na tenké platy aumiestnenic na podlozku z vhodného materidlu. Podl'a
podmienok jednotlivych analyz su vzorky d’alej obmyvané (napr. po skladovani v parafine),
pripadne je aplikovana matrica pre desorpciu a ioniziciu laserom za ucasti matrice
(MALDI) [27].
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1.2.2 Skladovanie vzorky biologického materialu

Pre zachovanie nezmenenych koncentraénych hladin lipidov a d’al$ich latok v plazme je
v ramci skladovania kriticka teplota a pocet rozmrazovacich cyklov. Ak vzorka nie je
okamzite po ziskani d’alej spracovana alebo zmrazena, pokracujuce enzymatické a chemické
procesy mozu viest’ k faloSnym vysledkom. Viacero metabolitov nie je stabilnych v plazme
pri teplote vyssej ako -20 °C, odporucana je teda teplota -80 °C, ak je to mozné aj niZsia.
Nadoby pre skladovanie by mali byt usposobené tak, aby nedochadzalo k odparovaniu, ¢o by
zapricinovalo tiez koncentratné zmeny. Rozmrazovacie cykly rovnako ovplyviiuju hladiny
urcitych lipidovych tried ateda je potrebné znizit' ich pocet na minimum. Je moZné ich
eliminovat’ pripravou viacerych podielov z pdvodnej vzorky plazmy pred jej zamrazenim.
Dalej moze dochadzat’ k oxidacii lipidov obsahujlcich vo svojej molekule mastné kyseliny
s viacerymi dvojitymi vézbami, ¢i oxidovanych lipidov (oxylipiny, oxysteroly). RieSenim
moze byt pridanie antioxidantu priamo po ziskani plazmy, pripadne pred extrakciou alebo
skladovanie vzorky pod inertnym plynom (napr. argénom), ¢o moze rovnako limitovat’ ex
vivo oxidaciu lipidov [28; 29].

Tkaniva mozno tiez skladovat’ pre neskorsie pouzitie, ¢o vyzaduje viacero krokov pred
zamrazenim. Napriklad vzorka pefene musi byt najskdr zbavend krvi vratane buniek,
lipoproteinovych castic a albuminu aaz nasledne je rezana na tenké platy. Tkaniva su

skladované analogicky, teda pri -80 °C, pripadne v kvapalnom dusiku [3].

1.2.3 Priprava vzorky pre lipidomicka analyzu

Délezitym krokom pripravy vzorky je extrakcia. Vo vSeobecnosti sa jedna o izolaciu
analytov z komplexnej matrice a je vyznamna tiez pre prevedenie analytov zo vzorky
na formu kompatibilnG s analytickou metdédou zvolenou pre dany postup. V lipidomike je
podstatna tiez precipitacia plazmatickych proteinov pred analyzou, ktoré by mohli poskodit’
Casti analytickych zariadeni (napr. kolénu chromatografu). Kvoli hydrofobicite lipidov su
d’alej svyhodou vyuzivané nepolarne organické rozpustadla, ¢im je zabezpeCené ich
rozdelenie [30]. V rdmci postupu pripravy extraktu je mozné tiez vyuzivat chladent
centrifugaciu s teplotou 4 °C za téelom eliminacie koncentraénych zmien lipidov vo vzorke.
V tomto pripade st chladené aj pouzivané chemikalie [31]. NajCastejSie si vyuzivané postupy
podla Folcha [32], Bligha a Dyera [33] a Matyasha [34]. Nakoniec je mozné rozpustadlo
uplne odparit’ a vzorku rozpustit' v solvente s pozadovanym objemom a kompatibilnom

s pouzitou analytickou metodou [30].
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Extrakcia podla Folcha vyuziva zmes metanolu achloroformu v pomere objemov
1:2 (v/v) anésledny pridavok vody. Vrstva chloroformu s extrahovanymi lipidmi sa vd’aka
svojej vySSej hustote nachadza pod fazou metanolu a vody obohatenou o hydrofilné zlozky
plazmy ateda je potrebna zvySena opatrnost’ pri jej odbere. Na rozhrani tychto vrstiev sa
nachédza biely prstenec precipitovanych proteinov [31; 32; 35].

Postup so znizenou spotrebou chloroformu vzhladom k jeho toxicite opisali Bligh
a Dyer, pricom vyuzili zmes s obratenym pomerom metanolu a chloroformu, teda 2:1 (v/v).
Zvysok je analogicky s predoslym postupom [33; 36].

V extrakcii podla Matyasha je chloroform nahradeny metyltercbutyléterom (MTBE),
ktory je k vzorke pridany po metanole a po centrifugacii je odobrand horna vrstva. Téato faza
obsahujuca lipidy je oproti metanolovej faze l'ahSia, ¢o umoziuje automatizaciu kolekcie
extraktu a celkové spracovanie vzorky plazmy je jednoduchsie [34].

Pri porovnavani efektivity extrakénych technik je sledovand najmé extrakéna
vytaznost, ktorda udava vhodnost” protokolu pre dand lipidovd triedu [37]. Najvyssia
vyt'aznost’ bola zistena pri extrakcii podl'a Folcha pre nepolarne lipidy a tento postup vynika
tieZ vo vysokej presnosti [38]. Metoda podl'a Matyasha poskytuje nizku vytaznost’ a vysledky
vykazuji vysSie varia¢né koeficienty s porovnanim Folchovej techniky [39].

Popri postupoch pre kvapalinova extrakciu je mozné v lipidomike vyuZit' aj extrakciu
tuhou fazou (SPE). V pripravnom kroku je potrebné zo vzorky odstranit’ proteiny, nakol’ko by
tieto makromolekuly mohli blokovat’ pory v sorbentoch, ¢im by zamedzili sorpciu lipidov.
Pre ich precipitaciu je mozné vyuzit’ organické rozpustadla, napriklad acetonitril, ¢i metanol.
Na rozdiel od beznych kvapalinovych extrakcii s rozpustadlom nemiesitelnym s vodou, je
v tomto kroku nevyhnutnd homogenita vzorky. Na analyzu je mozné pouzit’ aj precipitovani
vzorku, po filtracii vyzrazanych proteinov, avSak v tomto pripade je jednoduchost’ extrakcie
na tkor zvySenych matricnych efektov. Princip samotnej SPE spociva v zachyteni lipidov
a ich naslednom uvol'neni pomocou zvoleného rozpustadla. Sorpcia lipidov je zalozena na ich
hydrofébnych interakciach so sorbentom. Tato technika je vyuzivana prevazne pre selektivnu

extrakciu lipidovej triedy alebo pre jej zakoncentrovanie [40 — 42].

1.2.4 Separacné techniky v lipidomike

KTucovou technikou v lipidomickej analyze je hmotnostna spektrometria, vd’aka ktore;j
sU ziskavané tiez informacie o Struktre analytov, ¢o je zasadné pre spravnu identifikéciu

a kvantifikaciu. Vzorky su do hmotnostného spektrometru privadzané po predchadzajlcej
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separécii na chromatografickej kolone, pripadne bez separacie priamou infuziou alebo
pouzitim desorp¢énych ioniza¢nych technik [3].

Chromatografia poskytuje rozdelenie komplexnej zmesi lipidov na z&klade ich
chemickych a fyzikalnych vlastnosti, vd’aka ¢omu st rozdielne retenéné cCasy dal$im
uzitoénym parametrom pri identifikacii. V lipidomike je vyuZivana kvapalinova
chromatografia s obratenymi fazami (RP-LC), kvapalinova chromatografia s normalnymi
fazami (NP-LC), chromatografia hydrofilnych interakcii (HILIC) a superkriticka fluidna
chromatografia (SFC), ktora bude popisana detailnejSie vzhl'adom k jej vyuzitiu v praktickej

Casti tejto prace [3].

1.2.4.1 Kvapalinova chromatografia s obratenymi fazami

Kvapalinova chromatografia s obratenymi fazami pouziva chromatograficki 16zu
pozostavajucu z nepolarnej naplne, teda stacionarnej fazy, najcastejSie C18 a polarnej
mobilnej fazy. K separacii dochadza na zaklade rozdielnej hydrofobicity analytov vzhladom
K prevazne nepolarnemu charakteru lipidov, ktora zaleZi na diZke retazcov mastnych kyselin,
stupni nasytenosti a polohe dvojitych vézieb. Lipidy su tak rozdelené na jednotlivé lipidové
druhy s vy$sim poc¢tom identifikovanych lipidov vratane separécie izomérov, vd’aka ¢omu je
technika menej nachylnd Kk presyteniu detektoru oproti technikam separujucim podla
lipidovych tried. Nevyhodou tejto techniky je potreba pouzitia viacerych Standardov a s tym
spojena komplikovanejsia kvantifikacia [3; 41; 42]. Specidlnym pristupom je chirdlna
separacia, ktora umoznuje aj rozdelenie stereoizomérov niektorych lipidov. Princip spociva

V pouziti chiralnych faz chromatografie, ¢asto polysacharidov [43].

1.2.4.2 Kvapalinova chromatografia s normalnymi fazami

Historicky starSia a v dnesnej dobe uz vynimocne pouzivana technika, ktora vyuziva
polarnu stacionarnu fazu s nepolarnou mobilnou, ¢im dochadza k separécii lipidov na zaklade
ich polarnych casti a tak su delené podla jednotlivych lipidovych tried. Nevyhodou tejto
techniky je separécia len nepolarnych lipidov a negativny vplyv na ionizaciu pri pouziti
spojenia s hmotnostnou  spektrometriou  spdsobujuci  nizku  citlivost  anizsiu
reprodukovatel'nost’ z dovodu komplikovanej pripravy mobilnej fazy [43]. Pre detailnd
analyzu je mozné spojenie tychto chromatografii (NP a RP) v dvojdimenzionalnej separacii —

v prvom kroku su lipidy rozdelené do tried a nasledne na jednotlivé druhy [44].
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1.2.4.3 Chromatografia hydrofilnych interakcii

Chromatografia hydrofilnym interakcii je zaloZena na rozdielnej distribucii analytov
medzi vodni mobilnu fazu s vysokym obsahom organickej zlozky a polérnu stacionarnu fazu,
ktorej zdkladom byva silikagel, pripadne polarne viazané fzy. Vzhl'adom k vyssej hydrofilite
stacionarnej fazy dochadza k viazaniu vody z fazy mobilnej, ktora sa stava jej sucastou.
Retencia tak zavisi na polarnych Castiach molekul lipidov, nepolarne maju len maly vplyv.
Dochédza teda k separécii podl'a lipidovych tried, pricom nepolérne lipidy nie si zadrZzované
vbbec aeluuji v mitvom objeme. V pripade separacie kyslych lipidov (napr.
fosforylovanych) zvyéajne dochadza k chvostovaniu pikov vzhladom k ich ne$pecifickym
interakciam s chromatografickou 16zou, problémovy moéze byt tiez ich vyskyt v r6znych
ionizovanych formach [45]. Tento jav modze byt potladeny pouzitim kolon s technoldgiou

hybridnych povrchov navrhnutou pre bioanalytické separacie [46].

1.2.4.4 Superkriticka fluidna chromatografia

Superkriticka fluidnd chromatografia je technika instrumentalne blizka kvapalinovej
chromatografii. Hlavnym rozdielom je pouzitie oxidu uhli¢itého, ktory sluzi v nadkritickom
stave ako mobilna faza. Na zaklade vol'by polarity stacionarnej fazy a pouzitia modifikatoru
inak nepolarneho oxidu uhli¢itétho mozno SFC uplatnit’ v dvoch mddoch: separacia podla
lipidovych tried adruhov. Delenie lipidov do tried prebieha na z&klade interakcii ich
polarnych hlav s polarnou stacionarnou fazou podobne ako pri technike HILIC, avsak v tomto
pripade je mozné separovat’ polarne lipidy spolu s nepolarnymi. Dalsou vyhodou je kratsia
doba analyzy s vys$sim rozliSenim vd’aka véac¢siemu prietoku mobilnej fazy z dévodu nizsieho
spatného tlaku [50 — 52].

Principy jednotlivych separa¢nych technik st znazornené na Obrézku 9:
a) Schematické znazornenie separécie podl'a lipidovych tried (NP-LC, HILIC, SFC)
b) Parcialna separacia lipidov v zavislosti na dizke acylového retazca (NP-LC, HILIC
a SFC)
c) Schematické znazornenie separacie podrla lipidovych druhov (RP-LC)

d) Vplyv dizky acylového retazca na retenény ¢as (RP-LC)
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Obrazok 9: Princip chromatografickej separacie lipidov [40]

Srdcom SFC zostavy je bindrna pumpa urCena pre cCerpanie mobilnej fazy
(CO2) a modifikatoru (zmes organickych rozpustadiel a aditiv). Vzorka je davkovana
pomocou automatického davkovaca, ktord je nasledne unasSand mobilnou fazou na kolonu,
kde dochadza k separacii. Koléna je vyhrievana pomocou termostatu kvoli zniZeniu tlaku
a zvySeniu ucinnosti separacie. Za kolonou mdze byt zaradeny detektor, pricom SFC je
VO vSeobecnosti kompatibilna s radou detektorov — spektrofotometricky, odparovaci detektor
rozptylu svetla aaerosolovy detektor nabitych castic [47]. V lipidomike je vyuzivany
vyhradne hmotnostne-spektrometricky detektor, ktorému bude venovana viacésia pozornost
v d’alsej podkapitole [3]. Pri spojeni SFC a MS je nutné zaradit pumpu pre pridavna
kvapalinu (tzv. make-up). Jedna sa o kvapalinu s nizkym prietokom a zvy¢ajne podobnym
ZloZzenim ako modifikator, ktora zvySuje ucinnost’ ionizacie. Schéma tejto zostavy je
na Obrazku 10 [48].
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Obrézok 10: Schéma zostavy SFC a hmotnostného spektrometru [49]

1.2.4.4.1 Mobilné fazy

Mobilnou fazou v tomto type chromatografie je kvapalina v nadkritickom stave, teda
pri teplote atlaku nad ich kritickou hodnotou. Hustota latky v takomto stave je blizka
kvapaline, viskozita zase plynu a difuzivita na pomedzi tychto skupenstiev. Vdaka tymto
vlastnostiam je technika SFC radena na pomedzi kvapalinovej chromatografie a plynovej
chromatografie (GC). NajcastejSie pouzivanou mobilnou fazou byva oxid uhli¢ity vd’aka
nizkym kritickym hodnotdm (7,3 MPa, 31 °C) avlastnostiam — je nehorl’avy, netoxicky,
chemicky inertny a miesatel'ny s vécSinou organickych roztokov. Tie moézu byt pridané
za G¢elom optimalizacie separacie kvoli nizkej polarite CO2 a ¢asto vyuzivany je napriklad
metanol, etanol a acetonitril s pridavkom aditiv. Tieto modifikatory zvysuja selektivitu skrze
dipdl-dipolové interakcie a umoznuji separaciu aj polarnych latok. Pridanim modifikatoru
zvycajne rastie hodnota kritického tlaku a teploty (napr. po pridani 5 % metanolu stupnu
na 10,5 MPa a 51 °C), preto sa Vv priebehu analyzy mozno presunut’ zo superkritickej do sub-
kritickej oblasti [50; 51].

1.2.4.4.2 Kolbny
Kolény pre SFC su obdobné ako pre LC, vo vSeobecnosti ich plnenie zalezi
na potrebach analyzy. Mézu obsahovat’ polarnu stacionarnu fazu, v napliovych kolonach je
vyuzivany najmé silikagel s chemicky viazanym 2-etylpyridinom, ktory redukuje kontakt
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analytov so silanolovymi skupinami ich stérickym tienenim. Dalej mozu byt na silikagel
viazané dioly, aminopropyl, ¢i aromatické polyméry, napriklad polystyrén-divinylbenzen.
Pridanim modifikatoru dochadza k zvySeniu polarity mobilnej fazy, ¢o prinaSa moznost’
vyuzitia aj menej polarnych stacionarnych faz. Medzi nepolarne stacionarne fazy patri bezne
pouzivany oktadecylsilikagel a fenylpropylsilikagel [52]. Pre SFC je mozné pouzit tiez
kolony s povrchovo poréznymi ¢asticami, ktorych vyhodou je postacujuci nizsi tlak
pre dosiahnutie porovnatelnych vysledkov ako pri separacii na plne poréznych casticiach

s mens§im priemerom [51; 53; 54].

1.2.4.4.3 Spojenie SFC a MS

V lipidomike je casto vyuzivané spojenie separa¢nych technik a hmotnostnej
spektrometrie, ktorych kombinécia poskytuje zdznam bohaty na informécie o vzorke. Popri
retenénych ¢asoch plynucich z chromatografickej separécie prinasa tato technika informaécie
0 molekulovej hmotnosti, ¢o umoznuje identifikiciu jednotlivych lipidov aich naslednd
kvantifikdciu. Konstruk¢éne je spektrometer zaradeny za spatnym reguldtorom tlaku kvoli

reprodukovatelnosti separacie [55].

Pre spojenie SFC a hmotnostného spektrometru je nutné pouzit' spravny interface,
schematické znédzornenie je na Obrazku 11. Prva konstrukcia vychadzala z priameho spojenia
(A), nasledovalo zac¢lenenie restriktoru, ale v sucasnosti je vyuzivany interface s pridavnym
tokom a rozdel'ova¢om pred regulatorom tlaku (back pressure regulator, BPR) (B), pripadne
bez rozdelovaca (C). Spojenie je sprostredkované v zavislosti na vyrobcovi, pricom
konfiguraciu s rozdelovatom toku vyuziva firma Waters, systém bez rozdelovacu firma
Agilent [55].

Pri zostave s deli¢om je Cast’ eluentu vedena do hmotnostého spektrometru a prebyto¢ny
tok odvadzany regulatorom tlaku. Chromatograficka G¢innost’ separacie zostava zachovana.
V pripade posledného uvedeného usporiadania je eluent rovnako miesany s pridavnym tokom,
ale do detektoru je privadzany cely objem bez jeho rozdelovania. Pridavny tok moéze
pozostavat’ z organickych rozpustadiel dolezitych pre zlepSenie ionizacie bez ovplyvnenia

chromatografickej separacie [55; 56].
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Obrazok 11: Schematické spojenie SFC a MS detekcie

1.2.5 Hmotnostna spektrometria

Samotny hmotnostny spektrometer pozostava z troch hlavnych casti: i6novy zdroj,
hmotnostny analyzétor a detektor [57].

1.25.1 Ionizac¢né techniky

V lipidomickej analyze su vyuzivané ioniza¢né techniky za atmosférického tlaku, teda
ionizécia elektrosprejom (ESI), chemicka ionizacia (APCI) a fotoionizécia za atmosférického
tlaku (APPI), ionizacia laserom za ucasti matrice (MALDI), desorpéna ionizécia
elektrosprejom (DESI) a priama analyza v realnom ¢ase (DART). lonizacia elektrosprejom je
vhodna pre latky stredne polarne az idnové a umoziuje ionizaciu aj vacsich a neprchavych
substancii. Roztok vzorky je pumpovany pri nizkom prietoku (0,1 — 1 ml/min) kapilarou, na
ktoru je vkladané napdétie (1,5-5KkV), vdaka ¢omu je na vznikajuce kvapdocky prenasany
ndboj. Napdtie moze nadobudat’ kladné aj zaporné hodnoty. Vyparovanim rozpustadla sa
zvySuje ich hustota a po dosiahnuti Rayleighovho limitu dochadza ku Coulombickej explozii,
teda povodné kvapocky prechadzaji na viacero menSich s distribuovanymi nabojmi. Tento
proces sa opakuje az do vzniku ionov [58; 59]. Chemicka ionizacia za atmosférickeho tlaku je
vhodné pre latky menej polarne, jej princip je zaloZeny na ionizacii pomocou koronového
vyboja. Eluat je na vystupe z chromatografického systému rozpraseny a vo vyhrievanej zéne
rychlo odpareny. Koronovy vyboj z ihly, na ktoru je vkladané vysoké napétie (3 —4 kV),
ionizuje najskér molekuly mobilnej fazy a nasledne analytu. Fotoionizacia za atmosférického
tlaku je analogickou technikou, v ktorej je vybojova ihla nahradena zdrojom UV ziarenia [3].

Pri ionizécii laserom za ucasti matrice je vzorka zmieSana s matricou, teda malou organickou
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molekulou (napr. 2,5-dihydroxybenzoova kyselina, 1,5-diaminonaftalén) ananesend na
MALDI ter¢ik. Na tato zmes je aplikovany kratky laserovy pulz, ktory desorbuje analyty a
matricu. Vo vzniknutom oblaku matrica predava absorbovant energiu analytom, ¢im ich
ionizuje. Tieto i6ny su akcelerované do hmotnostného analyzatoru [60]. Desorpéna ionizacia
elektrosprejom vyzaduje minimalnu pripravu vzorky ajej vyhodou je tiez nedeStrukény
charakter, vd’aka ¢omu moze byt dané tkanivo d’alej analyzované aj histologicky. Ionizacia
spociva v pdsobeni pradu elektricky nabitych kvapiek organického roztoku na analyzovany
povrch, z ktorého su extrahované komponenty d’alej vedené do analyzatora [61]. Podobnou je
technika priamej analyzy v realnom ¢ase, ktora vyuziva pre ionizaciu vzorky v 'ubovol'nom
skupenstve metastabilné castice vznikajice posobenim vyboju na molekuly reakéného plynu

a ich naslednou interakciou so vzorkou [62].

1.2.5.2 Analyzatory

Vzniknuté i6ny sU optikou vedené do analyzatora. Ich transport a zaostrenie je
zabezpecené elektrickymi elementmi s vlozenym vhodnym napitim, Casto su vyuZzivané
ionové lieviky. Na prstencové elektrody, ktorych vndtorny priemer sa v priebehu dizky
postupne zmensuje, je vlozené jednosmerné napitie s gradientom za ucelom pohanania idnov
v danom smere, pulzmi striedavého napitia su sustredované pozdii osi optiky [63; 64].
Hlavnou ulohou analyzatora je separdcia ionov na zéklade pomeru ich hmoty a ndboja (m/z).
V lipidomike je ¢asto vyuzivany trojity kvadrupdl (QqQ), analyzator doby letu (TOF), i6bnova
cyklotrénova rezonancia (ICR) a orbitalna pasca (tzv. Orbitrap) [61; 65].

Zékladom analyzéatoru doby letu je meranie ¢asu, za ktory i6ny preletia uréita
vzdialenost’ v letovej trubici, ktora predstavuje oblast’ bez pola. Na jej zaciatku sU io6ny
urychlené kratkym pulzom, teda vSetky maju priblizne rovnaka hodnotu potencialnej energie,
ktord sa meni na kinetick(. Z rovnic popisujlcich tento vztah (1, 2) teda vyplyva, Ze iony
s men$im pomerom M/Z nadobudnu vyssiu rychlost’ a tak dopadnu na detektor na konci

analyzatora za kratsi Cas [66].

Ek=e-z-U=%-m-v2 (1)
L m
L= 7 (2)
Ex ... Kineticka energia e ... elementarny naboj t... Cas
m ... hmotnost’ i6nu Z ... naboj iénu L ... letova dizka trubice
v ... rychlost’ letu ibnov U ... napétie
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TOF analyzator patri do skupiny s vysokou rozliSovacou schopnostou a uréenie
spravnosti hmoty je mensie ako 5 ppm. Tiez sa vyznacuje velkym hmotnostnym rozsahoma
rychlou skenovacou rychlost'ou, preto je idealny pre spojenie so separacnymi technikami. Za
G¢elom prediZenia drahy letu ateda aj ziskania lepSicho rozlifenia sa Gasto vyuZiva tzv.
reflektron, teda idénové zrkadlo pozostavajuce zo série prstencovych elektréd s vysokym
napatim. 16ny s rozdielnou kinetickou energiou prechadzaju rozdielne hlboko do reflektronu,
priCom rychlejSie iony sa ponaraju viac, teda stravia v iom viac Casu, vd’aka ¢omu je
predizena draha letu aidny si zaroveii zafokusované. V praxi je vsak viac vyuZzivany
hybridny analyzator QTOF, kde je predradeny kvadrupdl umoznujici MS/MS
experimenty [67].

Medzi analyzatory s ultravysokou rozliSovacou schopnostou vyuZivajuce Fourierova
transformaciu patri i6nova cyklotronova rezonancia (ICR-FT) a Orbitrap. V ICR pdsobi
na iony silné magnetické pole (az do 21 Tesla, najcastejsie 7 Tesla) a elektricky potencidl, ¢o
vedie kcirkularnemu pohybu i6nov vtomto analyzatore zlozenom z detek¢énych
a excitaénych elektréd. Excitaciou idnov Sirokopasmovym radiofrekvenénym pulzom sa
zvySuje polomer drahy i6nov, ¢im st priblizované k detekénym elektrodam. V poli
s konstantnou hodnotou magnetickej indukcie je cyklotronova frekvencia zavisla len na
obratenom pomere m/z. Vysledny zaznam je superpoziciou frekvencii vSetkych i6nov, ¢o je
upravené Fourierovou transforméaciou [68]. Orbitrap pozostadva z troch elektrod, z dvoch
vonkajsich a jednej stredovej. Vlozené napitie vytvara elektrické pole, pésobenim ktorého
iony rotuju okolo a pozdiZ centralnej elektrody s tvarom vretena. Frekvencia oscilacie ionov
je nepriamo Umerna odmocnine pomeru m/z. Hmotnostné spektrum je opat’ ziskané az
po transformacii dat. Vyhoda hmotnostnych spektrometrov s ultravysokym rozliSenim
spociva hlavne v Struktirnej analyze, avSak spojenie so separacnymi technikami nie je prili§
vhodné kvoli nizkej skenovacej rychlosti [69].

Trojity kvadrupdl (QqQ) pozostava z troch kvadrupolov, radenych za seba, pricom
kazdy je zloZzeny zo Styroch valcovych elektrod ulozenych rovnobezne okolo strednej osi.
Na prvy a posledny kvadrupdl je vkladané jednosmerné napitie (na protil'ahlé kladné, zvysné
dve zaporné) avysokofrekvenéné striedavé napitie. Elektrické pole slizi na selektivnu
stabilizaciu oscilacie ionov s uréitym pomerom m/z, ktoré prechadzaju analyzatorom d’alej
smerom k detektoru. Vyber ionov je tak zavisly na napati aplikovanom na elektrody, pricom
sa postupne meni, ¢im dochadza k selektivnemu preptstaniu ionov. Prostredny kvadrupdl

slazi ako kolizna cela pre fragmentaciu iénov vybranych prvym kvadrup6lom, v poslednom
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su tieto fragmenty analyzované. Toto usporiadanie je zékladom pre tandemovi hmotnostnd

spektrometriu prinasajiicu benefity najma v cielenej kvantitativnej analyze [70].

1.2.5.3 Detektory

Po separacii v analyzatore prechadzaju iony do detektoru, ktorého hlavnou tlohou je ich
zaznam Vv podobe prevodu na meratelny signal. Ich principy st zaloZzené na tvorbe
sekundarnych i6nov alebo indukcii pridu. Bezne vyuZivany je elektronovy nasobic,
Faradayov pohér, ¢i scintilaény fotonasobic. Elektronovy nasobic¢ predstavuje sériu dynod,
ktoré zosiliuju prad i6nov do podoby meratelného pradu elektronov. 16ny vstupujuce
do tohto detektoru su zachytené na prvej konverznej dynode, z ktorej st nasledne uvolnené
elektrony. Tie sU zachytené nasledujucou dynddou, ktora uvolni d’alSie elektrony. Tento
proces sa V sérii dyndd d’alej opakuje, pricom sa mnozstvo elektronov neustale zvysSuje, ¢o
zabezpecuje vysoku citlivost’ tohto detektoru. Na poslednej elektréde je naboj merany ako
napitovy impulz. Dal§im typom je tzv. Faradayov pohar, ktory predstavuje relativne
jednoduché alacné zariadenie. I6ny narazajuce na duti elektrodu, pripominajucu svojim
tvarom pohér, spbsobuju tok elektrénov. Vznikajuci prud je néasledne zosilneny
a zaznamenany [71]. Scintilaény fotonasobi¢ovy detektor prevadza iony analytu na meratel'ny
signal prostrednictvom svetelného Ziarenia. Po dopade i6nov na scintilaént vrstvu dochédza
K vzniku fotonov, ktoré si dalej spracované systémom dyndd do podoby elektrického
prudu [72].

1.2.5.4 Hmotnostne-spektrometrickeé zobrazovanie

Hmotnostne-spektrometrické zobrazovanie (MSI) sluzi na analyzu tkaniv, primarne
narezanych na tenké platy. Prostrednictvom ioniza¢nych technik ako je MALDI, ¢i DESI, su
ionizované komponenty na povrchu vzorky a privadzané do analyzatoru, najéastejSie TOF.
Pre zvysenie hmotnostného rozliSenia a presnosti je v tomto pripade vyuzivana oneskorena
extrakcia. Po ionizacii je aplikovany extrakény potencial az po uplynuti urcit¢ho casu
S0 zamerom zjednotit’ id6ny s rovnakym pomerom m/z v jednej rovine pred ich urychlenim do
letovej trubice [60; 73]. Mozno analyzovat’ popri lipidoch tiez aminokyseliny, nukleotidy,
peptidy, ¢i lieciva. Okrem pritomnosti jednotlivych latok vo vzorke poskytuje tato technika
informécie aj o ich distribucii v ramci analyzovaneho rozsahu tkaniva. Takyto obrazec je
vytvoreny z velkého mnozstva dat ziskanych z kazdého analyzovaného bodu. V Klinickej
praxi predstavuje tato technika velky potencial pri operaciach karcindbmov [74]. Porovnanie

s konven¢nymi histologickymi obrazcami moZze poukdzat’ na rozdielne molekulové zloZenie,
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ktoré by signalizovalo pritomnost’ rakovinovych buniek, tumorov. Vyznamnu Glohu v tomto
zohravaju prave lipidy ako tumormarkery, ked'ze je ich abnormalny metabolizmus
charakteristicky pre nadorové bunky. Hmotnostna spektrometria umoziuje stanovit
elementarne zlozenie a naslednt S$truktGru analytov s vysokou presnostou, ¢o vedie

k ohrani¢eniu patologickych ¢asti v zdravom tkanive [20].

1.25.5 Priamainfuzia

Dal§im pristupom vyuzitia hmotnostnej spektrometrie v lipidomike je priama
inflzia (DI), znama tiez pod nazvom shotgun MS. Vyhodou je predovSetkym kratsi ¢as
potrebny na analyzu a dostacujice pouzitie jedného interného Standardu pre kazda triedu
lipidov, nakol'’ko dochadza k ioniz&cii analytu a standardu v rovnaky ¢as. Technika spociva
v priamom zavedeni vzorky do hmotnostného spektrometru prostrednictvom pumpy, pripadne
na baze Cipu. NajbeznejSie je pouzitie trojitého kvadrupdlu pre tandemov hmotnostnd
spektrometriu vyuzivajacu sken prekurzorovych iénov, neutralnych strat a sken jednej alebo
viacerych iénovych reakcii. Nevyhodou su izobarické interferencie vzhl'adom k davkovaniu
celej zmesi naraz. RieSenim pri analyze komplexnejSich vzorieck moéze byt pouZitie
analyzatorov s vysokym rozliSenim a presnostou, teda ionovej cyklotronovej rezonancie

s Fourierovou transforméciou alebo Orbitrapu [75 — 77].

1.2.6 ldentifikacia a kvantifikacia lipidov

Ako bolo zmienené skér, v lipidomickej analyze st rozliSované dva pristupy s vyuZzitim
separacnych technik: separacia podla lipidovych tried a druhov. Pri separéacii podla
lipidovych tried je identifikacia aj kvantifikacia jednoduchsia, nakol'ko vsetky lipidy z danej
triedy eluuju v jednom piku. Avsak dochadza k iastoénej separacii v ramci jedného piku
v zavislosti na diZke acylového retazca a pocte dvojitych vizieb. Tento pristup je najéastejsie
spojeny s vysokorozlisujucou MS a identifikacia je zaloZzena na presnosti uréenia m/z. Po
chromatografickej — separacii  nadkritickou  kvapalinou s0  najmenej zadrziavané
cholesterolestery, glycerolipidy, fosfolipidy aako posledné eluuju sfingomyeliny
a lysofosfatidylcholiny. Pri deleni podla lipidovych druhov je retencia zavisla na polarite
analytov, ktora je v ramci triedy vyjadrena pomerom poctu uhlikov a dvojitych vézieb, tzv.
ekvivalentné uhlikové ¢islo. Jednotlivé lipidy eluujt v Sirokych ¢asovych intervaloch, pri¢om
sa jednotlivé triedy navzajom prekryvaji, ¢o komplikuje ich identifikaciu. ldentifikacia
analytov je zaloZzena na porovnavani zaznamenanych hodnét m/z a tabul’kovych a sledovani

charakteristickych fragmentovych iénov. Tandemova hmotnostna spektrometria je vyznamna
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najmé pri izotopickych prekryvoch, teda ked” sumarne vzorce dvoch molekul st identické,
av8ak ich Struktira je rozdielna (napr. PC 33:1 a PE 36:1, C41HsoNOgP). Cennou poméckou
pre identifikaciu s vysokou presnostou je aj vyuzitie retenénych zavislosti (zavislost
retenéného Gasu na dizke acylového retazca, pripadne poéte dvojitych vizieb), pricom lipidy
tvoria logicke rady [3; 78].

Pre presnl kvantifikaciu je zasadna sic¢asna ionizacia analytov a internych Standardov
jednotlivych tried, respektive podtried. Pri chromatografickej separacii lipidov do tried je tato
podmienka splnena vd’aka StruktGrnej podobnosti analytov a internych standardov, ¢im je
zabezpecend ich relativne spolo¢nd ionizacia. Koncentracia analytu je potom vypocitana
z pomeru intenzity analytu a interného $tandardy, ktory je vynasobeny znamou koncentraciou
IS. V tomto pristupe je nutné tiez zohl'adnenie izotopickych prekryvov, pri ktorych by mohlo
dochadzat” k faloSne vy$§im koncentraciam. Tento efekt mozno korigovat' na zaklade
vypocitaného izotopického vzoru (izotopickd korekcia Il. typu). V pripade separécie lipidov
na jednotlivé druhy je potrebné pouzitie vacSicho mnozstva standardov, najlepsie aby doslo
K pokrytiu celého retenéného okna, ¢o je vyrazne finanéne naro¢nejsie. Mensi pocet IS méoze
byt Ciastocne kompenzovany aplikaciou odozvovych faktorov. Nevyhodou je tiez
komplikované vyhodnocovanie vysledkov, ktoré nemozno I'ahko automatizovat’ na rozdiel od

predchadzajuceho pristupu [3; 78].

1.2.6.1 VoIba a poutzitie internych standardov

Pre spravnu kvantifikaciu je kl'icova volba vhodnych internych standardov aich
pridanie k vzorke pred jej spracovanim. Pre spravnu kvantifikaciu je nutné pouzit’ aspon jeden
interny Standard pre kazdu triedu a vopred zistit, ¢1 dany lipid nie je prirodzene zastipeny vo
vzorke. V lipidomike su ¢asto vyuzivané deuterované interné Standardy, ktorych vyhodou je
podobnost’ s analyzovanymi lipidmi, ¢o zabezpeCuje rovnaké spravanie v priebehu analyzy.
Vdaka nahradeniu vhodného poctu vodikov deutériom zaroven nedochadza k interferencii
s lipidmi prirodzene sa vyskytujicimi v biologickych materidloch. Castou volbou su
komplexné zmesi internych Standardov od spolo¢nosti Avanti [79], ¢i Sciex [80], ktoré
obsahuju viac IS pre danu lipidova triedu. Nevyhodou vsak je vysoka cena tychto Standardov,
navyse pre niektoré triedy zatial’ ani nie s dostupné. Dalsou moznostou je pouzitie lipidov
Struktrne podobnych s analyzovanymi, s kratsimi (PC 28:0), ¢i dlh$imi ret'azcami (PC 44:2),
nez maju sledované latky, pripadne s neparnym poc¢tom uhlikov v retazci (MG 19:1) za
predpokladu, ze sa prirodzene nevyskytuju vo vzorke [23; 81]. Vyhodou je pouzitie viacerych

Standardov v rdmci jednej triedy, ¢o umoziiuje vypocet chyby stanovenia [3].
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Zoznam pouzitych chemikalii a Standardov

e 2-propanol (IPA) - LC-MS distota, > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Nemecko)

e Deionizovana voda — Milli-Q Reference Water Purification System (Molsheim,
Francuzsko)

e Hexéan (Hex) — LC-MS ¢istota, Fluka (Buchs, Svajéiarsko)

e Chloroform (CHCI3) — LC-MS c¢istota, Merck (Darmstadt, Nemecko)

e Methanol (MeOH) — LC-MS ¢istota, > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Nemecko)

e Octan amonny —> 99,9 %, Honeywell (Seelze, Nemecko)

e Oxid uhli¢ity — 99,995 %, Messer Group Gmbh (Bad Soden, Nemecko)

e Uhli¢itan amonny — > 99,999 %, Honeywell (Seelze, Nemecko)

e Interné Standardy (vid’ Tabulka 1) — Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA), Nu-
chek Prep (Elysian, MN, USA)

2.2 Pristroje a zariadenia

e Analytickd vaha ABT 120-5DM — Kern & Sohn GmbH (Balingen, Nemecko)

e Davkova¢ Multipipette M4 — Eppendorf (Hamburg, Nemecko)

e Hmotnostny spektrometer Synapt G2-Si QTOF — Waters (Milford, MA, USA)

e Koncentrator vzorky NDK200-2N — MIULAB (Hangzhou, Zhejiang, Cina)

e Laminarny box MSC-Advantage Il. triedy — Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

e Mechanické pipety s nastavitelnym objemom — Sartorius (Goettingen, Nemecko)

e Minitrepacka IKA KS 130 (Staufen, Nemecko)

e Odstredivka Hettich EBA 20 — Hettich (Tuttlingen, Nemecko)

e Pasteurove pipety sklené — Thermo Fisher Scientific (Bremen, Nemecko)

e Ultravysokou¢inny superkriticky fluidny chromatograf Acquity UPC? — Waters
(Milford, MA, USA)

e Ultrazvukovy kupel' FB Fisherbrand 15061H — Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)
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2.3 Priprava zmesi internych Standardov
Zasobné roztoky internych Standardov boli pripravené v pozadovanych koncentraciach
podla Tabulky 1 ich navdzenim arozpustenim vV prisluSnom objeme zmesi
chloroform/metanol (1:1, v/v). Nésledne boli pipetované vypocitané objemy pre vytvorenie
zmesi internych Standardov (IS MIX) a pre doplnenie objemu bolo pouzité rovnaké
rozpustadlo, teda zmes chloroformu a metanolu (1:1, v/v). Ta bola pridavana k vzorkam za
ucelom kvantifikacie lipidov, pripadne boli pripravené vzorky samotnych Standardov podla

poziadaviek jednotlivych pokusov.

Tabulka 1: Koncentracie Standardov v zasobnych roztokoch a v IS MIX

Koncentracia | . , , . , . . .
Pipetovany | Koncentracia | Koncentracia | Koncentracia

Standard zasobneho objem v IS MIX v plazme v plazme

roztoku [u1] [ug/ml] [ug/ml] [nmol/ml]

[Hg/p]
CE 16:0d7 6 237.0 284 228 360
CE 19:0 6 250.0 300 240 360
Cer 30:1 2 3.0 1 1 2
Cer 35:1 2 4.0 2 1 2
Cer 36:1 d7 1 8.0 2 1 2
DG 28:0 2 9.0 4 3 6
DG 36:2 d5 1 22.5 5 4 6
DG 33:1d7 1 21.0 4 3 6
LPC 17:0 2 55.0 22 18 35
MG 19:1 4 6.5 5 4 11
MG 18:1d7 1 26.0 5 4 11
PC 33:1d7 1 352.0 70 56 75
PC 28:0 4 79.0 63 51 75
PC 44:2 2 210.0 84 67 75
SM 30:1 2 70.0 28 22 35
SM 36:2 d9 1 160.0 32 26 35
TG 48:1d7 1 290.0 58 46 57
TG 57:3 6 55.0 66 53 57
Rozpustadlo | CHCI:/MeOH 3142

1:1 (viv)
Celkovy 5000
objem
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2.3.1 Priprava podielov IS MIX

Vzhl'adom k zameraniu experimentu na vplyv skladovacich podmienok boli zo zmesi

Standardov pripravené jednotlivé podiely, ktoré boli skladované pri -80 °C:

e 0. podiel: 500 pl IS MIX pre kontrolu kvality (QC)

1. podiel: 500 pl IS MIX pre sledovanie kratkodobej stability standardov

2. podiel: 500 pl IS MIX pre sledovanie stability standardov Vv priebehu

rozmrazovacich cyklov

3. podiel: 5x100 pl IS MIX pre sledovanie dlhodobej stability standardov

4. podiel: 500 ul IS MIX pre sledovanie kratkodobej stability plazmy

5. podiel: 5x100 pl IS MIX pre sledovanie stability plazmy v priebehu

rozmrazovacich cyklov

6. podiel: 1 500 pl 1S MIX pre sledovanie stability extraktu plazmy

2.4 Priprava podielov plazmy

Vzorky plazmy boli ziskané od dobrovolnikov vo Fakultnej nemocnici Olomouc,
Transfazne oddelenie. Stiidia bola schvalena etickou komisiou a vietky subjekty podpisali
informovany sthlas. Zakladné informécie o subjektoch st zhrnuté v Tabulke 2, d’alej uviedli,
ze nedodrziavaju nijaké diétne opatrenia a nefajéia. Z tychto vzoriek bola pripravend zmesna
vzorka plazmy pipetovanim 200 pl z kazdej, dohromady 4 000 pl. Nasledne boli pripravené
tieto podiely a boli skladované pri -80 °C:

e 0. podiel: 500 ul pre kontrolu kvality (QC)
e 1. podiel: 500 ul pre sledovanie kratkodobej stability
e 2. podiel: 500 pl pre sledovanie stability plazmy v priebehu rozmrazovacich cyklov

e 3. podiel: 2 000 pl pre sledovanie stability extraktu plazmy

41



Tabulka 2: Zoznam vzoriek plazmy pouzitych pre pripravu zmesnej vzorky

Cislo subjektu Vek VySka | Hmotnost’ BMI Pohlavie
(v dobe odberu) (cm) (kg)
1 53 182 82 24.76 Muz
2 63 186 81 23.41 Muz
3 53 175 85 27.76 Muz
4 62 168 78 27.64 Zena
5 49 163 68 25.59 Zena
6 57 163 67 25.22 Zena
7 50 187 89 25.45 Muz
8 51 168 76 26.93 Zena
9 50 189 86 24.08 Muz
10 50 170 74 25.61 Muz
11 52 156 52 21.37 Zena
12 51 168 58 20.55 Zena
13 50 170 73 25.26 Muz
14 61 180 82 25.31 Muz
15 50 164 63 23.42 Zena
16 50 168 67 23.74 Zena
17 50 178 80 25.25 Muz
18 55 163 70 26.35 Zena
19 51 169 72 25.21 Muz
20 57 170 75 25.95 Zena

2.5 Priprava vzoriek
2.5.1 Priprava kontroly kvality

Za ucelom kontroly kvality v priebehu dlhodobého merania bola pripravena zmes
extraktov zmesnej vzorky plazmy. Bolo prevedenych celkom 17 extrakcii zmesnej plazmy
podrla Folcha. Po odpareni a rozpusteni v zmesi chloroform/metanol (1:1, v/v) boli jednotlive
podiely spojené za ucelom vytvorenia zasobného roztoku QC, ktory bol zacleneny do merania

pre vSetky nasledujuce analyzy a vyuzity pre normalizaciu dat.

2.5.2 Priprava vzorky IS MIX
Pre sledovanie stability internych Standardov boli pripravené ich vzorky samovolnym
rozmrazenim prislusného podielu IS MIX pri laboratornej teplote. 20 pl IS MIX bolo
pipetovanych do 1,5ml vialiek a zriedenych 480 pl zmesi chloroform/metanol (1:1, v/v), ¢o

bolo d’alej riedené v pomere 1:5 rovnakym rozpustadlom.
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2.5.2.1 Kratkodoba stabilita IS MIX

Pre pripravu vzoriek bol pouzity prvy podiel IS MIX, ktory nebol zmrazeny a teda bol
eliminovany rozmrazovaci cyklus. Zriedenim podl'a navodu boli pripravené celkom tri vzorky
auréené k okamzitému meraniu. Po dvoch hodinach ponechania IS MIX pri laboratérnej
teplote boli rovnakym spdsobom pripravené d’alSie tri vzorky, opit’ okamzite zmerané. Tento
postup bol este dvakrat opakovany, teda celkovo boli prevedené 4 série merani po troch
vzorkéch, ktorych ucelom bolo zistit’ vplyv laboratornych podmienok na IS MIX (simulécia

8-hodinového pracovného dia).

2.5.2.2 Stabilita IS MIX v priebehu rozmrazovacich cyklov
Pre tieto analyzy bol pouzity druhy podiel IS MIX. Prvé tri vzorky boli pripravené

zZ Cerstvo pripravené¢ho podielu (bez rozmrazovacieho cyklu) zriedenim podl'a navodu. Tie
boli ihned” zmerané. Povodny podiel IS MIX bol opédt’ zamrazeny pri teplote -80 °C. Po 24
hodinach bol postup zopakovany (1 rozmrazovaci cyklus), Tento postup bol este trikrat
zopakovany, teda celkovo bolo prevedenych 5 sérii analyz po 3 vzorkach. Experiment mal

simulovat’ vplyv opédtovného uskladnenia IS MIX v priebehu pracovného tyzdna.

2.5.2.3 Dlhodoba stabilita IS MIX
IS MIX bol rozpipetovany do viacero vialiek z dévodu zjednotenia rozmrazovacich
cyklov (len jeden cyklus pre kazdy IS MIX). Po rozmrazeni bol prvy podiel z rady tretich
alikvotov zriedeny podla navodu aihned” zmerany. Po tyZdni bol postup zopakovany
s d’alsim podielom z rovnakej rady. Postup bol opakovany znovu po dvoch, troch a piatich
tyzditoch od prvého merania, vzdy s novym podielom. Celkovo teda bolo prevedenych 5 sérii
analyz po 3 vzorkach. Experiment mal simulovat’ dlhodobé uskladnenie zmesi Standardov po

dobu 5 tyzdiov.

2.5.3 Priprava lipidomického extraktu

Plazma bola extrahovana modifikovanym postupom podla Folcha. Do 4ml sklenenej
vialky bolo pipetovanych 25 ul plazmy, 20 pl IS MIX, 2 ml chloroformu a 1 ml metanolu.
Takto pripravena zmes bola homogenizovana v ultrazvukovom kupeli po dobu 15 minuat pri
teplote 40 °C. Nasledne bolo pridanych 600 pl 250 mmol/l vodného roztoku uhli¢itanu
amonneho, obsah vialky bol mieSany na trepacke pri 400 ot/min po dobu 5 minuat a nasledne
3 minaty odstred’ovany pri 3 000 ot/min. Sklenenymi Pasteurovymi pipetami bola opatrne
odobrané organicka (spodnd) fdza do 8ml vialky. K pévodnému obsahu boli pridané d’alSie
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2 ml chloroformu a zmes bola opat’ trepana po dobu 5 minut pri 400 ot/min a potom
odstred'ovana 3 minuty pri 3 000 ot/min. Spodna vrstva bola rovnako odobrand a pridana
k prvému podielu. Organické rozpustadlo bolo z takto pripraveného extraktu odparované pod
jemnym pradom dusika pri teplote 35 °C do sucha. Ak to jednotlivé postupy nevyzadovali
inak, vzorka bola rozpustena v 500 pl zmesi chloroform/metanol (1:1, v/v), 30 sekund trepana

na minitrepacke a nésledne zriedena v pomere 1:5 pomocou rozpustadla vzorky [38].

2.5.3.1 Kratkodoba stabilita plazmy
Vzorky boli pripravené v rovnaky deii ako zmesna vzorka plazmy, teda aby neprebehol
rozmrazovaci proces. Bol pouzity prvy podiel plazmy a Stvrty podiel IS MIX. Lipidové
extrakty boli pripravené podla extrakéné¢ho postupu a okamzite analyzované. Po dvoch,
Styroch a Siestich hodinach ponechania plazmy pri laboratornej teplote bol cely postup
zopakovany. Celkovo boli pripravené 4 série po troch vzorkach. Experiment mal simulovat’ 8-

hodinovy pracovny den, kedy je plazma pripravena na stole k extrakcii.

2.5.3.2 Stabilita plazmy v priebehu rozmrazovacich cyklov
2. podiel plazmy pre pripravu prvych vzoriek bol pouzity bez rozmrazovacieho kroku.
Extrakciou podla Folcha za pouzitia Standardov z piatej rady podielov IS MIX a prislusnym
riedenim boli pripravené tri extrakty. Plazma bola vratena spat’ do mrazni¢ky, kde bola
skladovana pri teplote -80 °C. Postup bol opakovany po 1, 2, 3 a4 dnioch, teda dohromady
5 sérii merani po 3 vzorkach. Experiment mal simulovat’ opdtovna analyzu rovnakej vzorky

uloZenej v mraznicke.

2.5.3.3 Skladovacie podmienky extraktu
Z 3. podielu plazmy a6. podielu IS MIX bolo prevedenych 60 extrakcii vyssie
uvedenym postupom podla Folcha. Po odpareni rozpustadla a rozpusteni boli tieto extrakty
zliate dokopy, premieSané na minitrepacke a rozdelené do 42 podielov po 500 ul. Skladované

boli pri nasledujucich podmienkach:

e 1. podiel (7 vialiek) po odpareni rozpustadla do sucha pri -80 °C

2. podiel (7 vialiek) vo forme kvapalného extraktu pri -80 °C

3. podiel (7 vialiek) po odpareni rozpustadla do sucha pri -20 °C

4. podiel (7 vialiek) vo forme kvapalného extraktu pri -20 °C

5. podiel (7 vialiek) po odpareni rozpustadla do sucha pri +4 °C

6. podiel (7 vialiek) vo forme kvapalného extraktu pri +4 °C
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Dalej boli pripravené 3 vzorky k okamZitej analyze zriedenim povodného extraktu kvoli
porovnaniu bez skladovacieho kroku. Ostatné podiely boli ponechane pri danych
podmienkach po dobu 24 hod, potom bol z kazdej skupiny pripraveny jeden podiel pre
analyzu. Vzorky boli pripravené dalej po 2, 3 a 4 dioch, potom po 1, 3 a5 tyzdioch
skladovania pri uvedenych podmienkach. Dohromady Gvodné meranie troch vzoriek, potom 7
sérii po 18 vzoriek (6 r6znych skladovacich podmienok, z kazdej skupiny tri vzorky).
Experiment mal ukazat" spravnu teplotu skladovania extraktu a vplyv uchovania v roztoku

alebo suchom stave.

2.5.3.4 Stabilita v autosampleri

Zo zmesnej vzorky plazmy a pripraveného IS MIX boli vys$sie uvedenym postupom pre
extrakciu pripravené 4 extrakty a nasledne zmieSané. Bolo pripravenych 7 vzoriek zriedenim,
aby bol eliminovany vplyv odparenia rozpustadla z dovodu prepichnutia septa a boli
umiestnené do autosampleru pre analyzu v ¢ase 0, 2, 4, 6, 8, 10 a 12 hod, z kazdej vzorky po
tri nastreky. Experiment mal simulovat’ sekvenciu merania, kedy vzorka ¢aka v autosampleri

na analyzu.

Pre prehladnost’ planovanych experimentov boli jednotlivé analyzy zhrnuté
v Tabulke 3:

45



Tabulka 3: Prehl'ad jednotlivych experimentov

Nézov analyzy = Oznacenie Kratky popis Pocet sérii Pocet analyz
. . riedenie IS MIX po
Krtkodo® | a7 dvoch hodinach 4 12
MIX ponechania pri lab. 0,2,4,6 hod) | (4x 3vzorky)
podmienkach
Mls;za\t/““rtia:alﬁhu riedenie IS MIX 5 15
priebe IS-FTS skladovanie pri -80 °C, | (1.,2,3.,4.,5.
rozmrazovacich Kovat 0o 24 hod Jei (5 x 3 vzorky)
cyklov opakovat’ po 0 en)
. riedenie IS MIX
Dlhodoba S A 5
stabilita IS is-LTs | Skladovaie prl 80 °C, ) gei po 1,2, 5y S )
MIX P poty 3, 5 tyzdiioch) y
dvoch
priprava extraktu po
Kréatkodoba P-STS dvoch hodinéch 4 12
stabilita plazmy ponechania pri lab. 0, 2,4,6 hod) | (4x 3vzorky)
podmienkach
Stabilita
plazmy v priprava extraktu, 5 15
priebehu P-FTS skladovanie pri -80 °C, | (1.,2,3.,4.,5.
) (5 x 3 vzorky)
rozmrazovacich rozmrazenie po 24 hod den)
cyklov
priprava extraktov,
rozdelenie podl'a 7 129
Stabilita P-SCS skladovacich 1.,2,3.,4.,5. (7x18
extraktu podmienok, analyzapo | den,po1,3,5 vzoriek + 3
24 hod a po tyzdni az tyzdnoch) pociatocné)
dvoch
priprava zmesného
- extraktu, ulozenie do 7
al?t?fa::rl]talgri autosampler autosampleruv 7 0, 2,4,6, 8, (7x 32\/1zork )
P vialkach, meranie po 10, 12 hod) y

dvoch hodinach

2.6 UHPSFC podmienky

Acquity UPC? s kolénou Viridis BEH (100x3 mm; 1,7 um) bol pouzity pre analyzy
pripravenych vzoriek. Kolona bola vyhrievana na 60 °C. Ako mobilna faza A bol pouzity
oxid uhli¢ity v nadkritickom stave a modifikatorom (mobilna faza B) bol metanol s 30 mmol/I
octanom amonnym a1 % deionizovanej vody. Bola pouzita gradientova eltcia: 0 min —
1%B;1,5min—16 % B; 4 min—51% B; 7 min—-51 % B; 7,51 min—1 % B.
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Celkovy ¢as analyzy bol 8 minut vratane ekvilibrécie kol6ny. Automaticky regulator
spatneho tlaku bol nastaveny na 1800 psi, tok 1,9 ml/min, davkovany objem vzorky 1 pl.
Injekéna ihla bola premyta po kazdom nastreku zmesou hexan—2-propanol-deionizovana

voda (2:2:1, v/viv). Teplota autosampleru bola nastavena na 4 °C.

2.7 MS podmienky

UHPSFC bol spojeny s hmotnostnym spektrometrom pouzitim komeréného interface
kitu (Waters). Make-up roztok mal rovnaké zlozenie ako modifikator mobilnej fazy (metanol,
30 mmol/I octan amoénny, 1 % H»0), nastaveny tok bol 0,25 ml/min. Bol zvoleny kontinualny
mod pre zdznam analyzy so skenovacim ¢asom 0,1 s a ako referen¢na hmota (Lock Mass) bol

pouzity roztok leucin enkefalinu. Pre meranie boli pouzité nasledovné nastavenia:

e Kkladna ioniz&cia elektrosprejom e teplota zdroja 150 °C

e rezim citlivosti e teplota susiaceho plynu 500 °C
e m/zrozsah 150 — 1200 e tok plynu v zdroji 50 I/hod

e napatie aplikované na kapilaru 3 kV e tok susiaceho plynu 1 000 I/hod
e napétie na vstupnej elektrode 20 V e tlak zmlzujuceho plynu 4 bar

e zdrojovy offset 90 V

2.8 Spracovanie nameranych dat

Data z analyz jednotlivych vzoriek boli ziskané pomocou programu MassLynx.
V prvom kroku bol redukovany Sum pomocou nastroja Waters Compression and Archival
tools, ¢o viedlo k zniZzeniu pravdepodobnosti chybnej identifikacie atiez k zmenSeniu
vel'kosti suborov. Za ucelom lepSej presnosti hmoty bola prevedena korekcia vyuZzivajuca
lock mass zahriiujiica prevedenie spektra z kontinualneho na centroidalne vyuzitim nastroja
Accurate Mass Measure v programe MassLynx. Integracia pikov internych Standardov bola
prevedena pomocou nastroja QuanLynx, zktorych bola ziskana ich vySka a plocha.
Spravnost’ integracie bola manuélne skontrolované a vysledky boli exportované do textového
stboru. Pre prevedenie zaznamu do textového suboru bol pouzity nastroj MarkerLynx, kde
boli najskor vytvorené vhodné metody na zaklade rozsahov scanov pre jednotlive triedy
lipidov: CE (80 — 120), Cer (195 — 220), DG (133 — 155), MG (160 — 185), PC (400 — 420),
SM a LPC (425 — 455), TG (105 — 140).

Ich aplikaciou boli identifikované vsetky hodnoty m/z s danymi intenzitami. Vysledné
tabul’ky boli exportované do macro skriptu v Exceli, tzv. LipidQuantu [82] za ucelom
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automatickej kvantifikacie. Automaticka identifikacia bola prevedend porovnavanim
jednotlivych m/z s databdzou s toleranciou +10 mDa. Automaticka kvantifikédcia bola
prevedena na zaklade pomerov intenzit jednotlivych lipidov a internych standardov pre dané
triedy vztiahnutych k zndmym koncentrdciam. Automaticky bola prevedena pripadna

izotopické korekcia Il. typu pre vSetky druhy lipidov.

2.8.1 Vyhodnotenie kontrol kvality

Za tcelom sledovania stability odozvy hmotnostného spektrometru a pripadnej
normalizacie boli kazdy den pri merani pouzit¢é QC vzorky. Data boli spracované vyssie
uvedenym postupom, pricom jednotlivé intenzity ziskané pomocou QuanLynxu boli
znézornené grafmi (zavislost’ intenzity odozvy na poradi QC, vid’ Graf 1 — 2, Graf P 1 — P 16)
so zdmerom sledovania zmien v odozve vzhl'adom k ¢asovej rozsiahlosti experimentov. Pri
zmenach intenzity vyplyvajucich z grafov boli data normalizované. Intenzity jednotlivych
Standardov v QC meranych v jednotlivych diioch boli dané do pomeru s intenzitami danych

Standardov v QC z prvého dia, tymto faktorom bola nasledne nasobena intenzita standardu.

2.8.2 Vypocet chyby kvantifikacie

IS MIX obsahoval viacero Standardov pre takmer kazdu triedu lipidov. To umoziuje
vypocet chyby kvantifikacie, kedy je pocitand koncentracia jedného IS pomocou druhého
aobratene. Za tymto Ucelom bola prevedend analyza QC vzorky (10 nastrekov) a bola
vypocitana chyba kvantifikacie vo forme relativnej smerodajnej odchylky (Tabulka P 1).
Nasledne boli vybrané tie IS, pri pouZiti ktorych boli zaznamenané najpresnejSie vysledky.
Tie boli pouzivané pre kvantifikiciu v priebehu $tadie. Dalej boli stanovené koncentracie
jednotlivych lipidov v plazme na zéklade zvolenych IS pre porovnanie s koncentraciami
lipidov v plazme v ramci nedavno publikovanych studii [38; 83; 84]. Tieto porovnania su

uvedené v Tabulke P2.

2.8.3 Vyhodnocovanie jednotlivych analyz

Déata z analyzovanych vzoriek boli prevedené do Excelu vo forme intenzit, pripadne
koncentracii danych lipidov a nasledne vynesene do grafov v zavislosti na ¢ase. V pripade
Casovo rozsiahlej$ich analyz bola aplikovana normalizacia popisana vyssie. Vplyv
jednotlivych faktorov (teplota, forma a dizka skladovania) boli posudzované na zaklade

relativnych smerodajnych odchylok.
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3 VYSLEDKY A DISKUSIA

Hlavna cast’ prace je zamerana na sledovanie stability vybranych lipidov pri réznych
skladovacich podmienkach zmesi §tandardov, d’alej plazmy a lipidového extraktu. V rdmci
experimentalnej Casti tejto diplomovej prace bola porovnanad chyba kvantifikacie pre triedy
lipidov so zamerom selekcie tych, ktoré poskytuju najpresnejSie vysledky pre dalSiu
kvantifikéciu identifikovanych lipidov. Pomocou zvolenych Standardov boli kvantifikované

lipidy v extrakte plazmy a ostatné IS sluzili na pozorovanie stability systému.

3.1 Vol’ba Standardov

Zmes IS MIX obsahovala viacero $tandardov pre takmer vsetky triedy (okrem LPC).
Pre kvantifikéaciu boli zvolené tie, ¢o poskytovali ¢o najpresnejsie vysledky. Za tymto Gcelom
bolo analyzovanych 10 néastrekov zmesnej vzorky lipidového extraktu plazmy. Namerané
udaje boli spracované vyssie uvedenym postupom do podoby textového stboru obsahujuceho
hodnoty m/z aich intenzity. Koncentracie boli vypocitané automaticky pomocou
LipidQuantu. Standardy, podla ktorych boli po¢itané koncentracie boli postupne striedané,
¢im bola pocitana koncentracia jedného IS pomocou druhého. Vysledné koncentracie
stanovovanych Standardov boli navzajom porovnané, hlavnym kritériom boli relativne
odchylky od znamej koncentracie. Vysledné koncentracie spolu s odchylkami st uvedené
v Tabulke P 1.

Pre sfingomyeliny bol zvoleny $tandard SM 36:2 d9. Vzhl'adom k z&vislosti retencie na
dizke uhlovodikového retazca v ramci triedy je vyhodnejsi, nakol’ko eluuje priblizne v tretine
vSetkych sfingomyelinov. Ionizacia bude prebiehat’ sicasne s va¢sim poctom d’alsich lipidov
z tejto triedy, na rozdiel od druhého §tandardu vyuzivajiceho princip kratSieho retazca, ktory
v ramci parcialnej separécie eluuje skoér. Relativne odchylky (RSD) boli porovnatel'né pre oba

Standardy, preto by bolo mozné pouzit’ pre kvantifikaciu aj druhy IS.

Spomedzi $tandardov pre ceramidy bol zvoleny Cer 36:1 d7, ktory spolu s Cer 35:1
Standard je vyhodnej$i, pretoze endogénne ceramidy obsahuju prevazne dlhSie retazce
a Cer 36:1d7 je im Struktarne bliz§ie. Na druhu stranu, Cer 30:1 vykazuje velku chybu
kvantifikécie, zrejme kvodli rozdielnemu matri¢cnému efektu a pre kvantifikaciu nie je vhodny,
ale pre sledovanie stability systému je postacujuci.

Pre fosfolipify boli testované 3 typy IS (s kratkym retazcom, deuterovany a s dlhym
acylovym retazcom). Opét’ bol zvoleny deuterovany Standard, v tomto pripade PC 33:1 d7.
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Dalsie dva IS st vhodné skor na kontrolu stability systému. Zial, pre LPC bol v zmesi iba
jeden IS anebolo mozné chybu kvantifikacie vypocitat. Tento IS je vSak pouzivany
v mnohych inych laboratériach, preto je predpokladana jeho aplikédcia pre kvantitativnu
analyzu.

Pre cholesterolestery, diacylglyceroly a triacylglyceroly boli z vysSie popisanych
dbévodov opit pouzité deuterované IS vo vSetkych pripadoch, teda CE 16:0 d7, DG 33:1d7 a
TG 48:1d7.

Monoacylglyceroly vykazovali vysledky podobné ako ceramidy. Oba IS v tejto triede
su si Struktirne podobné a bolo by mozné pouzitie oboch, avSak na zaklade vyssie uvedenych

dévodov bol zvoleny deuterovany IS MG 18:1 d7.

3.2 Porovnanie koncentracie lipidov s publikaciami

Za ucelom kontroly spravnosti stanovenych lipidov boli ich koncentrécie porovnané
s niektorymi doteraz uverejnenymi publikidciami (Tabulka P2). Pouzitim Standardov
zvolenych v predoslej podkapitole boli stanovené lipidy v Cerstvo pripravenom lipidovom
extrakte plazmy pomocou softwaru LipidQuant. Nasledne boli koncentracie porovnané
s publikaciami vyuzivajicimi rovnaku techniku, pricom koncentracie jednotlivych lipidov
boli porovnatelné. Najvys$Sia zhoda medzi stanovenymi lipidmi bola u sfingomyelinov
a glycerofosfatidylcholinov. Isté  rozdiely  medzi plazmatickymi koncentraciami
stanovovanych lipidov mohli byt zapri¢inené najmé pouzitim vzoriek plazmy od réznych
dobrovol'nikov, nakol’ko obsah jednotlivych lipidov zavisi v zna¢nej miere na Zivotnom §tyle,
pohlavi, ¢i uzivanych liekoch danych TI'udi [85]. To bolo mozné eliminovat pouzitim
reprezentativnej plazmy, napriklad I'udskéd plazma NIST SRM 1950, avSak tento referencny

material je pre toto porovnanie prili§ drahy.

3.3 Normalizacia dat

Vzhl'adom k ¢asove] rozsiahlosti tejto Stidie boli pouzité vzorky kontroly kvality,
konkrétne zmes lipidomickych extraktov, za ucelom sledovania stability podmienok v
pristroji. Tie boli zaradené kazdy denn merania, vzdy na zaliatku a konci, V pripade
rozsiahlejSej sekvencie po kazdych 20 nastrekoch. Spracované data boli vynesené do grafov
v podobe zavislosti intenzity piku na poradi kontroly kvality. Z priebehu vacsiny zaznamov je
jasne vidno klesajica odozva. Ta bola zapri¢inena klesajticou citlivostou pristroja vzhladom

k jeho kontaminécii.
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Vyraznej§ie zmeny intenzity boli zaznamenané po desiatich dnoch merania, teda
priblizne po 40 nastrekoch QC, pretoze potom bol pristroj pouzivany aj pre analyzy d’alSich
kolegov. Data boli normalizované na zaklade pomerov intenzit danych Standardov v QC
prvého adaného dna analyzy, vyslednym faktorom boli nasobené jednotlivé intenzity
analytov. Normalizacia bola pouzita pre dlhodobé experimenty, aby nedochadzalo k umelym
skresleniam vysledkov. Na Grafe 1 a 2 su vybrané $tandardy znazorfiujuce pokles intenzity

v zavislosti na poradi QC, ostatné su uvedené v prilohe (Graf P 1 — P 16).
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Graf 2: Stability signdlu SM 36:2 d9 pre QC vzorky

3.4 Vyhodnotenie vysledkov

Lipidy boli po chromatografickej separacii rozdelené do lipidovych tried, ako to
znazornuje vzorovy chromatogram QC vzorky v prilohe (Obrazok P 1). Déata ziskane
z analyzy boli spracované do podoby plochy pod pikom ajeho intenzity (vysky) pre
jednotlivé lipidové Standardy a vybrané lipidy a vysledné hodnoty boli porovnané (vid’ Graf 3
a4). Pre vyhodnocovanie experimentov boli zvolené intenzity pikov z dévodu nizsej RSD,
nakol’ko sa pri tomto parametre prejavi nedokonala integracia piku menej, inak prinasali tieto

parametre (intenzita a plocha piku) porovnatel'né vysledky.
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Graf 4: Vyjadrenie koncentra¢nych zmien pomocou zavislosti intenzity piku na ¢ase

Vplyv skladovacich podmienok a manipulécie so vzorkou plazmy bol vyhodnocovany
na zéklade koncentraénych zmien vybranych lipidov. Tie mali predstavovat’ reprezentativne
zastupenie sledovanych lipidovych tried v plazme, v ramci ktorych boli z kazdej vybrané
druhy s kratkym a dlhym acylovym retazcom, s nizkym a vys$sim poc¢tom dvojitych vézieb.
Ich prehlad je uvedeny v Tabulke 4.

Kritériom pre postdenie vplyvu cCasu a skladovacich podmienok na koncentracné
zmeny, respektive intenzitu pikov vybranych lipidov bola relativna smerodajnd odchylka.

V pripade presiahnutia hranice 20 % bola zmena vyhodnotena ako vyznamna.
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Tabulka 4: Vybrané lipidy pre posudenie stability plazmatickych lipidov
CE CE 16:0 CE18:1 CE 22:6

TG TG 48:1 TG 52:3 TG 56:6
DG DG 32:0 DG 34:1 DG 36:3

MG MG 16:0 MG 18:0 MG 18:1
Cer Cer41:1 Cer42:1 Cer 42:2

PC PC 32:0 PC 36:2 PC 38:4 PC 0-34:2/P-34:1 A PC 0-38:5/P-38:4
LPC LPC 16:0 LPC 18:1 LPC 20:4
SM SM 34:1 SM 38:1 SM 42:2

3.4.1 Kratkodoba stabilita

Sledovanie kratkodobej stability Standardov v zmesi IS MIX prebiehalo v rozpéti
Siestich hodin, teda normalizacia dat nebola potrebna vzhl'adom ku kratkemu ¢asovému useku
a analyze menSieho poctu vzoriek. V ramci jednotlivych Standardov boli vypocitané relativne
smerodajné odchylky, pricom ziadna z nich nepresiahla hodnotu 20 %, teda interné Standardy
Vv pripravenej zmesi vykazovali dostatocnu stabilitu v priebehu $iestich hodin skladovania pri
laboratdrnej teplote (Graf 5, pre ostatné IS Graf P 17 — P 23). Data oznafené ako plazma
zohl'adiuju vplyv matrice, ale nie vplyv plazmy na IS, pretoze IS MIX a plazma boli
zmieSané vzdy tesne pred extrakciou. Vplyv enzymov na IS v priebehu niekolkych hodin
nebol testovany, pretoze k tejto situacii v laboratoriu nedochadzalo, nakolko je extrakcia

prevadzana v ¢o najkratsej dobe.

Podobne kratkodoba stabilita plazmy bola sledovand v priebehu Siestich hodin
ponechania pri laboratornych podmienkach, data rovnako nepozadovali normalizaciu. Boli
vypocitané relativne odchylky, ktoré opit’ nevykazovali vyznamné rozdiely v koncentra¢nych
hladinch lipidov, teda boli nizsie ako 20 % s vynimkou monoacylglycerolov. Tie vykazovali
kolisavé hladiny koncentracii, ktoré vzhl'adom k ich nizkym hodnotdm mohli byt spdsobené
chybnym stanovenim. Hladiny LPC vykazovali mierne rastuci trend, av§ak v danom ¢asovom
rozsahu nie dostato¢ne vyznamny. Ukazka koncentraénych zmien TG v plazme je uvedena

v Grafe 6, ostatné triedy lipidov st uvedené v prilohe (Graf P 24 — P 30).
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Graf 6: Kratkodoba stabilita vybranych TG v plazme

3.4.2 Stabilita v priebehu rozmrazovacich cyklov

IS MIX aj plazma boli skladované pri -80 °C a v priebehu piatich dni rozmrazované
a analyzované denne v rovnakom ¢ase. Vzhladom k relativne kratkemu ¢asovému tseku
a stabilnym hodnotam intenzit jednotlivych §tandardov u kontrol kvality nebola normalizacia
dat potrebna. Data boli opét’ spracované do podoby grafov (vzorovy Graf 7, d’alej Graf P 32 —
P 38) a boli vypocitané RSD pre porovnanie. Hodnoty boli pod hranicou 20 %, teda znovu
vykazovali dostato¢nu stabilitu v danom ¢asovom rozsahu.

Podobne bola sledovana stabilita vybranych lipidov v plazme za rovnakych podmienok.
Opit’ boli takmer vSetky triedy dostato¢ne stabilné v danom ¢asovom rozsahu, teda neboli
pozorované vyznamné rozdiely az na monoacylglyceroly. Tie vykazovali stipajlice hodnoty
koncentracie, ¢o mohlo byt zapri¢inené enzymatickou degradaciou inych lipidov, ktoré
poskytovali tieto lipidy ako degrada¢né produkty. Napr. DG a TG vykazovali jemne Kklesajuci
trend, navy$e vzhladom k radovym rozdielom v koncentraciach medzi MG a TG mdze aj

54



nepatrna degradacia TG spoOsobit’ vyrazné zmeny v koncentracii MG. Na Grafe 8 je uvedeny
narast koncentracii sledovanych MG. Dalsie grafy vid’ priloha (Graf P 39 — P 46).

6.0E+05 = CE 16:0 d7 = CE 19:0
4 5E+05
s
N 3.0E+05
8
IS
1.5E+05
0.0E+00
0 1 2 3 4
Cas [deti]
Graf 7: Stabilita CE v priebehu rozmrazovacich cyklov IS MIX
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Graf 8: Stabilita vybranych MG v priebehu rozmrazovacich cyklov plazmy

3.4.3 Dlhodoba stabilita IS MIX

IS MIX bol skladovany pri teplote -80 °C po dobu 5 tyzdiov. Vzhladom k Casove;j
rozsiahlosti a klesajucej intenzite standardov QC bola potrebnd normalizécia dat podla vyssie
uvedeneho postupu. Vysledky boli opét’ graficky znazornené a boli vypocitané RSD intenzit.
Vécsina Standardov vykazovala dostatocnu stabilitu aj vtomto c¢asovom rozsahu,
zaznamenanych bolo len niekol’ko vynimiek. CE 19:0 vykazoval vyznamné zmeny intenzity
aj odhliadnuc od pravdepodobne chybnej vy$sej hodnoty v druhom tyzdni merania. Tato
odchylka od inak klesajlcej intenzity mohla byt’ sposobena poklesom signalu, ktory je zrejmy
aj na skokovom poklese v grafe pre kontrolu stability (Graf 1) a normalizacia ho uz plne
nevykompenzovala. Nakolko aj Standard CE 16:0 d7 vykazoval rovnaky priebeh, mozno
predpokladat’ aj ¢iasto¢nt degradaciu IS, pretoze pokles signalu pre CE 19:0 bol v 5. tyzdni

vyrazne vy$si (Graf 9). Dalej aj SM 30:1 naznaoval vyznamné zmeny v intenzite v priebehu
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Casu, na rozdiel od deuterovaného IS, ktory vykazoval len malé zmeny (Graf 10). Ostatné
Standardy preukazali dostato¢nu stabilitu pri skladovani pri teplote -80 °C v priebehu
5 tyzdinov (Graf P 47 — P 51). Stabilné vysledky vykazovali hlavne IS pre triacylglyceroly
(Graf 11), kde boli jedni z najmensich RSD.
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Graf 9: Dlhodoba stabilita CE v IS MIX po normalizécii dat
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Graf 10: Dlhodoba stabilita SM v IS MIX po normalizécii dat
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Graf 11: Dlhodoba stabilita TG v IS MIX po normalizacii dat
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3.4.4 Stabilita extraktu

Lipidomicky extrakt pripraveny z plazmy bol skladovany pri réznych podmienkach
(teplota -80 °C, -20°C, +4 °C) askupenstve (odparok aroztok). Data boli opéat
normalizované a spracované do grafickych zavislosti intenzit Standardov na case a boli
sledované jednotlive hodnoty RSD. Pri tomto type analyzy bolo pozorované vicsie mnozstvo
rozdielov pre jednotlivé skladovacie podmienky. Vyrazné zmeny sa prejavili u DG, najlepsie
pozorovatel'né boli u DG 36:2 d5 (Graf 12). Na prvy pohlad je zrejmy pokles intenzity pre
extrakty skladované v podobe odparkov. Vzhladom k stabilnym hodnotam v priebehu ¢asu
pravdepodobne nepOjde o degradéciu tohto Standardu. Tieto rozdiely boli spdsobené
vybranym aduktom pre vyhodnocovanie. DG boli stanovované vo forme [M+H-H,0]*, aviak
identifikované boli tiez ako [M+Na]* a [M+NH4]", priCom po odpareni rozpustadla mohli
tieto adukty byt vyraznej$ie v porovnani s pévodnym, ¢o pri vyhodnocovani moze viest
k poklesom intenzit. Dal§im pozorovanym rozdielom bola klesajuca tendencia intenzit
s rasticou teplotou skladovania. V ramci suchych extraktov rozdielna teplota skladovania
mala len maly vplyv, na rozdiel od roztokov extraktov, kde s rasttcou teplotou skladovania
Klesali intenzity vyraznejsie. Z toho vyplyva, ze vyhodnejsie skladovanie extraktu je v podobe
odparku (nizsi vplyv teploty), avSak je potrebné zohl'adnenie aj d’alSich aduktov. Skladovanie
pri chladnickovej teplote, teda +4 °C sa ukazalo ako nevyhovujuce napr. u DG a SM, kde
hodnoty RSD oznacili pokles intenzit za vyznamny. Ostatné Standardy lipidov vykazovali
dostato¢nt1 stabilitu v rozsahu tejto Stidie (Graf P 52 — P 67), hoci ich priebeh naznacoval
v niektorych pripadoch klesajtici charakter, ktory by sa vyznamnej$ie mohol prejavit pri

dlhSom skladovani.
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Graf 12: Stabilita DG 36:2 d5 v extrakte

57



3.4.5 Stabilita extraktov v autosampleri
Extrakty plazmy boli umiestnené do autosampleru chromatografu a analyzované vzdy
po dvoch hodinéch, celkovo po dobu 12 hodin. Vzhl'adom ku kratkemu ¢asovému rozsahu
analyzy a stabilite odozvy pre QC nebola potrebna normalizacia. Jednotlivé lipidy vykazovali
dostato¢nti stabilitu, nakolko intenzity ziadneho analytu nepresiahli hodnotu relativnej
odchylky 20 %. Najvyssiu stabilitu opat’ dosahovali triacylglyceroly (Graf 13), d’alsie su
uvedené v prilohe (Graf P 68 — P 74).
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Graf 13: Stabilita TG v autosampleri
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ZAVER

V tejto praci bola sledovana stabilita vybranych lipidov v zmesi $tandardov, 'udske;j
plazme a jej lipidovom extrakte pri r6znych skladovacich podmienkach a po rézne dihd dobu.
Vzorky plazmy boli extrahované modifikovanou technikou podl'a Folcha, pri¢om bola pouzita
dvojita extrakcia. Nasledne boli vzorky analyzované pomocou ultravysokoudinnej

superkritickej fluidnej chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou.

Pre spracovanie dat bol vyuzivany software MassLynx a LipidQuant. Uvodom boli
zvolené interné Standardy pre kvantifikaciu na zaklade porovnania presnosti stanovenia,
pricom dosahovali lepSie vysledky prevazne deuterované Standardy. Vzhladom k Casovej
rozsiahlosti boli niektoré data normalizované pomocou vysledkov vzoriek kontroly kvality,
ktoré boli zaradené z dévodu sledovania stability podmienok v pristroji. Pre spravne
vyhodnocovanie dat je tento krok kriticky, najma v pripade porovnavania vysledkov v ¢asovo
rozsiahlejSom okne. Vysledky samotnych analyz boli graficky znazornené v podobe zavislosti
intenzity vybranych lipidov na ¢ase. Stabilita lipidov bola posudzovana na zaklade hodnoty
relativnej smerodajnej odchylky intenzit, pri¢om hrani¢na hodnota bola 20 %.

Zmes internych Standardov poskytovala vo vicSine pripadov uspokojiva stabilitu.
V ramci $tudie dlhodobej stability IS MIX boli zistené vyznamné poklesy intenzit iba u
niektorych nedeuterovanych Standardov, konkrétne u CE 19:0 a MG 19:1. Deuterované
Standardy sa teda ukézali ako stabilnejsie, nakol'ko ich intenzity klesali len v malej miere.
V rdmci vacsSieho casového rozsahu analyzy je teda volba deuterovanych Standardov
vhodnejsia.

Vramci  sledovania  kratkodobej stability plazmy a jej stability v priebehu
rozmrazovacich cyklov boli pozorované vyznamneé zmeny u lipidov triedy MG, ktoré boli
pravdepodobne dosledkom degradacie lipidov poskytujicich MG ako produkty. Pre tato
triedu lipidov je teda nevhodné dlhsie ponechanie vzoriek plazmy pri laboratérnych
podmienkach a tiez viacnasobné rozmrazovanie.

Sledovanie stability lipidov v extrakte pri réznych skladovacich podmienkach prinieslo
viacero zisteni. V pripade DG bol zaznamenany vyrazny pokles intenzit v ramci ¢asu pri
skladovani v podobe roztoku, pri¢om sa tieto rozdiely prehlbovali s rasticou teplotou. Tieto
podmienky skladovania bol nevyhovujuce tiez pre SM. Extrakty ulozené v podobe odparku
vykazovali len malé rozdiely v zavislosti na teplote skladovania. Ostatné lipidy vykazovali
dostato¢nu stabilitu v danom ¢asovom rozsahu, avSak prevazne klesajuca tendencia intenzit

naznacuje pripadné vyznamné koncentracné rozdiely pri casovo rozsiahlejSom uchovani.
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Na zéklade uvedenych poznatkov je pre Casovo ndro¢nejSie analyzy vhodnejsia vol'ba
deuterovanych internych Standardov, nakol’ko vykazovali lep$iu stabilitu. Pri praci s plazmou
je potrebna dostatocne rychla manipulacia vzhl'adom ku koncentraénym zmenam niektorych
lipidov sposobenych pravdepodobne aktivaciou enzymov. VysSiu stabilitu lipidov mozno
dosiahnut’ ich prevedenim z plazmy do podoby extraktu, idedlne jeho suchej podoby
a skladovanim pri teplote -80 °C. Spojenim absencie vplyvu matrice a nizkej teploty mozno

dosiahnut’ najstabilnejSich vysledkov aj v dlhSich ¢asovych rozsahoch.
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PRILOHY

Tabulka P 1: Priemerné koncentracie a relativne odchylky jednotlivych Standardov, Cervene
su znacen¢ Standardy, podl'a ktorych boli stanovované koncentracie ostatnych IS

Koncentracia IS [nmol/ml plazmy] (RSD)
Sfingomyeliny
SM 30:1 SM 36:2 d9

SM 30:1 X 34 (-3 %)
SM36:2d9 | 36 (+3 %) X
Ceramidy
Cer 30:1 Cer 35:1 Cer 36:1d7
Cer 30:1 X 1 (-50 %) 1 (-50 %)
Cer 35:1 3 (+50 %) X 2 (0 %)
Cer 36:1d7 = 3 (+50 %) 2 (0 %) X

Fosfatidylcholiny
PC 28:0 PC 33:1d7 PC 44:2

PC 28:0 X 130 (+73 %) | 119 (+59 %)
PC33:1d7 @ 43 (-43 %) X 69 (-8 %)
PC44:2 | 47(-37%) | 82 (+9 %) X

Monoacylglyceroly
MG 19:1 MG 18:1 d7
MG 19:1 X 17 (+54 %)
MG 18:1d7 = 6 (-45 %) X
Cholesterolestery
CE 16:0d7 CE 19:0
CE 16:0d7 X 321 (-10 %)
CE 19:0 404 (+12 %) X
Diacylglyceroly
DG 28:0 DG 36:2d5 | DG 33:1d7

DG 28:0 X 8 (+33 %) 9 (50 %)
DG 36:2d5 = 4 (-33 %) X 6 (0 %)
DG 33:1d7 | 4(-33 %) 6 (0 %) X

Triacylglyceroly

TG 57:3 TG 48:1d7

TG57:3 X 88 (+54 %)
TG 48:1d7 | 37 (-35 %) X
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Tabulka P2: Porovnanie stanovenych koncentracii lipidov s publik&ciami

Koncentracie z literatlry

ng:—i?]\/y Stanoveny obsah [nmol/ml] [nmol/ml]
[38; 83; 84]

CE 16:0d7 CE 19:0
CE 16:1 512.63 439.21 309.42 246.99
CE 16:0 671.78 512.60 513.72 409.80
CE 18:3 552.03 508.07 188.11
CE 18:2 12483.55 12579.00 3754.43 | 2940.18
CE 18:1 1957.89 3124.65 1047.01 = 826.55
CE 20:5 800.70 664.08 191.65 177.99
CE 20:4 4794.78 3922.18 1604.30 = 1255.44
CE 20:3 183.46 180.06 35.76
CE 20:2 9.48 9.70
CE 22:6 346.64 288.21 78.82 77.20

TG 48:1d7 TG 57:3
TG 44:3 0.08 0.08
TG 44:2 0.33 0.34 0.10
TG 44:1 0.34 0.37 0.48 0.40
TG 44:0 0.12 0.43 0.20
TG 45:2 0.02
TG 46:4 0.15 0.14
TG 46:3 0.46 0.49 0.46 0.20
TG 46:2 2.72 2.70 3.24 1.57 1.20
TG 46:1 7.76 7.00 7.71 2.80
TG 46:0 2.49 2.50 3.03 1.46 1.00
TG 47:2 0.13 0.27 0.25 0.10
TG 48:5 0.25 0.23
TG 48:4 1.65 1.63 0.67 0.30
TG 48:3 8.16 8.09 5.04 3.04 3.20
TG 48:2 24.43 22.98 21.20 12.57 14.50
TG 48:1 33.70 28.74 31.94 19.05 21.70
TG 48:0 5.87 5.49 7.34 4.89 4.50
TG 49:3 0.49 0.41 0.38 0.20
TG 49:2 22.34 23.29 8.42 8.02 4.70
TG 50:5 2.15 2.60 0.90 0.60
TG 50:4 18.29 16.87 7.57 6.00
TG 50:3 88.55 78.83 38.64 28.58 31.70
TG 50:2 221.42 198.11 99.21 71.14 80.70
TG 50:1 154.64 149.16 78.99 57.84 65.50
TG51:4 2.60 1.80 1.07 0.40
TG 51:3 5.91 5.01 3.20 2.30
TG 51:2 12.27 10.63 5.83 4.50
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TG51:1
TG 52:7
TG 52:6
TG 52:5
TG 52:4
TG 52:3
TG 52:2
TG 52:1
TG 53:3
TG 53:2
TG 54:8
TG 54:7
TG 54:6
TG 54:5
TG 54:4
TG 54:3
TG 54:2
TG 54:1
TG 56:9
TG 56:8
TG 56:7
TG 56:6
TG 56:5
TG 56:4
TG 56:3
TG 56:2
TG 58:11
TG 58:9
TG 58:8
TG 58:7
TG 58:6
TG 60:12
TG 60:11
TG 60:10

DG 30:1
DG 30:0
DG 32:2
DG 32:1
DG 32:0
DG 34:3
DG 34:2

3.18
0.36
4.73
37.47
200.69
566.53
643.55
44.35
4.55
9.50
0.43
7.82
35.45
82.69
136.35
153.65
34.99

1.36
8.04
22.60
24.01
13.34
2.60
1.60
0.40
0.57
2.38
2.62
15.23

0.42
DG 28:0

0.23
1.04
0.57
3.36
2.86
1.27
7.76

3.23
0.35
4.05
31.25
171.65
504.97
571.74
23.18
3.80
8.88
0.51
6.53
29.06
68.11
113.75
129.77
32.58
5.65
1.25
6.65
18.16
19.12
10.83
1.93
1.61
0.55
0.53
2.02
2.18
15.78
1.36
0.40
0.48
0.38

DG 36:2d5

0.34
0.98
0.48
2.56
2.58
1.11
6.58

DG 33:1

73

d7
0.34
1.01
0.49
2.64
2.65
1.14
6.79

2.42
0.16
1.94
15.42
77.56
208.54
230.72
15.88
2.52
4.42
0.34
3.29
15.81
36.16
54.13
56.20
13.05

0.34

3.35

9.79
11.37
6.68

1.47

0.65

0.26

0.44
0.77
3.36

0.09

0.38

1.19
1.50
0.24
2.71

13.09
66.42
172.59
184.23

32.73
48.48
49.76

8.69
9.87
5.95

0.35
0.17
1.02
1.51
0.26
2.72

1.20
0.10
1.50

202.60
208.50
14.30
2.20
1.70
0.20
3.20

38.20
49.60
50.70
12.40

0.10
2.60

15.10
6.40

1.60
0.60

0.50

0.46

0.48



DG 34:1
DG 34:0
DG 36:4
DG 36:3
DG 36:2
DG 36:0
DG 38:6
DG 38:5
DG 38:4
DG 38:2
DG 40:8
DG 40:7
DG 40:6

MG 16:0
MG 18:1
MG 18:0

Cer 34:1
Cer 36:1
Cer 38:1
Cer 40:2
Cer 40:1
Cer4l:1
Cer 42:2
Cer 42:3
Cer42:1
Cer43:1

PC 30:0
PC O-
32:2/P-32:1
PC O-
32:1/P-32:0
PC 32:2
PC 32:1
PC 32:0
PC O-
34:3/P-34:2
PC O-
34:2/P-34:1
PC 34:3
PC 34:2

PC 34:1

13.17
0.80
3.56
9.10
9.91
0.20
1.52
1.36
0.00
1.66
0.00
1.66
0.84

MG 18:1d7

9.39
1.04
6.67

Cer 36:1 d7

0.33
0.10
0.19
0.24
1.03
1.05
2.00
0.22
411
0.00
PC 33:1d7
4.45

3.32

4.42
271.72
19.09

1141

16.69

24.30
1348.68
629.58

9.67
0.49
3.05
8.17
9.31
0.17
1.41
1.17
0.87
1.66
1.26
1.49
0.68
MG 19:1
6.68
0.25
2.94
Cer 35:1
0.28
0.09
0.17
0.18
0.87
0.84
1.58
0.20
3.09
0.22
PC 28:0
2.71

0.11

1.92

3.03
17.81
10.91

6.31

10.06

13.57
797.45
329.32

Cer 30:1

PC 44:2
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9.96
0.50
3.13
8.41
9.59
0.18
1.45
1.20
0.89
1.72
1.30
1.54
0.70

1.04
0.34
0.65
0.69
3.29
3.18
5.71
0.73
11.52
0.74

4.30
0.18

3.05

4.81
28.24
17.28

10.00

15.95

21.50
1265.35
522.17

7.67
0.64
1.11
2.76
5.42
0.25
0.76
1.15
0.57
3.04

0.65
0.71

8.31
0.87
19.56

0.16

0.10
0.10
0.60
0.53
1.05
0.12
2.24
0.18

1.47

1.52
11.45
8.00

2.76

5.13

7.79
506.44
240.75

7.53
0.92
1.33
2.95
5.39
0.47
0.76
1.13

3.93

0.63
0.62

16.51
1.81
45.71

0.15

0.50
0.45
0.97

2.05

1.37

1.53
10.77
7.78

3.32

8.38
534.84
245.16

1.44

0.39
0.78
0.14

45.30

30.20

0.10

0.40
0.40

1.60
0.10

6.50

2.70

6.60
55.20
41.50

11.40

40.70
2925.80
1419.90



PC O-
36:5/P-36:4
PC O-
36:4/P-36:3
PC O-
36:3/P-36:2
PC 35:2
PC 35:1
PC 36:5
PC 36:4
PC 36:3
PC 36:2
PC 36:1
PC O-
38:6/P-38:5
PC O-
38:5/P-38:4
PC 37:3
PC 38:7
PC 38:6
PC 38:5
PC 38:4
PC 38:3
PC 38:2
PC 40:7
PC 40:6
PC 40:5
PC 40:4
PC O-
42:5/P-42:4
PC O-
42:4/P-42:3
PC O-
42:3/P-42:2
PC O-
44:6/P-44:5
PC O-
44:5/P-44:4

LPC 14:0
LPC 16:1
LPC 16:0
LPC 18:2
LPC 18:1
LPC 18:0
LPC 20:4

12.41

22.96

5.79

14.47
2.40
210.47
615.62
337.40
734.10
56.60

3.88

21.00

0.39
50.27
154.07
193.69
289.06
77.69
0.00
30.52
43.97
11.71
1.33

1.04

0.34

0.13

0.94

1.91

LPC 17:0
1.39
2.40

169.81
36.63
27.47
53.48

6.40

6.71

13.59

3.50

8.70
1.46
128.00
322.60
196.80
417.06
30.57

2.20

10.74

96.64
111.94
163.28

42.83

4.36
19.33
25.71

6.32

0.67

0.54

0.14

0.09

0.57

1.28
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10.63

21.54

5.54

13.80
2.31
203.11
511.48
312.18
661.66
48.44

3.49

17.03

153.30
177.54
259.01
67.96
6.92
30.67
40.77
10.02
1.06

0.86

0.22

0.15

0.91

2.03

3.57

7.61

1.41

5.46
1.07
28.96
209.64
127.96
261.85
19.87

1.15

6.73

0.95
4.22
47.64
47.71
104.76
27.35

3.14
12.70
3.21

0.48

0.29

0.10

0.54

1.17
1.23
122.92
25.02
18.02
28.77
4.07

4.25

8.05

32.59
226.00
136.22
272.41

18.95

7.41

61.17
53.10
111.06
29.10

3.56
15.77
3.67

0.48

151
159.55
32.58
23.31
35.65
5.10

13.70

39.00

103.80
1241.20
760.90
1494.20
118.00

4.80

33.80

334.10
254.50
618.40
160.30

9.40
73.20
17.70

3.20

1.10

1.70

0.90
0.70
142.00
29.60
19.70
31.40
4.70



SM 32:1
SM 33:1
SM 34:2
SM 34:1
SM 35:1
SM 36:2
SM 36:1
SM 37:1
SM 38:2
SM 38:1
SM 39:1
SM 40:2
SM 40:1
SM 41:2
SM 41:1
SM 42:3
SM 42:2
SM 42:1
SM 43:2

SM 36:2 d9
12.02
7.47
20.50
226.00
3.14
10.56
30.16
0.95
6.80
22.47
5.12
36.27
41.05
13.58
12.78
46.62
119.24
17.23
1.67

SM 30:1

10.38
6.67
22.00

193.46

3.27
9.91
33.10
1.47
6.45
30.72
7.69
39.27
58.47
15.70
20.05
40.30

132.76

31.00
2.50
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8.34

5.17

14.05
201.83

8.96

1.01
5.03
19.43
4.56

35.20
9.69
10.09
35.66
96.40
11.30
1.57

7.81
4.66
14.39
204.20

9.18
24.79

5.18
19.08
4.18
28.08
34.73
9.72
10.00
39.82
105.22

7.00
3.60
12.60
208.90
1.50
7.50
23.40
0.40
3.90
17.00
3.30
25.00
33.40
8.00
9.20
32.30
93.80
10.50
0.70
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Obrazok P1: Vzorovy chromatogram plazmatickych lipidov
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Graf P 3: Stability signalu Cer 36:1 d7 pre QC vzorky
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Graf P 4: Stability signalu Cer 30:1 pre QC vzorky
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Graf P5: Stability signalu DG 36:2 d5 pre QC vzorky
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Graf P 6: Stability signalu DG 28:0 pre QC vzorky
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Graf P 7: Stability signalu DG 33:1 d7 pre QC vzorky
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Graf P 8: Stability signalu LPC 17:0 pre QC vzorky
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Graf P 9: Stability signalu MG 19:1 pre QC vzorky
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Graf P 10: Stability signalu MG 18:1 d7 pre QC vzorky
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Graf P 11: Stability signalu PC 33:1 d7 pre QC vzorky
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Graf P 12: Stability signalu PC 28:0 pre QC vzorky
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Graf P 13: Stability signalu PC 44:2 pre QC vzorky
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Graf P 14: Stability signalu SM 30:1 pre QC vzorky
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Graf P 15: Stability signalu TG 48:1 d7 pre QC vzorky
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Graf P 16: Stability signalu TG 57:3 pre QC vzorky
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Graf P 17: Kratkodoba stabilita CE v IS MIX
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Graf P 18: Kratkodob4 stabilita Cer v IS MIX

1 DG 36:2 d5 (IS MIX)
= DG 28:0 (plazma)
m DG 33:1 d7 (plazma)

m DG 28:0 (IS MIX)
u DG 33:1d7 (IS MIX)
= DG 36:2 d5 (plazma)

1.5E+05

1.0E+05

Intenzita

5.0E+04

0.0E+00
2 4
Cas [hod]

Graf P 19: Kratkodob4 stabilita DG v IS MIX

mLPC17:0 ISMIX)  ®LPC 17:0 (plazma)

2.0E+05
1.5E+05

1.0E+05

Intenzita

5.0E+04

0.0E+00
0 2 4 6
Cas [hod]

Graf P 20: Kratkodob4 stabilita LPC v IS MIX
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Graf P 21: Kratkodoba stabilita MG v IS MIX
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Graf P 22: Kratkodoba stabilita PC v IS MIX
83

m SM 30:1 (IS MIX) m SM 36:2 d9 (IS MIX)
1.6E405 = SM 30:1 (plazma) = SM 36:2 d9 (plazma)
1.2E+05

i)
‘N
& 8.0E+04
£
4.0E+04
0.0E+00
0 2 Cas [hod] 4 6
Graf P 23: Kratkodoba stabilita SM v IS MIX
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Graf P 24: Kratkodoba stabilita vybranych CE v plazme
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Graf P 26: Kratkodoba stabilita vybranych DG v plazme
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Graf P 27: Kratkodoba stabilita vybranych LPC v plazme
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Graf P 28: Kratkodoba stabilita vybranych MG v plazme
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Graf P 29: Kratkodoba stabilita vybranych PC v plazme Graf P 31: Kratkodoba stabilita vybranych SM v plazme
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Graf P 30: Kratkodoba stabilita vybranych plazmalogénov v plazme Graf P 32: Stabilita Cer v priebehu rozmrazovacich cyklov IS MIX
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Graf P 33: Stabilita DG v priebehu rozmrazovacich cyklov IS MIX
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Graf P 35: Stabilita MG v priebehu rozmrazovacich cyklov IS MIX
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Graf P 36: Stabilita PC v priebehu rozmrazovacich cyklov IS MIX
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Graf P 49: Dlhodoba stabilita LPC po normalizécii dat
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Graf P 50: DIhodobé stabilita MG po normalizacii dat
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Graf P 51: Dlhodoba stabilita PC po normalizacii dat
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Graf P 52: Stabilita CE 16:0 d7 v extrakte
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Graf P 53: Stabilita CE 19:0 v extrakte
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Graf P 54: Stabilita Cer 30:1 v extrakte
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Graf P 55: Stahilita Cer 35:1 v extrakte
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Graf P 56: Stabilita Cer 36:1 d7 v extrakte
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Graf P 57: Stabilita DG 28:0 v extrakte
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Graf P 58: Stabilita DG 33:1 d7 v extrakte
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Graf P 59: Stabilita LPC 17:0 v extrakte
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Graf P 60: Stabilita MG 19:1 v extrakte
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Graf P 61: Stabilita PC 33:1 d7 v extrakte Graf P 63: Stabilita PC 44:2 v extrakte
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Graf P 62: Stabilita PC 28:0 v extrakte Graf P 64: Stabilita SM 30:1 v extrakte
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Graf P 65: Stabilita SM 36:2 d9 v extrakte
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Graf P 66: Stabilita TG 48:1 d7 v extrakte
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Graf P 67: Stabilita TG 57:3 v extrakte
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Graf P 68: Stabilita CE v autosampleri
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Graf P 69: Stabilita Cer v autosampleri

m DG 28:0 u DG 36:2 d5 uDG 33:1d7

HibbLkE

Cas [hod]

Graf P 70: Stabilita DG v autosampleri
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Graf P 71: Stabilita LPC v autosampleri
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Graf P 72: Stabilita MG v autosampleri
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Graf P 73: Stabilita PC v autosampleri
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Graf P 74: Stabilita SM v autosampleri



