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ANOTACE
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UvVOD

Lipidy pfedstavuji rozséhlou a strukturalné rozmanitou skupinu biomolekul, které hraji
zasadni roli v biologickych systémech. Kromé tvorby bunéénych membran se UcCastni také
energetického metabolismu a signalizacnich procesii. Klicovym nastrojem v oblasti vyzkumu
lipidd je hmotnostni spektrometrie a to zejména pro vysokou citlivost a selektivitu.

Rozvoj analytickych technik, a pfedevS§im pravé hmotnostni spektrometrie, umoznil
detailni zkoumani lipidového slozeni bunék a tkani, ¢imz vznikla nova disciplina —
lipidomika. Slozitost lipidového spektra predstavuje vyzvu, zejména pii identifikaci izomert,
strukturalné slozitych molekul nebo latek pfitomnych ve velmi nizkych koncentracich.

Vtomto textu se uplatiiuji derivatiza¢ni techniky, které pfispivaji ke zlepSeni
chromatografického chovani lipidi, podpofe ionizace a tim i1 k dosazeni lepSi detekce
a rozliSeni cilovych analytu.

Tato bakalaiska prace se vénuje vyuziti derivatiza¢nich metod v lipidomické analyze
obecné, zabyva se ale rovnéz i konkrétni aplikaci derivatizacni reakce pomoci acetylchloridu

s cilem zlepsit detekovatelnost $irsi Skaly lipidi v LC-MS analyze.
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1. TEORETICKA CAST
1.1. Lipidy a lipidomika

Lipidy jsou jednou z hlavnich tfid sloucenin v biologickych systémech a plni dalezité
fyziologické funkce. Jejich hydrofobni charakter jim umoznuje vytvaret bunééné membrany
(Obrazek 1), jenz tvoti hranici vici hydrofilnimu okoli bung¢k.

Druhym dilezitym biologickym tkolem lipida je ukladani energie. Lipidy jsou pro
tuto fyziologickou funkci idedlné ptizplisobeny diky vysokému mnoZstvi energie, které
se uvoliiuje pii jejich oxidaci. Tieti funkci lipidd je role signalni, tu plni ucasti
na mezimolekularnich a intramolekularnich autoregulacnich, parakrinnich a endokrinnich
procesech. [1]

Termin ,,lipid* byl volné definovan jako jakdkoli skupina organickych sloucenin, které
jsou nerozpustné ve vod¢, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech. Zahrnuji pfedevsim
mastné kyseliny a jejich pfirozené se vyskytujici derivaty (napf. estery nebo aminy) a dalsi
piibuzné komplexni latky. [2, 3]

Dle nov¢jsi definice 1ze lipidy definovat jako hydrofobni nebo amfipatické malé
molekuly, které vznikaji zcela nebo castecné kondenzaci thioesterti na bazi karbaniontu

anebo kondenzaci jednotek isoprenu na bazi karbokationtu. [4]

Hydrophilic Head

Saturated

Fatty Acid Unsaturated

Fatty Acid

Phospholipid
bilayer

Hydrophobic Tail

Obrazek 1 Schématické znazornéni glycerofosfolipidu a lipidové dvojvrstvy [7]
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Podobné jako proteomika v oblasti proteint se lipidomika zamétuje na systematickou
charakterizaci lipidového profilu v biologickych vzorcich a umoziiuje vytvofit detailni

prehled pfitomnych tfid lipida a jejich charakteristickych molekularnich druhd. [5]

1.1.1. Zakladni rozdéleni lipidi

Lipidom savcti a dalSich organisml jevi obrovskou strukturni rozmanitost, ktera
vyzaduje systematické ¢lenéni. Za timto ti€elem byl v roce 2005 Mezinadrodnim vyborem pro
klasifikaci a nomenklaturu lipidi vyvinut a zaveden komplexni klasifika¢ni systém s nazvem
LIPID MAPS. Tento systém rozdé¢leni lipidi vychdzi zjasné definovanych chemickych
a biologickych principi a je navrzen tak, aby byl kompatibilni s modernimi informaénimi
technologiemi z divodu zdznamu velkého mnozstvi ziskanych informaci v této discipling. [2]

Lipidy jsou zde zatazeny do osmi hlavnich kategorii — mastné acyly (FA),
glycerolipidy (GL), glycerofosfolipidy (GP), sfingolipidy (SP), steroly (ST), prenoly (PR),
sacharolipidy (SL) a polyketidy (PK). Jednotlivé kategorie lipidi jsou dale rozdéleny do tiid
a podtiid. [4]

Strukturni databaze LIPID MAPS (LMSD) [6], jenZ je nejobsahlejsi databazi v oblasti
lipidomické analyzy uvadi zaznamenanych okolo 43,6 tis. jednotlivych lipidi. OvSem pocet
prirozen¢ se vyskytujicich lipidi se odhaduje na pocet prevysujici az 100 tisic druhd. [1]

Mastné acyly se fadi mezi jednu z nejzékladnéjSich skupin lipidd a to predevSim
mastnych acyll 1ze zatadit mastné kyseliny majici na konci alifatického fetézce navdzanou
karboxylovou skupinu. Mohou byt linearni nebo rozvétvené, ptipadné mohou obsahovat
nasobné vazby (nenasycené mastné kyseliny). U vybranych podtiid mtize byt na uhlikaty
skelet navazan heteroatom, nejcastéji kyslik, dusik, sira, vyjimecné také halogen. Existuji
1 cyklické varianty mastnych kyselin, kde cyklus zpravidla tvoii 3 az 6 atomu uhliku. [8, 10]

Obecn¢ se mastné acyly (Obrazek 2) vyznacuji opakujici se fadou methylenovych
skupin, jenz této kategorii lipidi zarucuji hydrofobni charakter. Dalsi lipidové podtiidy
v kategorii mastnych acylli jsou mastné alkoholy, mastné¢ aldehydy, mastné -ethery,

eikosanoidy, dokosanoidy a derivaty mastnych kyselin — estery, nitrily a amidy. [8, 9]
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Obrazek 2 Zakladni struktura mastného acylu — kyselina dodekanova

Kategorie glycerolipidii (Obrazek 3) zahrnuje lipidy tvofené glycerolem

v

esterifikovanym mastnymi kyselinami, bez ptfitomnosti fosfatové skupiny. Nejcastejsi jsou
mono-, di- a triacylglyceroly, pfi¢emz nejznaméjsi jsou pravé ty posledné jmenované.
V lidské plazmé tvoii glycerolipidy vysoky podil celkového mnozstvi pfitomnych lipidi,

z nichz nejvice zastoupené jsou triacylglyceroly. [8, 11]

O O
v zavislosti na poctu
)—t J—J\ navazanych nepolarnich
R1 @) (@) 7 R3 Fetézci rozliSujeme
mono-, di- a triacylglyceroly
R, TI/ @
O

Obrazek 3 Zakladni struktura glycerolipidi

Glycerofosfolipidy (Obrazek 4) jsou charakteristické ptitomnosti fosfatové skupiny
esterifikované na jednu z hydroxylovych skupin glycerolu. Lze je rozdélit do podttid
na zéklad¢é povahy skupiny navdzané na polarni ¢asti molekuly lipidu. Mezi tyto podtiidy
patfi také lysofosfolipidy, coZz jsou derivaty glycerofosfolipidi, které postradaji jednu
z acylovych skupin a obsahuji tak pouze jeden mastny fetézec piipojeny ke glycerolu.
Glycerofosfolipidy maji zdmérné svou vlastni kategorii, jelikoZ jsou hojné zastoupeny a mayji

veliky fyziologicky vyznam. Piedevsim jsou to primarni slozky bunéénych membran, rovnéz
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slouzi jako signalni molekuly v organismu a jako vazebn4 mista pro mezibuné¢né proteiny.
Zaradit sem muzeme 1 podtfidu nazyvajici se oxidované glycerofosfolipidy skladajici

se z molekul, u nichz je oxidovan jeden nebo vice postrannich fetézcu. [2, 8]

O 0 N
O
P
R 0 0 0 B
| specificka polarni skupina
R, o) X  —o
nepolarni ietézce .
\_\ cholin
/N+/
o) \
+
NH,
- —OH
/O o}
o kyselina
serin fostatidova

Obrazek 4 Zakladni struktura glycerofosfolipidii

Sfingolipidy jsou dobie definovanou komplexni skupinou sloucenin, které maji
spolecny strukturni rys v podobé sfingoidni baze (nejcastéji sfingosin - Obrazek 5). Lze je
rozdelit do nékolika hlavnich podtiid — sfingoidni baze a jeji jednoduché derivaty
nebo sfingoidni baze s amidicky navazanou mastnou kyselinou, které oznaCujeme jako

ceramidy.

Obrazek 5 Sfingoidni baze (sfingosin) - zakladni struktura sfingolipidt
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nazyvame fosfosfingolipidy, nejCastéji sfingomyeliny (SM). Sfingolipidy jsou dulezitou
slozkou bunécnych membran obdobné jako glycerofosfolipidy, rovnéz nékteré molekuly
z této kategorie zastupuji roli signdlnich latek, napt. glykosfingolipidy, které obsahuji polarni

sacharidovou cast. [2, 8]

Kategorie sterol se d&li pfedevsim na zéklad¢ biologické funkce. Spolecnym
a charakteristickym rysem sterolll je cyklopentanoperhydrofenantrenova struktura, tento
skelet predstavuje molekulu steranu. Mezi zékladni steroly fadime cholesterol (Obrazek 6)
a jeho derivaty. Dale pak i skupinu steroidu, jejichz zakladni strukturu tvofi rovnéz skupina
¢tyt uhlikovych cykld, maji ovSem odliSné biologické role, jednd se o hormony a signalni
molekuly. VSechny pfirodni steroly savcii jsou odvozeny od cholesterolu nebo jeho

prekurzord. [8, 9]

Obrazek 6 Struktura cholesterolu (cholest-5-en-33-ol) [8]

Prenoly jsou tvofeny 2z péti-uhlikatych prekurzorti isopentenyldifosfatt
a dimethyldifosfatu. Polyprenoly a jejich fosforylované derivaty hraji dilezitou roli pfi
transportu oligosacharidii pfes bunécné membrany. Prenolové lipidy jsou syntetizovany

z isoprenovych jednotek s péti uhliky (Obrazek 7). [8, 11]
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Obrazek 7 Struktura C5 isoprenoidu - dimethylallylpyrofosfat

Mezi posledni kategorie lipidi patii sacharolipidy a polyketidy. Sacharolipidy jsou
slouceniny v nichZ jsou mastné acylové skupiny navazany piimo na strukturu cukru, mohou
se vyskytovat jako glykany nebo jako fosforylované derivaty. Polyketidy se fadi do rozsahlé
skupiny metabolitli z zivoc¢iSnych, rostlinnych a mikrobidlnich zdroji. Jsou syntetizovany
enzymy a generuji velké mnozstvi pfirodnich produkti s rozmanitou strukturou, z nichz

mnohé maji charakter lipidd. [2, 8]
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1.2. Analytické techniky vyuZzivané v lipidomice

Lipidomika je védni obor, ktery zahrnuje rozsahlou analyzu jednotlivych druht lipida
a zékladni analytickou technikou, jenz se vyuziva k identifikaci a kvantifikaci lipidomu je
obvykle hmotnostni spektrometrie (MS) a to predevsim z diivodu své vysoké citlivosti. [12]

Klicové kroky v lipidomické analyze zahrnuji pifipravu vzorku, vlastni analytické
méfeni, nejCastéji s vyuzitim chromatografie a hmotnostni spektrometrie, zakoncené
softwarovym zpracovanim dat a jejich interpretace. [12]

V lipidomickém vyzkumu se vyuziva ttech hlavnich pfistupt, a to pfimd MS analyza
(¢asto nazyvana jako ,,shotgun lipidomika®), separace v kapalné fazi spojena s hmotnostni
spektrometrii (typicky kapalinova chromatografie — LC-MS) a hmotnostné spektrometrické

zobrazovani (MSI). [4]

1.2.1. Priprava vzorki pro lipidomickou analyzu

Pii procesu pripravy vzorkii je nezbytné dbat na jejich spravny odbér, uchovani
ina naslednou extrakci. Tyto postupy by mély byt vzdy provadény konzistentné mezi
jednotlivymi vzorky 1 studiemi, aby byla zajiSttna maximalni reprodukovatelnost
a spolehlivost ziskanych dat. [4]
samotny odbér. Vzorky mohou mit dvoji podobu, bud’ se jedna o pevnou formu (tkdné
¢1 bunky), pfipadné¢ mohou zahrnovat komplexni biologické tekutiny (jako je plazma, sérum
¢i moc). [12, 13]

Z pohledu pfiipravy vzorkii jsou protokoly pro pevné biologické vzorky casové
obvykle mozné ihned po odbéru rozdélit do alikvot a zmrazit, zatimco pevnych vzorkl je
potieba provést vice krokt. Naptiklad jatra je nutné perfundovat, aby doslo k odstranéni
krevnich slozek, v€etné bunck, lipoproteinovych ¢astic a albuminu, pted vlastnim zmrazenim
je jest¢ treba tkan nafezat na malé kousky. Po odebrani vzorkti dochéazi bud’ k okamzité
analyze, nebo k jejich rychlému zmrazeni v kapalném dusiku ¢i na suchém ledu. Nasledné
jsou vzorky skladovany pii velmi nizkych teplotach (piiblizné¢ —80 °C) a rozmrazeny az pied
dalsim analytickym zpracovanim. Stabilita vzorku mutze byt prodlouzena uchovéanim
v prostiedi bez kysliku, rovnéZz lze stabilitu zvysit pfiddnim antioxidantu (napf. butylovany
hydroxytoluen), ktery dokaze potlacit degradaci lipidd. Nezddouci je opakované
rozmrazovani vzorki, kdy hrozi jejich degradace ptic¢inou hydrolyzy lipida. [4, 13]
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Pokud nejsou vzorky ihned zpracovany nebo rychle zmrazeny, pokracuji v nich
enzymatické a chemické procesy, které vedou k metabolizaci lipidi. Piikladem miize byt
narist koncentrace lysofosfatidylcholinu (LPC) a lysofosfatidové kyseliny (LPA) v plazmé,
je-li vzorek ponechdm pfili§ dlouho ptfi pokojové teploté. Z téchto divodii je doporuceno
vzorky zpracovat v co nejkrat$i dob€, a pokud to neni mozné, uchovavat je pfi zminénych
nizkych teplotach. N¢které biologické matrice mohou byt pii téchto nizkych teplotach
bezpecné skladovany po dobu az nékolika let. U krevnich vzorki je pfitom zvlasté dilezité
pouzit vhodny antikoagulant, pficemz ethylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA) je
preferovana volba pro zajisténi pozadované stability. [4, 12]

Dalsi dualezitou casti je peclivé zvazeni vybéru vhodnych rozpoustédel, reagenti,
mnozstvi vzorku, lipidovych standardii a uziti vyhovujici extrakéni techniky. Neméné dulezita
je 1 kvalita odebraného vzorku, jenz musi byt dostatecné vysoka, aby umoznila hodnotné
a cenné analyzy. Pro kvantitativni analyzy lipidd je nezbytné ptidani exogenniho vnitiniho

»interniho* standardu (IS) pted dalsi ptipravou vzorku, jako je naptiklad extrakce. [4]

1.2.1.1. Extrakce

Kazda extrakéni metoda vyuZivand v lipidomice slouzi dvéma hlavnim uceltim.
Predevsim snizuje komplexnost vzorku tim, Ze odstranuje nezddouci nelipidové slouceniny.
Tento proces zaroven snizuje mnozstvi kontaminantll a kvalitni selektivni extrakce sniZuje
znecisténi hmotnostniho spektrometru, coZz ma za nasledek niz8i potfebu udrzby pfistroje
a moznost méieni vétSich poc¢tu vzorka. Extrakce vzorku muze také slouzit k zakoncentrovani
pozadovanych analytii (v naSem ptipad¢ lipida) a zvySeni citlivosti. [12]

Obecné plati, ze lipidomické analyzy vyzaduji metody ptipravy vzorki, které jsou
rychlé, reprodukovatelné a schopné extrahovat Siroké spektrum studovanych analyti s riznou
polaritou, pfiCemz zarovenl musi byt kompatibilni s pouzitou instrumentalni technikou.
V lipidomické analyze se bézné k piipravé vzorkli pouzivaji dvé hlavni extrakéni metody,
extrakce mezi dvéma kapalinami (LLE) a extrakce na tuhou fazi (SPE).

Nejrozsitenéjsi LLE metoda byla vyvinuta Folchem a jeho tymem v roce 1957. Jako
extrak¢ni Cinidla vyuzili smés chloroformu a methanolu v poméru 2:1 (v/v). Tato metoda byla
pozdéji vylepsena Blighem a Dyerem, ktefi vyuzili stejnych rozpoustédel (chloroform/MeOH
v poméru 1:2 v/v), a nasledné piidali jeden dil chloroformu a jeden dil vody. [14, 15]

U anionickych lipidt, jako jsou fosfatidova kyselina (PA), lysofosfatidova kyselina
(LPA) nebo sfingosin-1-fosfat (S1P) je doporuceno upravit tento protokol pfidanim kyseliny,
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nejcastéji kyseliny chlorovodikové (typicky v koncentraci kolem 0,1 M), k neutralizaci téchto
anionickych lipidl, ¢imz se zleps$i jejich rozpustnost v organické fazi a nasledné se zvysi
efektivita extrakce. Pfi pouziti této extrakce je ale velmi dulezité kontrolovat koncentraci
pfidavané kyseliny a dobu extrakce, jinak mize dochéazet k nezadouci hydrolyze lipidi a tim
k chybnym pozitivnim vysledkim. V tomto nastaveni obsahuje organickd faze
(chloroform/methanol) lipidy, zatimco vodnd faze obsahuje hydrofilni slouceniny a soli.
Jedna se o velmi G€innou metodu pro extrakei jak polarnich, tak nepolarnich lipida, diky
jejich schopnosti pronikat bunéénymi membranami, vysSi polarit€¢ a silnéjSi interakci
s vodikovymi vazbami. [12, 15, 28]

Dalsi variantou LLE je metoda zaloZena na systému hexan/isopropanol, kde jsou dana
rozpoustédla v typickém poméru 3:2. Ve srovnani s Folchovou metodou jsou tato
rozpoustédla mnohem méné toxickd, ovSem tato metoda neni pfili§ rozsitena kvuli relativné
nizké ucinnosti extrakce. [15]

V roce 2013 byla vyvinuta metoda kapalinové extrakce na bazi methyl-terc-butyl
etheru (MTBE) pro extrakce lipidii a danych tfid metaboliti zadroveii. Tento moderni pfistup
umoznil komplexni analyzu metaboliti, véetné lipidi, v rdmcei jednoho experimentu po jediné
extrakci. Tato metoda spociva v pfidavani methanolu a MTBE v poméru 1,5:5 (v/)
ke vzorku, samotna separace je pak vyvolana pfidavkem vody. Vyhodou extrakce za pomoci
MTBE oproti zavedenym dvoufazovym systémim obsahujicim chloroform, je nizka hustota
organické faze obsahujici lipidy, ta navic béhem separace fazi tvoii horni vrstvu. To vyrazné
usnadnuje jeji odbér a minimalizuje ztraty zptisobené odkapavanim. Rovnéz ve srovnani s
chloroformem je MTBE netoxicky a nema karcinogenni G¢inky, coZ snizuje jak ekologickou
zatéz, tak zdravotni rizika pro exponovany personal. Od svého zavedeni tato metoda vykazuje
tendenci nahrazovat extrakéni systémy obsahujici chloroform. [14, 15]

Metody extrakce na tuhou fazi (SPE) pouzivané v lipidomické analyze vyuzivaji
materidly jako je Cisty ¢i modifikovany silikagel s amidovymi nebo diolovymi skupinami
nebo oktadecylsilikagelem jako tuhou stacionarni fazi. Jako elu¢ni rozpoustédla se nejcastéji
pouzivaji acetonitril, methanol, hexan nebo chloroform, pfi¢emz jejich volba zavisi na typu
cilovych lipidii a pozadované selektivité extrakce. Ve srovnani s metodami LLE snizuje SPE
vyrazn¢ spotfebu rozpoustédel i ¢asovou narocnost. Nicméné pii zpracovani velkého objemu
vzorkll miZe dochézet k vyraznému sniZeni ucinnosti extrakce v diisledku omezené kapacity
separacni fAze SPE metod. [15]

Mimo zminénych metod LLE a SPE bylo v poslednich letech v lipidomické analyze

vyuzito mnoho novych extrakénich technik. Piikladem muze byt ultrazvukem asistovana
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extrakce (UAE), mikroextrakce na tuhé fazi (SPME), extrakce pomoci tlakové tekutiny (PFE)
a dalsi. [15]

1.2.2. Separacni techniky v lipidomice

Pied zavedenim ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku (API) se
v lipidomice ptfevazné vyuzivala tenkovrstva chromatografie (TLC) a plynova chromatografie
(GC). Zatimco TLC nevyzaduje derivatizaci, u GC je Casto nutnd derivatizace polarnich
funkénich skupin, naptiklad metylace mastnych kyselin. S nastupem API technik se vSak
v lipidomice zacala pfevazné€ uplatiiovat MS ve spojeni s kapalinovou chromatografii. [4]

Nejcastéji vyuzivanou API technikou v lipidomické analyze je v dneSni dobé
bezesporu hmotnostni spektrometrie vyuzivajici ionizaci elektrosprejem (ESI-MS). Hlavni
vyhody spocivaji pfedevsim ve vysoké citlivosti, snadnému spojeni s (ultra)vysoko-t¢innou
kapalinovou chromatografii ((U)HPLC) nebo superkritickou fluidni chromatografii (SFC),

a velmi nizké spotiebé vzorku. [4]

1.2.2.1. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie ve spojenim s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) patii
mezi nejrozsifenéjsi techniky v lipidomické analyze a zaroven piedstavuje kli€ovou metodu
pro detailni charakterizaci lipidi. Hlavni vyhodou LC-MS je Siroka Skala separa¢nich rezimd,
které Ize ptizplsobit téméf v§em existujicim typtim lipidovych izomert. [4, 13]

Pfi analyze lipidi se vyuzivaji rizné konfigurace kapalinové chromatografie, mezi
nejbeznéjsi patii LC snormdalni fazi (NP-LC) nebo sreverzni fazi (RP-LC), kde je
na vhodném nosici (nejcastéji silikagelu) navazan nepolarni uhlikaty fetézec (C18 nebo CS8).
Pricemz kazdy typ slouzi k odliSnym analytickym ucelim. Tyto metody umoziuji separaci
analyti béhem jejich migrace skrze kolonu naplnénou mikroc¢asticemi (staciondrni faze).
Separace je zalozena na rozdilnych chemickych a fyzikalnich interakcich mezi analyty, tuhou
stacionarni fazi a mobilni fazi, kterd obsahuje smés polarnich a organickych rozpoustédel.
[1, 13, 14, 15]

RP-LC je jednoznacné nejpouzivangj$i metodou, umoziujici komplexni separaci
lipidi v ramci jediné tfidy na zakladé délky mastnych acylovych fetézct 1 poctu a polohy
dvojnych vazeb. Naproti tomu NP-LC ptedstavuje alternativni metodu separace pro nepolarni
lipidové ttidy, kde separace probihd primarné podle polarity hlavovych skupin lipidi.
[1,4,13]
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Z praktického hlediska je ovSem NP-LC obtizné spojitelnd s procesem ionizace
elektrosprejem, piredevsim z diivodu vysokého obsahu nepolarnich organickych rozpoustédel.
Nicméné lze vyuzit specificky upravené NP-LC metody, jako je argentacni chromatografie
spojend s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Ta umoznuje napiiklad detailni
analyzu triacylglycerolt (TG), véetn€ urceni poloh mastnych acylii, poc¢tu dvojnych vazeb,
jejich pozice, a dokonce 1 jejich cis/trans geometrie. [4, 12]

Jednou z nov¢jSich metod pro separaci lipidi je hydrofilni interakéni kapalinova
chromatografie (HILIC), podobné jako u systému NP-LC dochdzi k separaci lipidii hlavné
podle jejich polarnich hlavovych skupin, ov§em pouzitd rozpoustédla u HILIC jsou mnohem
mén¢ hydrofobni, coz metodu celkové ¢ini kompatibilngjsi s elektrosprejovou ionizaci. HILIC
byla uspésné pouzita pro separaci polarnéjsich lipidovych tiid, jako PC, PE, SM a LPC
v lidské plazmé. Tento rezim separace je preferovan pro kvantitativni LC-MS analyzu lipidu,
a proto je v lipidomice velmi €asto vyuzivan. [4, 12, 13, 14]

Soucasnym trendem v kapalinové chromatografii je vyuziti ¢astic mensich nez 2 um
a vysokych provoznich tlakti. UHPLC tak v poslednich letech stale vice nahrazuje zavedené
HPLC systémy, nabizi totiz rychlejsi asy analyz pfi lepSim chromatografickém rozliseni diky
vys$§i toleranci vii€i zpétnému tlaku. ZmenSovani c¢astic stacionarni faze vede také
ke zmenSeni vnitfniho priméru kolony, coz je doprovazeno sniZzenim objemu pritoku mobilni
faze. To umoziuje vzniku kapilarni LC (resp. nano-LC), ktera jesté zvysuje citlivost detekce
stopového mnozstvi vzorkd. Posledni vyzkumy prokazaly vynikajici efektivitu nano-LC pfi
analyze lipidd, pficemz limit detekce dosahuje hodnot v fadu femtomold. [4, 12, 15]

Hlavni vyhody LC-MS zahrnuji vybornou reprodukovatelnost, vysoké rozliSeni
a snizen¢ efekty potlaceni ionizace ve srovnani s pfimou MS analyzou a na rozdil od GC-MS
neni nutné provadét chemickou derivatizaci, coZ ma za nasledek snizeni rizika degradace

a modifikace lipidu. [13, 14]

1.2.3. Konfigurace hmotnostniho spektrometru pro lipidomické
analyzy

Lipidomickad analyza zaloZend na hmotnostni spektrometrii mize byt rozdélena

do dvou podoblasti a to na obecnou a specifickou lipidomiku. Obecné lipidomika ma za cil

identifikovat a kvantifikovat vSechny lipidy nachdzejici se v daném systému. Naopak

specificka lipidomika se zaméfuje na charakterizaci konkrétnich lipidd. Metodologie v obou
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pfistupech byly zdokonaleny diky rozvoji hmotnostni spektrometrie a paralelnimu vyvoji
nastrojli pro analyzu naméfenych dat. [16]

Béhem MS analyz jsou lipidové vzorky analyzovany bud’ metodou piimé MS analyzy
(,,shotgun lipidomika®), nebo za pomoci predfazenych chromatografickych metod ve spojeni
s MS (LC-MS analyzy). Alternativné mohou byt urcité vzorky jako tkdn¢ nebo bunécné

vzorky podrobeny hmotnostn¢ spektrometrickému zobrazovani (MSI). [21]

1.2.3.1. Ioniza¢ni techniky v lipidomické analyze

Volba ioniza¢ni metody pii LC-MS analyze zasadné ovliviiuje vysledny lipidomicky
profil. Vzhledem k rozdilnym ioniza¢nim vlastnostem jednotlivych tfid lipidi nelze pouzit
jednu univerzalni ioniza¢ni techniku, kterd by byla vhodna pro vSechny typy téchto latek.
Utinnost ionizace lze zvysit ptidanim uréitych slozek (aditiv) do mobilni faze, coz ma
za nasledek tvorbu riznych typt aduktt. [14]

Ionizace elektrosprejem (ESI) patii bezesporu mezi nejvyuzivanéj$i metody ionizace
v LC-MS analyze a dokaze efektivné ionizovat Sirokou $kalu lipida. ESI se Casto vyuziva
rovnéz v shotgun lipidomice, kde vzorek nepodléhd zadné predfazené separaci. [1, 14, 21]

ESI patii mezi mékké ionizacni techniky pracujici za atmosférického tlaku,
které umoznuji tvorbu vicenasobn¢ nabitych iontli. Tato metoda se vyznacuje vysokou
citlivosti a snadnou kompatibilitou s HPLC nebo s kapilarni elektroforézou (CE). Principem
ESI je tvorba jemného spreje vysoce nabitych kapicek vlivem silného elektrického pole.
Nasledny odpar rozpoustédla vede k prevedeni nabitych kapicek na ionty v plynné fazi.
Koncept elektrospreje navrhl jiz v roce 1968 americky chemik Malcom Dole, zdokonaleni
ve vyvoji a vyuziti elektrospreje v hmotnostni spektrometrii je ovSem ptipisovano Johnu B.
Fennovi, kterému byla za tyto piinosy v roce 2002 udélena Nobelova cena za chemii.
[18, 19, 21]

Ionizace laserem za casti matrice (MALDI) patii do skupiny desorp¢nich ionizacnich
technik a umoznuje analyzu velkych a/nebo labilnich molekul, jako jsou peptidy a proteiny,
ale také dalSich biologicky vyznamnych molekul, vcetné¢ lipidd. MALDI nachdzi Siroké
uplatnéni zejména pii zobrazovaci hmotnostni spektrometrii (MSI), kde dochazi k analyze
tkanovych ¢i bunéénych vzorkli. Vyuzivana je ale rovnéz 1 v piimé MS analyze. [4, 15, 21]

Dulezitym krokem je vybér vhodné matrice, coz jsou vétSinou malé organické
molekuly, které musi efektivné absorbovat energii laserového zafeni o dané vinové délce.

Vzorek s matrici se nasledné vysusi, ¢imZ vznikne pevna vrstva krystalli matrice obsahujici
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analyt rozptyleny v celé struktute, pfi¢emz jednotlivé molekuly zistavaji vzajemné izolované.
Intenzivni laserové pulzy aplikované na vzorek zpilisobi ablaci a desorpci jak analytu, tak
i materialu matrice, ¢imz vznikd tzv. horky oblak abla¢nich plyni. V tomto oblaku dochazi
k ionizaci molekul analytu, které jsou nasledn¢ detekovdny a analyzovany hmotnostnim
analyzatorem. [19, 21]

MALDI zistava Siroce vyuzivana v MS metodach, pfedevSim v oblasti klinického
vyzkumu nemoci spojenych s lipidy. Tento typ ionizace miize byt také vyuzit k analyze
extraktdi, ovSem reprodukovatelnost a robustnost MALDI je mirné hor$i ve srovnani s ESI.
Proto by kvantifikace pomoci MALDI méla byt povaZovana spiSe za semikvantitativni.
Kromé¢ MALDI lIze pro stejny ucel vyuzit 1 fadu dalSich desorp¢nich ionizacnich technik.
Vedle ESI a MALDI existuje celd fada dalSich ioniza¢nich technik, pfikladem muze byt
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) nebo fotoionizace za atmosférického tlaku

(APPI). [1, 4, 15]

1.2.3.2. Hmotnostni analyzatory v lipidomické analyze

Hmotnostni analyzitor pfedstavuje velmi dulezitou soucast hmotnostniho
spektrometru, ve které dochazi k rozliSeni jednotlivych iontl (m/z). Kvalitu separace iontu
reprezentuje parametr rozliSovaci schopnost. Mezi dal§i dilezité parametry lze zminit
hmotnostni a dynamicky rozsah, skenovaci rychlost a spravnost uréeni hmoty. Typ
analyzatoru zasadné ovliviiuje kvalitu ziskanych hmotnostnich spekter i cenu samotného
hmotnostniho spektrometru. [23]

Obecné lze hmotnostni analyzatory rozdélit dle jejich rozliSovaci schopnosti (RS).
Mezi analyzatory majici nizkou rozliSovaci schopnost se fadi kvadrupoélovy analyzator
nebo Paulova iontova past, tyto analyzatory maji RS obvykle v rozmezi 2 000 — 4 000
a poskytuji vétSinou pouze jednotkové rozliseni.

Analyzatory s vysokou RS umoziuji vyrazné vyssi rozliseni (RS > 10 000) a mezi n¢
se fadi analyzator doby letu (TOF) s opozdénou extrakci nebo reflektronem. Orbitrap, iontova
cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) a pfipadné¢ sektorovy
magneticky analyzator s dvojitou fokusaci, ktery pro lipidomickou analyzu téméf vyuzivan
neni. Vysokou RS poskytuji i hybridni analyzatory, z nichZ nejcastéj$i je kombinace
kvadrupdlu a TOF (Q-TOF). Diky vysoké RS analyzatoru je mozné urcit/ovétit elementarni

slozeni pozorovanych iontl, coz je zejména dulezité pro kvalitativni analyzy.

29



V poslednich letech vzristd zajem i1 o kombinaci analyzatort s pfedfazenou iontovou
mobilitou, kterd jako ortogondlni technika rozSifuje ziskané analytické informace o dalsi

dimenzi. [20, 21]

1.2.3.2.1. Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Dtlezitym parametrem hmotnostniho analyzatoru je také schopnost méfeni MS/MS
spekter, coZ umoziiuje tandemova hmotnostni spektrometrie. Stejn€ jako v ostatnich oborech
1v lipidomice je MS/MS dulezitym krokem pro identifikaci konkrétnich lipidi. Tandemova
hmotnostni spektrometrie je technika, kterd izoluje ion s konkrétnim pomérem m/z
(. prekurzorovy ion), ktery je nasledné podroben disociaci za tvorby produktovych iontl
(Obrazek 8). Vysledné MS/MS spektrum pak umoziuje ziskat cenné informace
o molekularni struktuie analyzovaného vzorku. Ziejmé¢ nejbéznéjsi tandemovy hmotnostni
spektrometr je trojity kvadrupol (QqQ). Prvni kvadrupol selektuje ionty urcené k analyze,
které jsou nésledné smerovany do kolizni cely obsahujici inertni plyn. Kolize iontli s plynem
vede k fragmentaci a tento proces je oznacovan jako kolizni indukovana disociace (CID).

QqQ se vyuziva zejména pfti kvantitativni analyze. [18, 24]

e © @ ® i SRRR———
— %0 © Detector
© o 0
lon Source lon disscciation

Obrazek 8 Princip tandemové hmotnostni spektrometrie [22]

Kromé¢ QgQ umoznuje méifeni MS/MS spekter také iontova past, ale i hybridni
analyzatory, které se skladaji s riznych typd analyzatort, pficemz prvni analyzator izoluje
prekurzorovy iont, ktery je nasledné fragmentovan, zatimco druhy analyzator separuje vzniklé
produktové ionty podle jejich hodnot m/z.

V praxi se lze setkat s kombinaci riznych typli hmotnostnich analyzatort,
napt. kombinace iontové pasti nebo kvadrupdlu s analyzatorem doby letu, Orbitrapem,

ptipadng FT-ICR. [18, 22, 24]

30



1.2.4. Kvantitativni lipidomicka analyza

V oblasti kvantifikace lipidit dominuje hmotnostni spektrometrie, a to bud’ ve forme
pfimé analyzy - znamé jako shotgun lipidomika, nebo ve spojeni se separa¢nimi technikami,
predevsim LC-MS. [25]

Zakladnim ptredpokladem kvantitativni lipidomické analyzy je pouziti alespoil jednoho
exogenniho interniho standardu (IS) pro kazdou lipidovou podtiidu, kterd ma byt
kvantifikovana. V idedlnim piipadé by m¢l mit analyt a pfislusny IS podobnou nebo uplné
stejnou retenci. Tento pozadavek je jednoduse realizovany v piipad¢ separace lipidovych tfid,
protoZe interni standardy dané lipidové tiidy eluuji soucasné s analytem. To zajiStuje stejné
matricové efekty a potlacuje ionizaci pro IS 1 analyt.

Jako IS se wvyuzivaji nejCastéji izotopicky znalené analogy endogennich lipida
nebo lipidy s krat§imi acylovymi fetézci (napt. 12:0 nebo 14:0) ¢i s lichym poctem uhlikl
(napt. 17:0, 19:0), které nejsou ve studovanych vzorcich pfitomny. [4, 14, 25]

Obdobna situace nastdva pfi piimé MS analyze s vyuzitim trojitého kvadrupolu,
kde specifické skenovaci rezimy umoziuji rozliSeni jednotlivych lipidovych tfid. V tomto
pfipad¢ jsou IS 1 analyt ionizovany soucasné a tim se minimalizuje chyba v kvantifikaci. [25]

Interni standardy jsou kliCovym prvkem pro piesné stanoveni koncentraci lipidovych
analytd. Pouziti IS v hmotnostni spektrometrii pomahd kompenzovat piirozené odchylky
behem zpracovani vzorka 1 béhem vlastniho méteni, jako efektivitu extrakce lipidii, matricové
efekty nebo specifické ztraty pro urcité lipidové tridy. Idealni IS by mél byt strukturalné
podobny kvantifikovanému analytu a vykazovat podobnou MS/MS fragmentaci. Jelikoz nelze
pro kazdy lipid pouzit jeden specificky IS, jsou doporuceni tykajici se jejich poctu,
koncentrace, typu a vlastnosti nezbytna pro zachovani pfesnosti a spolehlivosti lipidomickych
analyz. [26]

Nejvhodnéjsi volbou IS je stabilni izotopové znaceny analog cilové molekuly,
nejcastéji deuterovanym nebo znadenym izotopem uhliku-13 (**C). Diky své vysoké
strukturni podobnosti s analytem vykazuje podobné chovani béhem ptipravy vzorku
1 pfi nasledné chromatografické separaci a hmotnostné¢ spektrometrické analyze. Metoda
s 1izotopickym znacenim se vyuziva predevs§im pro kvantifikaci cilenych lipida. [27]

Bez ohledu na zvolenou MS metodu je vhodné pouzit alespoii jeden IS pro kazdou
lipidovou tfidu. Metoda by méla byt analyticky validovana, pfi ¢emZ pro tento Ucel je
doporuceno vyuzit redlnou biologickou matrici, aby bylo mozné vérné simulovat podminky

analyzy. Pro tento ucel se bézné piipravuje smésny vzorek slozeny z alikvot vSech
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nebo reprezentativniho mnozstvi analyzovanych vzorki, do kterého se interni standardy
pridavaji jesté pied extrakci. Citlivost a selektivitu analyzy lze v nékterych ptipadech zvysit

pomoci derivatizacnich reakcei, kterym se bude vénovat nasledujici kapitola. [25]

1.3. Derivatizacni pristupy v lipidomické analyze

Derivatizace ptedstavuje chemickou Upravu analytu, pii niz je do molekuly zavadéna
nova funkéni nebo znacici skupina za Gcelem zlepSeni jejich analytickych vlastnosti. Mezi
hlavni pfinosy derivatizace patii zvySeni ioniza¢ni ucinnosti, zlepSeni detekce
a chromatografické separace ¢i zvySeni stability stanovovanych sloucenin. Proces derivatizace
zpravidla vychazi z reakce specifické funkéni skupiny ve vychozi sloucening, kterd umoziuje
jeji preménu na derivat s vyhodnéjsimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.

V analytické chemii, a zejména v oblasti lipidomické analyzy, hraje derivatizace
zasadni roli. Strukturdlni rozmanitost lipidi, pfitomnost izomernich forem a nizka
koncentrace mnoha lipidi v komplexnich biologickych vzorcich zna¢né¢ komplikuji jejich
spolehlivou detekci a kvantifikaci. Aplikace derivatiza¢nich metod proto pfedstavuje efektivni
nastroj pro piekonéni vyse uvedenych problémt a soucasné rozsifuje mnozstvi ziskanych dat.

[20, 29, 35]

1.3.1. Zakladni typy derivatizace a poZadavky na derivaty

Derivatiza¢ni techniky Ize podle mista, kde chemické reakce probiha, rozdé€lit do tii
typli — zejména se jedna o ptredkolonovou a postkolonovou derivatizaci, ale reakce miize
probihat i na kolon¢. Priméarné se 1i8i naroky kladenymi na vzniklé derivaty. [34]

U piedkolonové derivatizace se reakce uskuteCiiuje jest€¢ pred vstupem analytu
na chromatografickou kolonu, ztohoto divodu musi vysledny derivat piedstavovat
jednozna¢né a dostatecné stabilni chemické individuum. Reakce by méla probihat
kvantitativné a pokud mozno co nejvic selektivné, pficemz tvorba vedlejSich produktl musi
byt omezena tak, aby neméla vliv na vlastni analyzu. Ptipadny ptebytek derivatiza¢niho
¢inidla musi byt dokonale oddélitelny od produkti. Derivat by mél disponovat odlisSnymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které usnadni jeho detekci. Tyto naroky Ccini

24

zkuSenost operatora i reprodukovatelnost vysledki. [34, 36]
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Naproti tomu postkolonova derivatizace probihd az za separacni kolonou, z ¢ehoZ
vyplyva, ze kvantitativni prubéh reakce ani jednoznacné struktura derivatu nejsou tolik
dilezité. Rozhodujici je vtomto piipadé¢ dobrda reprodukovatelnost a rychlost reakce
za podminek, které neovlivni jiz provedena separace analyti. Casto se vyuZziva prebytku
derivatiza¢niho cinidla, které po reakci zlstavd v mobilni fazi, dochazi k jejimu fedéni
¢inidlem a miize dochazet k mirnému snizeni €innosti separace. Naroky na selektivitu jsou
vyrazng nizsi a vedlejsi produkty ve vétSiné piipadt nevadi. Tento typ derivatizace vyzaduje
ovSem zaclenéné T-spojky do pfistroje a pifivod ¢inidla s vyuZzitim napi. infuzni pumpy,
vyhodou je moZnost plné automatizace. Derivatizaci za kolonou I1ze nékdy rovnéz nazvat on-
line derivatizaci. [34, 35]

Derivatizace na koloné piedstavuje mezistupeni, kdy chemicka reakce probiha piimo
v kolon¢ a kombinuje vyhody i omezeni obou zminénych pfistupi. VSechny uvedené typy
derivatizace ovliviiuji elucni chovani separovanych latek, tedy jak uc¢innost separace, tak dobu

analyzy. [34]

1.3.2. Specifika derivatizace funkénich skupin v molekulach lipidi

Jako derivatizaci oznaCujeme specifickou chemickou reakci, kterd vyzaduje
pritomnost reaktivnich funkénich skupin jak ve sledované sloucenin¢, tak v odpovidajicim
derivatizacnim Cinidle.

Mezi nejcastéji derivatizované funkéni skupiny v molekuldch lipidit patii primarni
a sekundarni aminoskupiny (napi. v polarni hlavé fosfolipidi ¢i u sfingoidnich bazi),
karboxylové skupiny (napf. u volnych mastnych kyselin), hydroxylové skupiny (napf.
ve sterolech, ceramidech, mono- a diacylglycerolipidech nebo lysofosfolipidech)
a karbonylové skupiny. Rovnéz sem lze zatadit i nenasycené vazby v acylovych fetézcich
molekul lipida. Kazdy typ funkéni skupiny vyzaduje vhodné zvolené derivatizacni ¢inidlo,
které¢ zajisti selektivni a reprodukovatelnou reakci bez vzniku nezadoucich vedlejSich
produkti. [20, 33, 39, 40]

Volba vhodného derivatizacniho c¢inidla se neodviji pouze od charakteru cilové
funk¢ni skupiny, ale také od pozadavki na citlivost a specifitu nasledné analytické detekce.
Aby mohla byt derivatiza¢ni reakce efektivné vyuzita pro analytické ucely, méla by spliiovat
n¢kolik zdsadnich pozadavkl. Reakce musi byt spolehlivd a probihat kvantitativné; tvorba

byt stabilni a nepodléhat rychlé degradaci. Splnéni téchto kritérii je zasadni pro efektivni
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chromatografickou separaci i naslednou citlivou a selektivni hmotnostné spektrometrickou

analyzu. [39, 40]

1.3.2.1. Derivatizace karboxylové skupiny

Volné mastné kyseliny s dlouhym alifatickym fetézcem obsahujici alesponn jednu
karboxylovou skupinu a predstavuji Sirokou Skalu lipidi. Standardné je lze rozdélit
na nasycené a nenasycené mastné kyseliny, pficemz toto rozdéleni 1ze dale rozsifit na mono-
a poly-nenasycené mastné kyseliny podle poc¢tu dvojnych vazeb C=C. Finalni detekce je
komplikovana jejich vysokou strukturni podobnosti, hydrofobnim charakterem a nizkou
koncentraci. [41]

Mezi nejznaméjsi derivatizacni reakce mastnych kyselin (FA) patii metylace volnych
jsou poté nejCastéji analyzovany pomoci GC-MS. Nicméné pro LC-MS a MALDI-MS
analyzu se vyuzivaji jina Cinidla, napf. (2-aminoethyl)trimethylamonium chlorid hydrochlorid
(cholamin). Spolecné s nim se této konkrétni derivatizaéni reakce ucastni 1-
hydroxybenzotriazol hydrat (HOBt), 1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]pyridinium 3-oxid hexafluorofosfat (HATU), dimethylsulfoxid (DMSO) a triethylamin
(TEA). [40, 41, 51]

Samotnd derivatizacni reakce (Obrazek 9) byla optimalizovana nésledujicim
zpusobem: suché standardy (ptfipadné redlné vzorky) byly postupné smichény s roztokem
HOBt v DMSO, roztokem cholaminu s TEA v DMSO a roztokem HATU v DMSO. Reak¢ni
sm¢s byla doplnéna ACN do vysledného objemu a nasledovala piima injektaz do UHPLC-Q-
TOF/MS. Reakce probihala po dobu jedné minuty pfi pokojové teploté. Postup byl rychly,

snadno reprodukovatelny a ve srovnani s vétSinou ostatnich metod vyrazné€ jednodussi. [41]

Y

. |+ HOBt, HATU )k [L+
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Obrazek 9 Reak¢ni schéma derivatizace karboxylové skupiny s pomoci cholaminu [41]

34



DalSim vhodnym derivatizaénim ¢inidlem pro volné mastné kyseliny mlzZe byt N,N-
dimethylpiperazinium-jodid (DMPI). Reakce (Obrazek 10) umoznuje piipojeni kvarterniho
amoniového kationtu na mastnou kyselinu, kdy k derivatizaci dochéazi pfimo na tkani, a tedy
za mirnych podminek a rychlého reakéniho Casu. Diky tvorbé derivati (karboxylovych
kyselin) s permanentnim kladnym nabojem a charakteristické fragmentaci, jsou tyto derivaty
dobie vyuzitelné pro naslednou analyzu v LC-MS i MALDI MS/MS. Vyhodou je i snadna
syntetizovatelnost derivatizacniho Cinidla.

Mezi dalsi reakce vyuzivajici zavedeni permanentniho kladného naboje do molekuly
FA lze zatadit derivatizacni strategie vyuZivajici Ccinidla, jako je AMPP (N-(4-
aminomethylfenyl)pyridinium chlorid) nebo jeho derivit NMPA (4-jodo-AMPP), ktera

reaguji s karboxylovou skupinou za vzniku kladné nabitého amidového derivatu. [42, 52, 53]

\N+ I- )
HATU N/ A\
v R > C—N N—
. < N\
H

Obrazek 10 Reak¢ni schéma derivatizace karboxylové skupiny s pomoci DMPI [42]

1.3.2.2. Derivatizace aminoskupiny

Derivatizace aminoskupiny predstavuje klicovy krok pro efektivni analyzy
aminofosfolipidli, jako jsou fosfatidylethanolamin (PE) nebo fosfatidylserin (PS)
v biologickych vzorcich. [43]

Jednou z moznosti zlepSeni detekce je vyuziti acetonu, jenz reaguje s primarni
aminoskupinou za vzniku stabilniho isopropylového derivatu. Tento typ chemické
derivatizace zvySuje chromatografickou separaci a rovnéz také vyrazné zlepSuje citlivost
detekce pi1 MS analyze. Pro ucely relativni kvantifikace 1ze vyuzit izotopicky znaceny aceton,
nejcastéji deuterovany, ktery zavadi presné definovany hmotnostni posun (napt. 6 Da). Timto
zpusobem lze aplikovat strategii izotopického poolovani — tedy analyzy smési dvou variant
téhoz analytu (znacené a neznacené). V typickém usporadani jsou jednotlivé biologické

vzorky derivatizovany béZnym (neznacenym) acetonem, zatimco referencni smésny vzorek
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(pool), slozeny z podili vSech analyzovanych vzorkli, je derivatizovan znacenym
(deuterovanym) acetonem. Oba derivatizované vzorky se nasledné smisi a analyzuji soucasné
pomoci LC-MS. Ackoli dochézi k ur€itému ziedéni studovaného vzorku, kazdému analytu
v ném odpovida jeho izotopovy analog, coz umoziuje ptesné srovnani mezi vzorky a zaroven
kompenzuje matricni efekty. Tato metoda tak vyrazné zvySuje reprodukovatelnost a piesnost
kvantifikace. [44, 45]

Derivatizace aminofosfolipidii acetonem (Obrazek 11) probihad za mirnych podminek
v ptitomnosti redukéniho ¢inidla NaBHsCN. Suchy lipidovy extrakt nebo standard se nejprve
rozpusti v methanolu, poté se smisi s acetonem (standardnim nebo deuterovanym)
obsahujicim cCerstvé piipraveny NaBH:CN. Reakce probihd pii 40 °C po dobu 50 minut.
Po ukonceni reakce se smes mirn€ promicha a susi se pod proudem dusiku. Vysledny produkt
autofi pfed naslednou HPLC-MS analyzou rozpustili v methanolu/chloroformu (1:1, vA).
Timto zplGsobem derivatizace pfispiva ke zvySeni presnosti a reprodukovatelnosti

kvantitativni analyzy lipidi obsahujici aminoskupinu. [44, 45]

specificka ztrata m/z 183 Da
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Obrazek 11 Reak¢ni schéma derivatizace aminofosfolipidu s pouzitim acetonu [44]

1.3.2.3. Derivatizace hydroxylové skupiny

Pro tento ucel lze vyuzit benzoylchlorid, ktery pfedstavuje bézné a ucinné
piedkolonové derivatizani Cinidlo pro hydroxylové skupiny, ¢imz dochazi ke zvySeni
citlivosti detekce nejen lipidd, ale i1 Sirokého spektra dalSich metaboliti. Jednd se
o aromaticky acylchlorid, ktery reaguje s hydroxy skupinami za vzniku benzoylovych esterii
pies Schottena—Baumannovo schéma reakce. Reakce probihd rychle pii pokojové teploté
a vyzaduje zasadité prostiedi (obvykle pH > 9). Béhem reakce vznikéd chlorovodik, ktery je

neutralizovan pfitomnou bazi. Vzorek se bézné pfipravuje smichanim s nékolika procenty
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roztoku benzoylchloridu v acetonitrilu, po nasledném ptidani kyseliny (napt. kyseliny sirové
nebo formiové) nebo vhodného organického rozpoustédla (napt. methanolu) se reakce ukonci.
Benzoylové derivaty lze uchovavat stabilné¢ i po delsi dobu (desitky dnt pfi nizkych
teplotach).

Stupent derivatizace zavisi na poctu pritomnych reagujicich skupin na vychozi
slouceniné. Piikladem je derivatizace hydroxylovych skupin glykoli ve vodném prostiedi,
kde na zakladé¢ Schotten—Baumannovy reakce vznikaji dibenzoylové estery. Tyto derivaty
jsou snadno extrahovatelné do nepolarnich rozpoustédel, ¢imz se oddé€luji od polarnich
kontaminanti a anorganickych soli. Tato reakce je rychla, dobie reprodukovatelna
a vyznamn¢ zlepsuje chromatografické chovani analyti. Dibenzoylové derivaty navic silné
absorbuji v UV oblasti, coz umoziiuje citlivou detekci pomoci HPLC-UV. V hmotnostni
spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci tato derivatizace zlepSuje signal pii zdznamu
kladnych iontd a zlepSuje také pomér signal/Sum, protoze analyty se presouvaji do vyssiho
hmotnostniho rozsahu. Derivatizace benzoylchloridem ma potencial 1 pro dalsi funkcni
skupiny, jako jsou fenoly a primérni ¢i sekundarni aminy. Ukazuje se jako vhodnd i pro
analyzu derivatl polymernich alkohold. [46]

Benzoylchlorid byl rovnéz pouzit jako univerzalni derivatizacni c¢inidlo pro vice
lipidovych tfid soucasné. Kdy reakce probihala za pokojové teploty a nevyzadovala pouziti
nebezpecnych Cinidel. Metoda byla optimalizovéana pro 12 lipidovych tiid zahrnujicich jak
polarni, tak nepolarni lipidy. Ve srovndni s nederivatizovanymi vzorky vedla benzoylace
k vyraznému zvySeni citlivosti detekce, zejména u mono- a diacylglycerolii. Reakce rovnéz
stabilizovala cholesterol, ktery jinak b&hem ionizace podléhd snadné fragmentaci. Déle
umoznila detekci mastnych kyselin v kladném iontovém modu a odpadla nutnost piepinani
polarity béhem méteni. Metoda byla hodnocena jako snadna, robustni a reprodukovatelna,
ato 1 pfi pouziti nezkuSenym operatorem. Aplikace metody na lidskou plazmu umoznila
identifikaci 169 lipidi z 11 lipidovych ttid. [47]

I v ptipadé€ téchto derivatizaci je mozné vyuZit izotopické poolovani s cilem zlepsit
ionizacni ucinnost a zajistit presné porovnani mezi vzorky pomoci LC-MS analyzy. Tento
princip byl pouzit napf. s vyuzitim dansylchloridu (4-dimethylamino-benzo-1-
sulfonylchlorid), a to ve dvou izotopovych formach — neznacené (*?C) a znalené (*C).
Jednotlivé vzorky se derivatizovaly neznacenym ¢inidlem, zatimco smésny referen¢ni vzorek
(pool) byl derivatizovan izotopové znacenym dansylchloridem. Smichdnim obou variant
ajejich naslednou spolecnou analyzou byla provedena relativni kvantifikaci metabolith

na zaklad¢ poméru intenzit izotopovych pard. Ackoliv byla tato metoda navrzena ptedevsim
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pro metabolity Ize ji uplatnit 1 pro analyzu lipidovych molekul, jenZ hydroxylové skupiny
obsahuji. [48, 49]

Dalsim ptikladem mize byt derivatizace sterold, které jsou diky svému neutralnimu
charakteru obtizné detekovatelné elektrosprejovou ionizaci. Jako derivatizacni €inidlo zde
slouzi 4-(dimethylamino)fenyl isokyanat (DMAPI). Toto ¢inidlo v pfitomnosti triethylaminu
(TEA) a dichlormethanu rychle reaguje s ptfitomnou hydroxylovou skupinou za vzniku
stabilniho karbamétového derivatu (Obrazek 12). Zavedend aromatickd aminoskupina
zabranuje fragmentaci béhem ESI a vede vyhradné k tvorbé protonovanych molekul. Metoda
byla uspésné validovéna a vykazovala dobrou citlivost, stabilitu a reprodukovatelnost pii

analyze sterolt a oxysterolt. [50]

NCO

DMAPI Cholesterol ! cholesteryl N-4-(N,N-d|m’ethylam|no)
N fenyl karbamat

Obrazek 12 Reak¢ni schéma derivatizace cholesterolu za pomoci DMAPI [50]

1.3.2.4. Chemicka derivatizace zamérena na dvojnou vazbu mezi

atomy uhliku

Nenasycené mastné kyseliny jsou zakladnimi stavebnimi kameny fosfolipida,
glycerolipidi a dalSich lipidovych tfid. Struktury téchto nenasycenych mastnych kyselin jsou
vysoce rozmanité¢ a zahrnuji rizné délky uhlikovych fetézcl, stupné nenasyceni a umisténi
dvojnych vazeb v alifatickych fetézcich.

V soucasné dobé je k dispozici n¢kolik derivatizacnich metod, které poskytuji pfesnou
strukturalni identifikaci a zaméfuji se na lokalizaci dvojnych vazeb mezi atomy uhliku
v alifatickych fetézcich molekuly. Mezi nejvice vyuzivané patii Paterno - Biichi reakce (PB),
ozénem indukovand disociace (OzID), fotodisociace za pomoci ultrafialového svétla (UVPD)

a epoxidacni reakce. [20, 33]
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Paterno - Biichi je fotochemicka reakce mezi fotoaktivovanou karbonylovou
slouc¢eninou a dvojnou vazbou uhlik - uhlik (C=C). Nenasyceny lipidovy analyt se rozpusti
naptiklad v roztoku acetonu a vody (1:1, v/v), pficemz aceton slouzi jako reakéni Cinidlo
a zaroven jako rozpoustédlo pro nano-elektrosprejovou ionizaci. Ke spusténi reakce dochazi
ozafenim vzorku, vedeného transparentni borosilikdtovou kapildrou do nanoESI zdroje,
ultrafialovym zafenim o vinové délce 254 nm. Toto ozareni vede k vytvoieni Ctyf¢lennych
adi¢nich produktl (oxetantl) mezi acetonem a olefinovou funk¢ni skupinou mastné kyseliny.
V zavislosti na vzajemné poloze karbonylové skupiny a C=C vazby vznikaji dva pozi¢ni
izomery oxetanu. Tyto reak¢ni produkty jsou stabilni a lze je izolovat v hmotnostnim
spektrometru pro naslednou MS/MS analyzu, pfi niz kolizni aktivace zplsobi Stépeni
oxetanovych kruhti a vznik specifickych iontli nesoucich informaci o poloze dvojnych vazeb
C=C.[20, 30, 32, 33]

Pro zvySeni uc¢innosti PB reakce a minimalizaci vzniku vedlejSich reakci byla
testovana riznd chemickd derivatizacni Cinidla, zejména benzaldehyd, acetofenon
a benzofenon. Pouziti acetonu jako derivatiza¢niho ¢inidla je problematické zejména pro
TAG, kdy dochédzi k malé rozpustnosti a vznikajici adukty se ve spektru ptekryvaji
s pivodnimi ionty. Benzofenon se naopak vyborné rozpousti v methanolovych smésich
vhodnych pro MS analyzu lipidii a vytvaii adukty, jeZ lze ve spektru snadno rozeznat. [20, 31]

Ackoliv tato reakcéni Cinidla umoziuji jednoznacnou identifikaci izomert polohy
dvojnych vazeb C=C, nejsou schopna rozlisit regioizomery, tedy konkrétni polohu sn-
substituce acylové skupiny na glycerolu lipid. Tento problém fesi 2-acetylpyridin, ktery jako
nové PB derivatiza¢ni ¢inidlo vytvafi specifické fragmentacni ionty. Umoziiuje tak v jednom
kroku urcit jak polohu C=C dvojnych vazeb tak i sm-substituce a provadét kvalitativni

Ozonem indukovana disociace je metoda zalozend na reakci mezi ozonem
a vybranymi ionty nenasycenych lipidl v plynné fazi. Hmotnostné selektované lipidové ionty
jsou vystaveny ozonovym param bud v ESI, iontové pasti nebo kolizni cele dle typu
usporadani MS. Vysledny produkt pfi nasledné kolizni disociaci poskytuje dva specifické
fragmentacni ionty pro kazdou dvojnou vazbu, které umozZnuji jednoznacné urceni jeji
polohy. Tato metoda umoziiuje témét Uplnou strukturdlni charakterizaci lipidii bez nutnosti
jejich predchozi derivatizace, ovSem jeji SirSi vyuZiti je omezeno nutnosti tprav komeréné
dostupnych hmotnostnich spektrometri a specializovaného zafizeni pro generovani

ozonu. [20, 37, 38]
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Dalsi limitaci OzID je relativné pomala rychlost reakce (0,2 — 10 sekund) mezi ionty
a molekulami ozonu v plynné fazi. K vyraznému zvySeni G€innosti 1 zkraceni reakéni doby
reakce dochazi pii zpomaleni iontl v oblasti pasti, ¢imz se prodlouzi jejich kontakt s 0zonem,
k tomuto ucelu byly vyuzity moduly iontové mobility, které slouzily jako reakéni prostiedi

pro OzID reakei. [20]
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Seznam pouzitych chemikalii a standardu

Acetonitril (ACN) — LC-MS cistota, Honeywell (Némecko)

Acetylchlorid (AcCl) — ¢€istota > 99.0 %, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Chloroform (CHCIl3) — LC ¢istota, Merck (Darmstadt, Némecko)

Methanol (MeOH) — LC-MS ¢istota, > 99.9 %, Honeywell (Némecko)

Pyridin (Py) — HPLC ¢istota, > 99.9 %, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Uhli¢itan amonny — ¢istota > 99.999 %, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Sm¢és standardi (Std mix) — Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA),
Nu-Chek Prep (Elysian, MN, USA)

2.2. Pouzité pristroje a zarizeni

Centrifuga Hettich EBA 20 — Hettich (Tuttlingen, Némecko)
Hmotnostni spektrometr timsTOF Ultra — Bruker Daltonik GmbH (Brémy, Némecko)

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

Minittepacka IKA MS1 — IKA-Werke GmbH & Co. KG (Staufen im Breisgau,

Némecko)

Koncentrator vzorku MIULAB NDK200 — Hangzhou MIU Instruments Co., Ltd.
(Hangzhou, Cina)

Pasteurovy pipety sklenéné — Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Software pro vyhodnoceni dat — DataAnalysis 6.1 — Bruker Daltonik GmbH (Brémy,

Némecko)

Ttepacka IKA KS 130 basic — IKA-Werke GmbH & Co. KG (Staufen im Breisgau,

Némecko)
UHPLC chromatograf 1290 Infinity — Agilent Technologies (Waldbronn, Némecko)
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2.3. Anotace a nomenklatura lipidia

Anotace a nomenklatura lipidi byla provedena v souladu s aktuadlnimi doporuc¢enimi
Mezinarodniho vyboru pro klasifikaci a nomenklaturu lipidi (LIPID MAPS). Pouzité zkratky
lipidovych tfid odpovidaji zavedenym konvencim.

Zpisob anotace jednotlivych lipidovych druhi (véetné tidaji o délce fetézce a stupiil
nenasycenosti) vychazi z doporufené nomenklatury podle G. Liebische, kterd je Siroce

pouzivana ve sféte lipidomiky a kompatibilni s databazi LIPID MAPS. [6, 9]

2.4. Priprava smési standardi

Za UcCelem optimalizace derivatizacni reakce byla pfipravena smés standarda
(Std mix), ta obsahovala 12 raznych lipidi z odlisSnych lipidovych ttid (Tabulka 1).
Konkrétné se jednalo o ceramid (Cer), sfingomyelin (SM), glukosylceramid (GlcCer),
sfingosin, cholesterol, fosfatidylethanolamin (PE), fosfatidylglycerol (PG), fosfatidylcholin
(PC), lysofosfatidylcholin (LPC), lysofosfatidylethanolamin (LPE), monoacylglycerol (MG)
a diacylglycerol (DG).

Tyto standardy byly smichany ve vhodnych koncentracich tak, aby poskytovaly
optimalni LC-MS signal. Prvnim krokem pfipravy Std mix byla optimalizace koncentraci
ziedénych zasobnich roztoki, z nichz byla pfipravena testovaci smés o celkovém objemu

1,5 ml. Pro vlastni experimenty bylo vzdy pipetovano 20 pL této smési Std mix.

Tabulka 1 Seznam vybranych standardl pro pifipravu Std mix v¢etné¢ molarni koncentrace

v zasobnim roztoku

Elementarni

Lipid CN:DB slozeni C zasobni roztok Vv 1,5 ml smési C v 1,5 ml smési
. (neutralni forma) [mg/ml] (] [ng/ml]
MG 18:2/0:0/0:0 C,1H3304 2 75 100,00
DG 16:0/0:0/16:0 C35HesOs 2 10 13,33
Cholesterol C,7H1601 6 132 528,00
SPB 18:1,02 Ci1sH3700N, 2 17,5 23,33
(sfingosin)
Cer 18:1 ;02/1 8:1 C36H6903N1 2 5 6,67
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GlcCer 18:1;02/12:0 Ci36HeoOsN 12,5 16,67
SM 18:1;02/12:0 Cs35H7106N2 P4 3 4,00
LPC 18:1/0:0 C26Hs5207N/ P, 7,5 10,00
LPE 18:1/0:0 C23Hs607N/ Py 40 53,33

PE 18:1/18:1 C41H7308N1 P 10 13,33
PG 18:1/18:1 C42H790,0P; 2 50 66,67
PC 18:1/18:1 C44Hg4OsN/ Py 2 3 4,00

2.5. Derivatizacni reakce za pomoci acetylchloridu (acetylace)

Vybrané lipidové standardy z riznych ttid (Tabulka I) byly podrobeny derivatizacni
reakci za €elem zlepSeni jejich signalu pii hmotnostné spektrometrické analyze.

Jako derivatizacni ¢inidlo byl zvolen acetylchlorid, ktery slouzil k acetylaci
hydroxylovych funkénich skupin v molekuldch lipidi. Samotnd derivatizacni reakce byla
provedena za pfitomnosti pyridinu, ten slouzil v reakénim prostiedi jako baze a odnimal

vznikajici kyselinu chlorovodikovou. (Obrazek 13)

0O O
Y ACN /

+ H3C—C\ —> H3C—C\ + HCI
Cl pyridin R

Obrazek 13 Schéma derivatizacni reakce (acetylace) hydroxylovych skupin za

pomoci acetylchloridu a pyridinu

Derivatizované vzorky byly pfecistény pomoci extrakce podle Folche a analyzovany

s vyuzitim UHPLC/MS v rezimu méfeni kladnych iontil (viz niZe).
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2.6. Extrakce podle Folche

Extrakce podle Folche je jednou znejvice rozSifenych extrakci mezi dvéma
kapalinami. Vyuziva extrakénich ¢inidel chloroformu a methanolu v poméru 2:1 (vA).
[14, 15]

Modifikovana extrakce dle Folche v experimentu probihala nésledujicim zpisobem.
K reakéni smési o celkovém objemu 500 pl bylo pfidano 2 000 pl chloroformu a 1 000 pl
methanolu, pro zvysSeni G¢innosti samotné extrakce bylo piidano 600 pl vodného roztoku
uhli¢itanu amonného o koncentraci 250 mM. Reakéni smés byla dikladné protiepana

a vloZena do centrifugy (6 000 ot./min) pro oddéleni fazi.

2.7. UHPLC podminky

Separace lipidl byla provedena na kapalinovém chromatografu Agilent 1290 Infinity
série. Separace probihala za nasledujicich podminek: pfedkolona Acquity UPLC BEH C18
VanGuard (5 mm x 2,1 mm; 1,7 um), kolona Acquity UPLC BEH C18 (150 mm X 2,1 mm;
1,7 um), prutok 0,35 mL/min, vstiikovany objem 0,5 pL, teplota kolony 55 °C. Gradient
mobilni faze byl nastaven nésledovné: v Case 0 minut bylo pouzito 35 % faze B, ve 3,2
minutach 50 % B, v rozmezi 8,4 az 9,2 minut 95 % B a v ¢ase 9,6 az 11 minut opét 35 % B.
Mobilni faze A byla smési acetonitrilu a vody (60:40, v/v) a mobilni faize B smési acetonitrilu
a 2-propanolu (10:90, v/v). Ob& mobilni faze obsahovaly 0,1 % kyseliny mravenci a 5 mM
mravencanu amonného. Pred koncem analyzy byly nastfikova jehla a nastfikové sedlo

oplachnuty smési chloroformu a methanolu (1:1, v/v).

2.8. MS podminky

Kapalny chromatograf byl spojen s hmotnostnim spektrometrem timsTOF Ultra.
Vzorky byly zavadény do hmotnostniho spektrometru pomoci elektrosprejového zdroje
Apollo IT ESI pfi napéti 4,5 kV, teploté iontového zdroje 220 °C, tlaku rozprasovaciho plynu
2,5 bar a pritoku suSiciho plynu 8 L/min. Hmotnostni spektra v reZimu plného skenu byla
zaznamenavana v kladném iontovém modu v rozsahu m/z 50—1350. Kalibrace hmotnosti byla
provedena pomoci klastrovych ionti mravencanu sodného béhem prvnich 30 sekund analyzy,
a to s vyuzitim Sesticestného pirepinaciho ventilu. Metoda vyuzivala pfenosovy cCas (transfer

time) 65 ps a dobu predpulzniho uloZeni (pre puls storage time) 12 ps.
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2.9. Zpracovani namérenych dat

Data ziskand z LC-MS analyzy byla primarné zpracovana pomoci softwaru
DataAnalysis (Bruker), ktery slouzi k prohlizeni a vyhodnoceni chromatogrami
a hmotnostnich spekter. Tento software umoznil extrakci konkrétnich iontovych
chromatograml, detekci relevantnich signalii a vypocet vysky a plochy piki chromatogramii.
Nésledné grafické zpracovani a vizualizace vysledkl, véetné tvorby sloupcovych grafii, byly

provedeny pomoci programu Microsoft Excel.

2.10. Optimalizace derivatiza¢ni reakce

Derivatizani reakce vybranych lipidovych standardl byla optimalizovana na tfi
parametry. Prvni z parametrli byl pomér reagentii, tedy pomér pyridinu a acetylchloridu
(Py:AcCl). Poté mnozstvi téchto reaktanti a nasledné reakéni cas reakce. VSechny
optimaliza¢ni kroky byly provadény v triplikatu (tj. ve tfech opakovanich) a byly provadény
za laboratorni teploty (20 °C).

2.10.1.Pomér reagentii

Optimalizace poméru pyridinu a acetylchloridu probihala néasledovné. Z testovaci
smési standardil bylo pipetovano 20 pl a smés byla déle odpatena do sucha pod proudem
dusiku. K suchému vzorku byl pfidan acetonitril s pyridinem, a to v takovém objemu, aby byl
dodrZen aktualni pomér a zarovei celkovy objem reakéni smési byl 250 pl.

Nasledovalo dikladné promichani smési na tfepacce a ptidani odpovidajiciho
mnozstvi acetylchloridu. Reakéni smés byla nakonec doplnéna acetonitrilem do celkového
objemu 500 pl. Po ptidéni ¢inidel byla reakéni smés promichavana pii 320 ot./min po dobu 5-
ti minut.

Po ukonceni reakce byla provedena extrakce podle Folche ptidanim chloroformu,
methanolu a uhli¢itanu amonného. Reakéni smés byla po protfepani vlozena do centrifugy
(6 000 ot./min) po dobu 3 minut pro dokonalé rozdéleni vodné a organické faze. Vrchni
vodna faze byla s pomoci Pasteurovych pipet odebrana a zbyla organicka faze byla podrobena
odparu do sucha pod proudem dusiku a uskladnéna v mrazicim boxu pfi teploté — 80 °C.

Timto postupem byla derivatizacni reakce provedena pii péti riznych pomérech

Py:AcCl — 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 a 1:3. Mnozstvi pfiddvaného acetylchloridu bylo v rdmci této
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optimalizace konstantni a Cinilo 30 pl. Reakce probihaly pfi pokojové teploté¢ po dobu

5 minut.

2.10.2.Mnozstvi acetylchloridu

Pro vybrany nejlépe vychazejici pomér reakénich cCinidel nasledovala optimalizace
jejich mnozstvi. Byly provedeny 4 série méfeni v triplikatu, kdy reakce opét probihaly pii
pokojové teploté po dobu 5 minut. Podoba experimentu byla shodna jako v pfedchozim
piipad¢ optimalizace, ovSem s rozdilnymi mnozstvi reaktantti odpovidajicich danému poméru

(5:10 pl, 15:30 pl, 25:50 pl a 40:80 pl).

2.10.3.Reak¢ni ¢as

Finalni ¢ast optimalizace se zaméfovala na hledani vhodného reakéniho Casu. Pro
odpovidajici pomér ¢inidel a jejich mnozstvi byly provedeny 3 série méteni v triplikatu.

Meéfeni byla provedena pti reak¢énim case 2, 5 a 15 minut.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Vyhodnoceni optimalizace poméru reagentii

Pro vyhodnoceni prvniho kroku optimalizace bylo zvoleno 5 rtznych objemovych
pomérl pyridinu a acetylchloridu. Konkrétné se jednalo o poméry 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 a 1:3
().

Na zékladé¢ dat z LC-MS analyzy byly graficky znazornény zavislosti primérné
intenzity signalu jednotlivych derivatl na daném poméru reagentli (Obrazek 14). Jednotliva
méfeni byla provedena ve tfech opakovanich pro zajisténi dostatecné objektivnich vysledki.
Ve sloupcovych grafech jsou chybové tsecky vyjadieny pomoci smérodatné odchylky.

Pro lepsi orientaci jsou v grafech jednotlivé lipidové standardy barevné rozliSeny
podle tfid. Oranzovou barvou jsou oznaceny standardy spadajici mezi glycerolipidy, modra
barva oznacuje standardy pattici mezi fosfolipidy, barva Zluta oznacuje sfingolipidy a zelenou
barvou je zde vyznacen jediny zastupce sterolli — cholesterol. Toto rozdé€leni plati i v dalSich
kapitolach.

Vzhledem k rozdilné struktuie zvolenych lipidovych standardii dochézelo k acetylaci
v rizné mife - nékteré lipidy maji ve své struktufe vice derivatizovatelnych hydroxylovych
(ptipadné¢ aminovych) skupin. Pocet acetylaci je vyznacen ¢islem v zdvorce za nazvem
prislusného derivatu (napt. SPB 18:1;02 (3x) oznacuje trojndsobnou acetylaci).

Z testovanych poméri byl jako optimalni vyhodnocen pomér 1:2 (Py:AcCl, vv).
Tento pomér poskytoval nejvyssi signal u derivatt LPC 18:1, LPE 18:1, PG 36:2, SPB
18:1;02, Cer 36:2;02 a SM 30:1;02. U ostatnich standardii byl tento pomér zpravidla
druhym nejlepsim, ale rozdily oproti nejlepsSim podminkdm byly jen minimalni. Nicméné je
tteba zminit, ze pro GlcCer 30:1;02 by bylo vyhodnéjsi vyuzit pomér 1:1.

Poméry s nadbytkem pyridinu (2:1 a 3:1) vykazovaly po probéhnuti derivatiza¢ni
reakce oranzové az hnédé zabarveni, to nejspise souvisi se vznikem vedlejSich produkta diky
nadbytku pfitomného bazického prostiedi. Stejné tak u poméru 1:1 byl patrny mirny barevny
nadech, ktery naznacoval vyssi podil vedlejSich produktii souvisejicich s nadbytkem pyridinu.
Tyto vedlejsi produkty byly detekovany v prvni minut¢ LC-MS analyzy. 1 z tohoto divodu

byl nakonec jako optimalni zvolen pomér 1:2.
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Obrazek 14 Vliv objemového poméru reagentt (Py:AcCl, v/v) na intenzitu signalu z LC-MS
analyzy pro jednotlivé derivaty lipidovych standardi — A MG 18:2, B DG 32:0, C LPC 18:1,
D LPE 18:1, E PE 36:2, F PG 36:2, G SPB 18:1;02, H Cer 36:2;02, I GlcCer 30:1;02,

J SM 30:1;02, K Cholesterol

3.2. Vyhodnoceni optimalizace mnoZstvi Cinidel

Druhym krokem optimalizace byla volba absolutniho mnozstvi reagentti pii zachovani
zvoleného poméru 1:2 (Py:AcCl v/A). Testovana byla mnozstvi reagentt 5:10 pl, 15:30 pl,
25:50 pl a 40:80 pl (Py:AcCl), kazda ve tiech opakovanich.

Na zaklad¢ dat z LC-MS analyzy byly sestrojeny grafické zavislosti intenzity signalu
jednotlivych derivati na pouzitém absolutnim mnozstvi reagentli (Obrazek 15). Jako
optimalni varianta byla zvolena série s mnozstvim 15 pl pyridinu a 30 pl acetylchloridu. Tato
série poskytovala nejvyssi intenzitu signdlu témeét u vSech derivati a zaroven vykazovala
velmi nizky rozptyl. Vyjimku pfedstavoval pouze derivat GlcCer 30:1;02, u n¢&jz byla
vzhledem vétSimu mnoZzstvi reaktivnich hydroxylovych skupin lep$i odezva pozorovana

az pti vy$$im mnozstvi reaktantii.
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Obrazek 15 Vliv absolutniho mnozstvi reagenti (Py: AcCl) na intenzitu signalu z LC-MS
analyzy pro jednotlivé derivaty lipidovych standardi — A MG 18:2, B DG 32:0, C LPC 18:1,
D LPE 18:1, E PE 36:2, F PG 36:2, G SPB 18:1;02, H Cer 36:2;02, I GlcCer 30:1;02,

J SM 30:1;02, K Cholesterol

3.3. Vyhodnoceni optimalizace reak¢niho ¢asu

Poslednim parametrem optimalizace derivatizacni reakce byla volba reak¢éniho Casu,
pii poméru ¢inidel 1:2 (Py:AcCl v/v) a jejich absolutnim mnozstvi 15:30 pl. Byly provedeny
ti1 série méfeni, kazda ve tfech opakovanich. Testované reakéni ¢asy byly 2, 5 a 15 minut pfi
konstantni teploté 20 °C. Na zaklad¢ vysledki z LC-MS analyzy byly sestaveny grafické
zavislosti pramérné intenzity signalu derivatd na reakénim case derivatizani reakce
(Obrazek 16). Hodnoty signalu jsou prezentovany jako primér ze tfi méfeni, vcetné
chybovych tsecek. Jako optimalni byl vyhodnocen reakéni €as 5 minut, pro ktery byl zaroven
pozorovan vyvazeny signal napii¢c vSemi standardy. Vyjimkou byl opét derivat GlcCer
30:1;02, u néjz byl nejsilnéjsi signal pii ¢ase 15 minut, pravdépodobné v disledku vyssiho

poctu reaktivnich skupin a tedy pomalejsi kinetiky derivatizaéni reakce.
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Obrazek 16 Vliv reakéniho ¢asu na intenzitu signalu z LC-MS analyzy pro jednotlivé
derivaty lipidovych standardd — A MG 18:2, B DG 32:0, C LPC 18:1, D LPE 18:1, E PE
36:2, F PG 36:2, G SPB 18:1;02, H Cer 36:2;02, I GlcCer 30:1;02, J SM 30:1;02,

K Cholesterol

3.4. Porovnani pristupu bez derivatizace a s derivatizaci pri

optimalizovanych podminkach reakce

Po optimalizaci podminek derivatizacni reakce bylo provedeno srovnani signalt
lipidovych standard pfed a po derivatizaci. Hodnoceni vychdzelo z vypoctu ploch
extrahovanych iontovych proudti (EIC) v LC-MS analyze pfi objemu ndstiiku v rozmezi
0,1 — 1,5 pl. (Obrazek 17)

Z vysledkt vyplyva, Ze derivatizace acetylchloridem vedla u vétSiny lipidovych
standardii k vyraznému zvySeni intenzity signalu. Nejvétsi zesileni bylo pozorovano
u derivata MG 18:2, DG 32:0, cholesterolu, SPB 18:1;02, PG 36:2, Cer 36:2;02 a GlcCer
30:1;02 (Tabulka 2). U standardi PE 36:2 a SM 30:1;02 derivatizace neméla zasadni vliv
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na zménu intenzity signalu. Naproti tomu mirny pokles signalu po derivatizaci vykazovaly

standardy LPC 18:1 a LPE 18:1.

Tabulka 2 Nasobnd zména intenzity signalu standardi lipida po derivatizaci acetylchloridem.
Hodnoty pfedstavuji pomér smérnic po a pred derivatizaci (Obrazek 17). Zména signalu je

klasifikovana jako zesilena (>1,3), zeslabena (<0,7) nebo beze zmény (0,7-1,3).

Lipid - standard Nasobna zména signalu
MG 18:2 10,4
DG 32:0 24,5

Cholesterol 29,4
LPC 18:1 0,4
SPB 18:1;02 10,2
LPE 18:1 0,4
PE 36:2 0,7

PG 36:2 2,7
Cer 36:2;02 15,1
GlcCer 30:1;02 1,7
SM 30:1;02 0,9
PC 36:2 1,0

V pfipad¢ standardu DG 32:0 byla zaznamenana akumulace v systému,
pravdépodobné z divodu nedostateného promyti, zaroven byla zaznamenana blizka
signalové interference, ktera mohla vést ke zkresleni absolutnich hodnot signalu. I pfes to
bylo u tohoto derivatu patrné zvySeni intenzity signalu, ovSem vzhledem k vySe napsanym
faktim nemusi byt tato zména signalu plné objektivni.

Nederivatizovand forma cholesterolu vykazovala plnou fragmentaci (ztratu vody)

v iontovém zdroji, coz komplikovalo jeho ndslednou identifikaci, rovnéz vykazovala
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nelinearni pribeh signalu. Po derivatizaci vSak dosSlo k potlaceni fragmentace, a kromé

fragmentu m/z 369 byl ve stejném &ase pozorovan i aduktovy ion [M+NH4]" a signal (soucet

plochy aduktového a fragmentového iontu) vykazoval linedrni trend se zfetelnym zesilenim.
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Obrazek 17 Porovnani kalibracnich zavislosti ploch EIC lipidovych standardi pted a po
derivatizaci - A MG 18:2, B DG 32:0, C Cholesterol, D LPC 18:1, E SPB 18:1;02, F LPE
18:1, G PE 36:2, H PG 36:2, I Cer 36:2;02, J GlcCer 30:1;02, K SM 30:1;02, L PC 36:2
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Jako kontrolni standard byl vyuzit lipid PC 36:2, ktery vlivem derivatizace neprod¢lal
zaddnou zménu v signalu. Takovy vysledek byl ocekavany, nebot” tento standard neobsahuje
volné hydroxylové skupiny a je pro danou derivatizacni reakci chemicky neaktivni. Tento fakt
potvrzuje selektivitu zvolené derivatizacni metody.

Nameétené hodnoty intenzity signalu kontrolniho lipidu PC 36:2 z LC-MS analyzy pro
jednotlivé série méfeni béhem celé optimalizace jsou znazornény v ndsledujicim grafu
(Obrazek 18). Vzorky jsou ¢islovany podle poradi méfeni jednotlivych optimalizovanych
parametrti (pomér, mnozstvi, Cas), pfiCemz kazdy parametr byl proméfen v samostatné
sekvenci. Mezi sekvencemi byly nékolikatydenni rozestupy kvili vyhodnocovéani dat
a dostupnosti pristroje. Kazda sekvence zahrnovala také tfi nasttiky vzorku bez derivatizace.
Celkem bylo analyzovano 45 vzorka. V grafu je uveden median hodnot (oranzové linie)
a ptislusny interval (median + 20 % signalu) je poté znazornén Sedymi liniemi, jenz primarné
slouzi k vizualnimu posouzeni rozptylu métfeni v ramci celé optimalizace. Z grafu je patrné,

ze zména absolutniho signdlu v rdmci celého experimentu je akceptovatelnd a nepfevysuje

20 %.
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Obrazek 18 Rozptyl signdlu kontrolniho lipidu PC 36:2 béhem optimalizace podminek
derivatizace — oranzova linie zndzoriiuje median naméienych hodnot, Sedé¢ linie vymezuji

interval = 20 % od tohoto medianu.
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ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyvala vyuZitim derivatizaénich metod v lipidomické
analyze s pouzitim hmotnostni spektrometrie jako detekéni metody.

Cilem experimentalni ¢asti bylo optimalizovat derivatizaéni reakci za pouZiti
acetylchloridu jako derivatizacniho Cinidla a nasledné vyhodnotit, jak tato zména ovliviiuje
citlivost analyzy vybranych lipidovych standardii. V rdmci optimalizace byly testovany razné
pomeéry acetylchloridu a pyridinu jako komponent derivatizacni smési, jejich absolutni
(Py:AcCl, v/v), mnozstvi 15 pl pyridinu, 30 pl acetylchloridu a reakénim ¢ase 5 minut.

Utinnost derivatizaéni reakce byla posouzena srovnanim MS signali derivatizovanych
lipidovych standardi a MS signdlii nederivatizovanych standardd v pivodni smési
pied derivatizaci.

Vysledky ukazaly, Ze derivatizace za pomoci acetylchloridu vede u vétSiny
analyzovanych lipidovych standardi k zesileni signdlu, a to zejména u studovanych
sfingolipidll a nepolarnich lipid. Nicméné pro LPC a LPE byl pozorovéan opacny efekt.

Acetylace muze tedy byt jednoduchou a uc¢innou metodou ke zvyseni citlivosti a mezi
detekce v LC-MS analyze lipidi. Nutno podotknout, ze uc¢innost derivatizace bude potieba
dale ovétit 1 v pritomnosti komplexni matrice, coz nebylo soucasti této bakalarské prace,

ale bude pfedmétem budouciho navazujiciho experimentu.
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