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Anotace

Predlozena prace se zabyva lipidomickou analyzou zaloZenou na chromatografické separaci
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim. V ramci metody jsem se
zaméfila na studium reten¢niho a fragmenta¢niho chovani fosfatidylcholint, coz bylo pouzito
pro rozliSeni raznych typl izomeru z této tidy lipidl, jako je geometrie a pozice dvojnych
vazeb nebo pozice a typ vazby mastnych kyselin na glycerolovy skelet. Poznatky ziskané na
standardech byly pfevedeny do praxe pii identifikaci fosfatidylcholinti v lidské plazmé, kde
bylo jednoznac¢né identifikovano 95 fosfatidylcholini pomoci reten¢niho chovani, hmotnostni
spektrometrie a tandemové hmotnostni spektrometrie. Tato prace ukdzala potencial kapalinové
chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii pro rozliseni izomernich forem lipidi a je
zakladem pro navazujici studii zkoumajici rozdilné slozeni mastnych kyselin produkované
alternativnimi metabolickymi cestami rakovinovych bunék.

Klicova slova: Kapalinova chromatografie, Hmotnostni spektrometrie, Lipidy, Izomerie,
Lidska plazma

Annotation

The present work deals with lipidomic analysis based on chromatographic separation combined
with high-resolution mass spectrometry. The method of analysis was focused on the study of
the retention and fragmentation behavior of phosphatidylcholines, which was used to
distinguish among different types of isomers from this class of lipids, on the basis of differences
in the geometry and position of double bonds or the position and type of fatty acid linkage to
the glycerol skeleton. The knowledge gained on the standard behavior was translated into
practice in the identification of phosphatidylcholines in human plasma, where 95
phosphatidylcholines were uniquely identified by retention behavior, mass spectrometry and
tandem mass spectrometry. This work has demonstrated the potential of liquid chromatography
coupled to mass spectrometry for the resolution of isomeric forms of lipids and provides the
basis for a follow-up study investigation the different fatty acid composition produced by
alternative metabolic pathways in growing cancer cells.

Keywords: Liquid chromatography, Mass spectrometry, Lipids, Isomerism, Human plasma
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1. UVOD

Lipidy jsou piirodni latky, které jsou dilezité pro existenci zivych organismt a plni zésadni
bunécné funkce. Slouzi jako zdroj energie, chrani organy, tvoii izolacni vrstvu a jsou zakladem
bunéénych membran. Ucastni se také bunéené signalizace, jejichZ studium je daleZité pro
porozumeéni mechanismu zavaznych nemoci. Védni obor, ktery se zabyva analyzou lipidi se
nazyva lipidomika. Ta vyuziva razné analytické techniky. Kli¢ovou roli vSak piedstavuje
hmotnostni spektrometrie umoznujici kvalitativni a kvantitativni analyzu.

Analyza lipidi je mlady, ale perspektivni védni obor ve vyzkumu lipidovych biomarkert
nadorovych, kardiovaskularnich nebo neurodegenerativnich onemocnéni. U¢inné analytické
metody umoziiuji studium bunécného metabolismu. Pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie je mozné identifikovat rizné formy izomerd jako napf. pozici mastnych kyselin.
Avsak béZznad MS/MS analyza ur€eni pozice a geometrie dvojnych vazeb neumoziuje. Proto se
tato technika vyuziva ve spojeni se separaénimi technikami, jako je kapalinova chromatografie,
kterou lze tyto izomery rozlisit.

Tato prace se zabyva studiem retenéniho a fragmenta¢niho chovani jednotlivych izomernich
forem fosfatidylcholinti s vyuzitim kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni
spektrometrii. Cilem je rozliSeni typu vazby a pozice mastného fetézce, pozice a geometrie
dvojné vazby s vyuzitim rozdilného reten¢niho chovani a MS nebo tandemové MS/MS analyzy.
Vysledky této prace prispivaji K rozsahlému studiu lipidomického profilu lidské plazmy na
Univerzité Pardubice, kde je vyzkum zaméten na vyvoj diagnostické metody vyuzivané k ¢asné
diagnostice na zakladé srovnani lipidového profilu zdravych jedinct a pacientl s karcinomem
pankreatu a dalSich naddorovych onemocnéni.



2. TEORETICKA CAST

21.  Lipidy

2.1.1. Charakteristika, terminologie a zakladni vlastnosti lipida

Lipidy plni dulezité funkce v lidském organismu, jako slozky buné¢nych membran a podileji
se na ruznych bunéénych funkcich jako jsou skladovani energie ¢i bunééné signalizace.
Nejcastéji jsou popisovany jako mastné kyseliny, jejich derivaty a latky, které s t€mito
slou¢eninami souviseji biosynteticky nebo funkéné. [1]

Lipidy fadime do osmi zékladnich kategorii, jejichz zkratky odvozujeme od anglickych nazvu.
Mezi osm skupin (viz. Obr. 1) patii mastné kyseliny (FA), glycerolipidy (GL),
glycerofosfolipidy (GP), sfingolipidy (SP), steroly (ST), prenoly (PR), sacharolipidy (SL) a
polyketidy (PK). Tyto jednotlivé skupiny se dale rozdé€luji na tfidy a podtiid. VSechny
jednotlivé kategorie, tfidy a podtiidy shrnuje databaze LIPID MAPS, ktera eviduje 43 636
lipidd. [2] Databaze LIPID MAPS je neustale aktualizovana, pficemz posledni aktualizace
probéhla v roce 2022 a zahrnuje komplexni klasifikaci, ndzvoslovi a chemickou charakterizaci
lipida. [3]
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Obrazek 1: Kategorie lipidit a jejich struktura podle klasifikace LIPID MAPS

Lipidy se v jednotlivych tfidach od sebe 1isi po¢tem uhlikti (CN) a dvojnych vazeb (DB). Jsou
Znémy vSak také rtzné regioizornery, enantiomery nebo cis/trans izomery Existuje nékolik
sn-pozici, umisténi dVOJnC vazby ¢i jiné specifikace). Nejprve se zapisuje zkratka 11p1dove
skupiny, pocet uhlikli a dvojna vazba, kterd je od poctu uhlikii oddélena dvojteckou. Naptiklad
pro fosfatyldylcholin s 36 uhliky a 2 dvojnymi vazby je dany zapis nasledujici PC 36:2.
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Pokud je znamo, ze fosfatydylcholin se sklada ze dvou mastnych kyselin 18:0 a 18:2, ale je
neznama dana sn-pozice mastnych kyselin, zapise se to nasledovné PC 18:0_18:2. Pokud jsou
vsak jednotlivé kyseliny oddéleny ,,/* znamena to, Ze zname pozici (Sn-1/sn-2/sn-3 nebo sn-
1/sn-2 ¢i sn-2/sn-3). Napiiklad pro PC 18:0/18:2 je pak 18:0 v pozici sn-1 a 18:2 v pozici sn-2.
Je-li zndma geometrie i misto dvojné vazby zapisuje Se za vzorec do zavorky naptiklad (9Z).
Pokud je mastna kyselina vazana jinou vazbou nez acylovou, alkenylova (plasmalogen) se znaci
P — nebo etherova O-. Musi se pak vSak disledné dbat na jednotlivy zapis, aby koreloval se

vvvvv
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Obrdzek 2: Znazornéni jednotlivych zapisii lipidii na zdkladé lokalizace dvojnych vazeb, sn-pozic a dalsich kritérii

[5]
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2.1.2. Glycerofosfolipidy

Glycerofosfolipidy tvoii hlavni slozku lipidi v buné¢né membrané. Na struktuie se vSak
podileji také sfingolipidy. Glycerofosfolipidy jsou tvoieny glycerolem s dvéma navazanymi
mastnymi kyselinami a fosfatovou skupinou, na kterou se muze vazat cholin
(fosfatidylcholiny), ethanolamin (fosfatidylethanolaminy) a serin (fosfatidylseriny).[6, 7]
Podskupina glycerofosfolipidi, které se nejvice podili na struktufe bunéénych membran jsou
glycerofosfatidylcholiny (PC) s trivialnim nazvem leucitiny. Ty zastupuji az polovinu
celkového mnozstvi lipidli v membranach. Ve své struktuie obsahuji molekulu cholinu, ktera
jenezbytna pro prenos nervovych informaci. [8] Glycerofosfatidylcholiny jsou lipidy, s kterymi
jsem se v této praci zabyvala.

o)

|
Ry—C—0—CH, 0
| |

CH; ﬁ H—Cl—O—C—R2
|

CH3—T+—CH2—CH2—0— F|>—O—CH2
CH; (o}

Obrazek 3: Obecna struktura fosfatidylcholinu [9]

2.1.3. Funkce

Lipidy maji v lidském organismu hned né€kolik zasadnich funkci. Jednou z nejvyznamnéjsich
funkci je tvorba fosfolipidové dvojvrstvy a slozeni mastnych kyselin v jednotlivych lipidech
urcujicich vlastnosti membrany. Dalsi funkci je naptiklad zasobni, kterou plni triacylglyceroly.
Diive byla pfifazovana lipidim pfevazné funkce stavebni, ochrannd a zasobni. Detailn&;si
studium ukazalo, Ze také plni dalezitou signalni funkci. Mezi né patii pfedevS§im pienos
informaci mezi organelami a ostatnimi bunikami. Glykosfingolipidy maji zésadni ulohu
V imunitnim systému. Obecné jsou lipidy spojeny s riznymi lidskymi nemocemi. [10]

2.1.4. Lipidy v diagnostice onemocnéni

Lipidomika je velmi vyznamny obor identifikujici biomarkery pomoci nichz Ize detekovat
rizna onemocnéni. Asi nejzndméj$im lipidovym biomarkerem je cholesterol, jehoz hladina se
sleduje ve vztahu kucpavani cév a zvySovani krevniho tlaku. Dal$im ukazatelem
kardiovaskularnich onemocnéni je celkova hladina triacylglycerolt v Krvi.

Nejdilezitéjsi lipidy v metabolismu u vétSiny eukaryot jsou sfingolipidy, glycerofosfolipidy,
glycerolipidy a neesterifikované mastné kyseliny. Sfingolipidy jsou dileZitou soucasti bunécné
membrany a podileji se na bunéénych funkcich. Jejich poruchy metabolismu souviseji s
lysozomalnimi nemocemi, jako je naptiklad Gaucherova nemoc, [11] Niemann-Pickova nemoc
[12] nebo Pompeho choroba.[13]
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Hromadéni triacylglyceroli, pfedevS§im Vv netukovych tkanich, je markerem lipotoxicity a
souvisi s inzulinovou rezistenci. Kli¢ové stavebni kameny lipidi jsou mastné kyseliny.
Struktura mastnych kyselin a intracelularni koncentrace je uzitenym ukazatelem jejich
metabolismu.[6] Lipidy jsou také asociovany s abnormalnim metabolismem u mnoha
onemocnéni jako je napiiklad diabetes mellitus 2. typu, ischemicka srde¢ni porucha,
ztukovaténim jater nezapiic¢inéné alkoholem, ale také napiiklad s Alzheimerovou chorobou. [8]
Nadorové onemocnéni je dalsi velmi rozsifenou civiliza¢ni nemoci, ktera pii pozdni diagnostice
vykazuje vysokou umrtnost. I u tohoto onemocnéni byla sledovana dysregulace lipidd, a to
téméi pro vSechny druhy nadorovych onemocnéni. Napfi¢ literaturou se tyto deregulované
lipidy nejen shoduji, ale obcas i 1isi. Pfevazné se ale jedna o lipidy z kategorie fosfolipidu a
sfingolipidt. V ramci jedné tfidy mohou mit jednotlivé lipidy zvySenou koncentraci, zatimco
jiné zase snizenou. Z tohoto divodu je nutné analyzovat lipidy co nejpodrobnéji. Detailnéjsi
strukturni znalost poté muze vést k pochopeni vzniku daného onemocnéni. Nejnovéjsi
publikace poukazuji pravé na vyznam pozice dvojnych vazeb u mastnych kyselin, které vznikaji
poruchou metabolickych drah vlivem daného onemocnéni.

Na Univerzit¢ Pardubice byly tymem profesora Hol¢apka vyvinuty analytické metody
vyuzivajici kvalitativni a kvantitativni lipidomickou analyzu biologickych vzorkl z té€lnich
tekutin (plazma a sérum) pro véasnou diagnostiku nékterych zhoubnych nadort. Na zakladé
detailngjsich vysledkt Ize s vysokou uspésnosti (vice nez 90 %) rozlisit skupiny pacientl a
zdravych dobrovolnikt, coz 1ze v budoucnu vyuzit v klinické praxi.

Velmi slibnd je metoda pro vcasnou detekci pankreatického duktalniho anenokarcinomu
(PDAC).[14] PDAC jednoznacné patfi do skupiny velmi obtizné zjistitelnych zhoubnych
onemocnéni S bezptiznakovymi projevy a neexistuje pro ni Zadny screeningovy program.
Obvykle tedy byva diagnostikovana v pozdnich stadiich, kdy je tspé$nost 1écby pouze 10 %.
Ukazuje se, ze lipidomicka analyza zaloZzena na chromatografické separaci v kombinaci s MS
a naslednou statistickou analyzou lipidomickych dat je velmi slibnou metodou, jejiz
diagnosticka citlivost pfed¢ila dosud pouzivané diagnostické postupy.

2.2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) patii mezi analytické techniky, pfi niz se chemické latky
identifikuji tfidénim iontl v elektrickém nebo magnetickém poli podle poméru jejich hmotnosti
anaboje (m/z) a zaznamenava se jejich intenzita. Pfistroj poté nazyvame hmotnostni
spektrometr a zaznam hmotnostni spektrum. [15]
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2.2.1. Casti pristroje
Ptistroj se skladda ze tii hlavnich ¢asti. Zdroje iontl, kde dochazi k pifevodu neutralniho analytu
na ion. Z analyzatoru, ktery rozd¢luje ionty podle poméru m/z a detektoru, ktery slouzi k detekci
iontl a zaznamenavani relativniho zastoupeni jednotlivych iontl pomoci elektronasobice,
fotonasobice nebo Faradayovy klece. [8]

Prevod lontové Detekce z
na ionty tFideni lontd Hmotnostni spektrum
Privod Zdroj Analyzator Detektor Loy
vzorkU systém :
L
VU o o o e o 2 o e o e o e . - w— - - —

Obrazek 4: Casti hmotnostniho spektrometru [16]

2.2.2. Ionizaéni techniky

V metodach hmotnostni spektrometrie se v dnesni dob& vyuzivd mnoho typl ionizacnich
technik. Nejcastéji se déli na ionizacni techniky za snizeného tlaku, kam se fadi elektronova
ionizace (EI) a chemicka ionizace (CI). Tyto techniky se pouzivaji ve spojeni S plynovou
chromatografii. Jejich frekvence vyuziti je vSak nizka. Vyjimkou je laserova desorp¢éni ionizace
s asistenci matrice (MALDI), ktera pfedstavuje vyhody pro zobrazovaci hmotnostni
spektrometrii.

V soucasné dobé¢ jsou vysSe uvedené techniky nahrazeny modernéj$imi ionizaénimi technikami
za atmosférického tlaku, naptiklad chemické ionizace za pfitomnosti atmosférického tlaku
(APCI) nebo ionizace elektrosprejem (ESI). Praveé vyvinuti elektrospreje ptineslo prilom pro
analyzu biomolekul, za kterou obdrzel J.B. Fenn Nobelovu cenu. [17] Princip je zalozen na
zmlZeni kapaliny na vystupu z kapilary, na kterou je vlozeno vysoké napéti prenasejici naboj
na povrch kapicek. Odpatovanim rozpoustédla dochazi ke kumulaci povrchového naboje
nasledovanou coulombickou explozi.[18] Opakovanim tohoto procesu dochazi ke vzniku iontu
(viz. obrazek 5). Duvodem upiednostnovani nékterych technik je skute¢nost, ze jsou zcela
kompatibilni s popularni kapalinovou chromatografii (LC).

ESI ma jednozna¢nou vyhodu v pravé jiz zminované kompatibilité¢ s LC a je vhodna pro stiedné
polarni az iontové latky s vysokou molarni hmotnosti kvili moznosti tvorby vicenasobné
nabitych iontt. [19]
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Obrazek 5: Princip ionizace elektrosprejem [20]
2.3. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separacni technika, jenz se vyuziva k rozdéleni smési latek na
zaklad¢ rozdilné pritazlivosti mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi.
Tato technika je vhodna pro netékavé nepolarni az iontové organické latky. Pristroj se nazyva
chromatograf a jeho zaznam chromatogram. Na zaznamu jsou jednotlivé latky znazornény
pomoci pikll a charakteristickym znakem je poté retencni ¢as (tR), ktery udava, jak dlouho je
latka zadrzovana na koloné&. Vyska, ptipadné plocha piku znazorniuje mnozstvi latky ve vzorku.
Bézné se vyuziva vysokoucinna chromatografie (HPLC), ale v soucasné dob¢ se rozsitila také
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC), ktera je schopna vysokorychlostni
analyzy. [21]

s iy il
n Pik
S d fr : Retenéni ¢as
N t()
& f, : Mrivy &as
L= . (- Plocha piku
} \ n o Vyska piku
l& B -
Zakladni linie
—

Nastrik vzorku do kolony ~ — Start analyzy

Obrazek 6: Chromatogram a jeho popis [21]
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Jak jiz bylo zminéno, k separaci dochazi na zéklad¢ interakce vzorku s mobilni a stacionarni
fazi. Existuje n€kolik typt chromatografie, které se klasifikuji na zaklad¢ fyzikalnich stavi fazi.
Praveé kapalinova chromatografie se vyznacuje kapalnou mobilni fazi, ktera pronika pevnou
stacionarni fazi. [22] Stabilni prutok mobilni faze je fizen vysokotlakym cerpadlem. Slozeni
mobilni fAze miize byt konstantni (izokraticka eluce) nebo se pomér jednotlivych slozek mize
V Case ménit (gradientova eluce).

Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze a je unaSen na stacionarni fazi (znamou jako
separacni kolona), na které je analyt zachytavan a jednotlivé latky se nasledné odd¢li. Po
opusténi kolony je analyt unasen na detektor, kde je zaznamenan signal. Na zaklad¢ reten¢niho
¢asu jsou latky identifikovany a plochy piku kvantifikovany. [21]

Kapalinova chromatografie je technika, ktera se v lipidomice vyuziva nejcastéji. Existuji rizné
separa¢ni mody jako je kapalinova chromatografie s obracenymi (RP) nebo normalnimi fazemi
(NP), hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) a dal$i. Pravé kapalinova chromatografie
S obracenymi fazemi, kterd vyuZziva nepoldrni stacionarni fazi a poldrni mobilni fazi, je
nejbeéznéjsi a separuje lipidy na zéklad¢ jejich nepoldrnich mastnych acylovych ¢asti. Vyhodou
této techniky je separace jednotlivych izomerti v¢etné polohy mastnych acyld, polohy a
geometrie dvojnych vazeb, coZ metody NP-LC nebo HILIC neumoziuji. Na rozdil od RP-LC,
chromatografie s normalnimi fazemi a HILIC separuji lipidy podle polarnich skupin tzv.
separace dle lipidovych tiid.

Zakladni mechanismus Separace je popsan teorii ekvivalentniho poc¢tu uhlikt (ECN). Podle
toho se lipidy stejné tiidy déli podle rozdilu poctu uhlikii (CN) a dvojnasobku poctu dvojnych
vazeb (DB) v acylovych fetézcich ECN=CN-2*DB. Retenc¢ni ¢as se tedy zvySuje s poctem
uhlikd a snizuje s po¢tem dvojnych vazeb. [2]

Zaznam a analyza

m"

Chromatograficka kolona

Injektor vzorkd

Vysokotlaké é E

cerpadia

Detektor

Michani kapalné
faze

Sbéraé vzorku
nebo odpadu

Mobilni faze

Obrazek 7: Schéma vysokouc¢inného kapalinového chromatografu [23]
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2.3.1. Spojeni MS-LC

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii ptedstavuje komplikovany
proces, ktery vSak piinasi celou fadu vyhod. Hlavnim problém je piivod velkého mnozstvi
mobilni faze a nasledna ionizace. Diky rozvoji ioniza¢nich technik za atmosférického tlaku
vsak bylo dosazeno bézného LC/MS spojeni.

Biologické vzorky jsou komplexni matrice, které snizuji ioniza¢ni ti€innost, avSak separace
analyti poté vede k vyssi citlivosti méfeni. Separace také umoznuje stanoveni jednotlivych
izomert a izobaru. Jejich analyza bez separace totiz neni mozna. Spojenim separace
komplexnich vzorki pomoci LC a citlivou detekci pomoci MS vznikd moznost identifikace
lipida s vysokou jistotou. Vyuziti retenénich Gasu, piesného uréeni m/z a fragmenta¢niho
chovani z MS/MS analyzy je identifikace lipidi bezchybna. [24]

2.3.2.Priprava vzorku

Pied samotnou analyzou je nutné izolovat lipidy z daného vzorku, a to lipidovou extrakci.
Nejcastéji se vyuziva extrakce kapalina-kapalina, tedy smés dvou nemisitelnych kapalin.
Nejstar§imi metodami je extrakce dle Folcha a Bligh-Dyera, [25] které vyuZzivaji smés
chloroformu a methanolu. Od téchto postupti se v soucasné dob¢ ale ustupuje vzhledem
k toxicité chloroformu. Jako nahradni metoda se vyuziva extrakce dle Matyashe [26], kde je
chloroform nahrazen metyl-terc-butyl éterem. Existuje vSak dalsi fada extrak¢énich postupt a
jsou vyvijeny neustale dalsi nové postupy. Nejjednodussim procesem je proteinova precipitace,
tedy vysrazeni proteint, ¢ehoz se docili pomoci organického rozpoustédla (methanol, ethanol,
acetonitril a dalsi). Nejedna se vSak o extrakci, nebot’ zde nejsou piitomny dvé faze. Vzorek je
poté prefiltrovan, ¢imz jsou odstranény proteiny. Anorganické soli jsou v extraktu stéle
pfitomny, ¢imZ dochézi k znecisténi pfistroje, ale nedochézi ke ztraté analytu béhem extrakce
jako tomu miiZe byt u dvoufazovych extrakci.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni Casti bylo objasnéni reten¢niho a fragmenta¢niho chovani izomernich
forem PC stanovenych UHPLC/MS a aplikace pro detailni identifikaci PC v lidské plazmé.
Nejprve bylo sledovano chovani fosfatidylcholin na komeréné dostupnych standardech a poté
byly poznatky vyuzity pro co nejpiesnéjsi identifikaci izomert v lidské plazmé. Méfeni
probihalo v pozitivnim i negativnim iontovém modu, nebot’ kazdy moéd piinasi rozdilnou
informaci.

Plvodni metoda [27], ze které jsem vychazela, byla zamétena na identifikaci co nejvice lipida
s vysokou piesnosti. Bylo vSak identifikovano nékolik lipidu se stejnym slozenim v rtiznych
reten¢nich Casech, coz poukazuje na pritomnost izomernich forem. Moje prace se zaméfila
pravé na vysvétleni téchto izomernich forem S jejich co nejpfesnéjSim popisem, které
Vv piedchozi préci chybélo.

3.1. Chemikalie a standardy

Ke své experimentalni praci jsem pouzila acetonitril, 2-propanol, methanol, butanol. VSechny
v kvalit¢ HPLC/MS. Kyselinu mravenci a mraven¢an amonny od spole¢nosti Thermo Fisher
Scientific Inc. (Waltham, MA, USA). Chloroform stabilizovany 0,5-1 % ethanolem v HPLC
kvalit¢ od spole¢nosti Merck (Darmstadt, Némecko). Deionizovana voda byla pfipravena
pomoci systému Milli-Q-Reference Water Purification System (Molsheim, Francie). Standardy
jednotlivych lipidi byly zakoupeny od spole¢nosti Avanti Polar Lipids (Alabast, AL, USA) a
Merck (Darmstadt, Némecko).

3.1.1. Lipidové standardy

Nejprve byly piipraveny zasobni roztoky standard 0 koncentraci 1 — 10 mg/ml rozpus§ténim
ve smé&si MeOH:CHCIs (1:1, v/v). Jednotlivé standardy byly smichani do smési tak, aby
izobarické PC nebyly pfitomny ve stejné smési (viz. Ptiloha 1). Smési byly pfipraveny
smichanim vypoctenych podilli zasobnich roztokt, aby koncentrace jednotlivych PC byla
20 nmol/ml, a doplnény odpovidajicim mnozstvim smési MeOH:CHCIs (1:1, v/v). Smési
standardu i zasobni roztoky byly skladovana pii -80 °C a tésné pfed métenim RP-UHPLC/MS
byly 100krat nafedény.

3.2. Priprava vzorki

Vzhledem Kk tomu, Ze s plazmou neni mozno pracovat bez nalezitych opravnéni, byly vzorky
pro ucely mé prace ptipraveny mym konzultantem. Nejprve byl vzorek smésné lidské plazmy
(25 ul) deproteinizovan 250 pl smési butanolu a metanolu v poméru 1:1. Vzorek byl umistén
Vv ultrazvukové lazni pii 25 °C po dobu 15 minut. Déle byl odstfed’ovan pti 3000 otackéch za
minutu (886xg) po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné precisténi probehlo pomoci
0,25 pm celul6zového filtru (OlimPeak, Teknohroma), ktery byl poté promyt jesté 500 pl smési
butanol:metanol (1:1, v/v). Extrakt byl odpaien do sucha a pied analyzou rozpustén v 250 pl
smési MeOH:CHCls (1:1, v/v).
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3.3. RP-UHPLC/ESI-MS podminky

Separace lipidi byla provedena na kapalinovém chromatografu Agilent 1290 Infinity series od
spole¢nosti Agilent technologies (Waldbronn, Némecko) (Obr. 8). Metoda RP-UHPLC/MS je
charakterizovana témito podminkami:
e Kolona Acquity UPLC BEH C18 s rozmé&ry 150 x 2,1 mm, 1,7 pum, pritok mobilni faze
0,35 ml/min, davkovany objem 1 pl a teplota kolony 55 °C.
e Gradientova eluce s nasledujicim slozeni 0 min-35 % B, 8 min-50 % B, 21-23 min-95 %
B a 24-25 min-35 % B. Mobilni faze A byla smés acetonitrilu a vody v poméru 60/40 a
mobilni faze B obsahovala acetonitril-2-propanol v poméru 10/90. Ob¢ mobilni faze
obsahovaly 0,1% kyseliny mravenci a SmM mravencan amonny.
Experimenty byly provedeny na hmotnostnim spektrometru Xevo G2 — XS QTOF firmy Waters
(Milford, MA, USA) (Obr. 9). Data byly ziskany za pouziti pozitivniho ¢i negativniho
iontového rezimu pii kapildrnim napétim 3kV pro pozitivni iontovy rezim a 1,5 kV pro
negativné-iontovy rezim V rezimu citlivosti. Napéti na vstupnich elektrodach bylo 20V a90 V.
Teplota iontového zdroje byla 150 °C a teplota susicich plynt 500 °C. Prutok plynt ve zdroji
¢inil 50 1/h a pratok susiciho plynu 1000 I/h. Rozsah akvizice pro m/z ¢inil 100-1200 s dobou
skenovani 0,5 sekund v kontinualnim moédu. Pro experimenty méfené metodou MS/MS v obou
rezimech polarity byl pouzit argon jako kolizni plyn pfi kolizni energii 30 eV a rozsah akvizice
pro m/z ¢inil 100-1000 s dobou skenovani 0,1 sekund pro MS/MS méieni. Jako referen¢ni latka
pro MS experimenty byl pouzit peptid leucin enkafalin.

Obrazek 8: Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 series (Agilent technologies Waldbroon, Némecko)
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Obrazek 9: Hmotnostni spektrometr Xevo G2-XS QTOF (Waters Milford MA, USA)

3.4. Zpracovani dat

Data namétena metodou RP-UHPLC/MS byla ziskana pomoci softwaru MassLynx. Soubor dat
byl podroben redukci Sumu pomoci nastroje Waters Compression Tool. Pro lepsi pfesnost
hmotnosti byla pouzita korekce pomoci referen¢ni latky a soubor byl pieveden z profilového
do ¢arového spektra pomoci nastroje Accurate Mass Measure v programu MassLynx.
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4. DISKUSE A VYSLEDKY

4.1. Standardy

Nejprve bylo piipraveno celkem 5 vzorku s riznymi standardy fosfatidylcholint (Pfiloha 1), a
to tak, aby ve smési nebyly standardy se stejnym m/z. Jednotlivé smési byly zméfeny metodami
RP-UHPLC/MS a RP-UHPLC/MS/MS a na zakladé m/z s piesnosti na méné nez 5 ppm byly
zjistény retencni Casy (Rt) jednotlivych standardt (Tabulka ¢. 1). Kazda smés standardd byla
zmeéfena 3x a odchylka méfeni byla ve vSech piipadech mensi nez 0,01 min.

Tabulka 1: Standardy fosfatidylcholini s teoretickymi m/z pro pozitivni a negativni iontovy mod a uréené retenéni
casy

Standard [M+H]* [M+COOQO] Rt
PC 16:0/18:1 760.5851 804.5760 14,45
PC 18:1/16:0 14,42
PC 15:0/18:1 746,5694 790,5604 13,83
PC 18:1/18:1, A6-Cis 14,86
PC 18:1/18:1, A8-Cis 14,56
PC 18:1/18:1, A9-Cis 786,6007 830,5917 14,47
PC 18:1/18:1, A11-Cis 14,33
PC 18:1/18:1, A9-Trans 14,86
PC 16:1/16:1, A9-Cis 732,5538 7745291 11,74
PC 16:1/16:1, A9-Trans 12,30
PC 14:1/14:1, A9-Cis 674.4755 718.4653 7,67
PC 14:1/14:1, A9-Trans 8,35
PC 0-16:0/18:1 746,6058 790,5968 15,13
PC 0-16:0/20:3 770,6058 814,5956 14,46
PC 0-16:0/20:4 768,5902 812,5799 13,93
PC 0-16:0/20:5 766,5745 810,5643 13,01
PC 0-16:0/22:6 792,5901 836,5799 13,51
PC P-18:0/22:6 818,6058 862,5968 14,49
PC P-18:0/20:4 794,6058 838,5968 14,87
PC P-18:0/18:1 772,6215 816,6124 15,95
PC 16:0/16:0 734,5694 778,5604 14,41
PC 18:0/18:0 790,6320 834,6230 16,40
PC 17:0/17:0 15,48
PC 16:0/18:0 762,6007 806,5917 15,48
PC 18:0/16:0 15,48
PC 19:0/19:0 818,6633 862,6543 17,17
PC 22:0/22:0 902,7572 946,7482 18,96
PC 20:4/20:4 830,5694 874,5592 11,62
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| PC 22:6/22:6 8785694 | 9225592 | 10,57
Retenéni ¢asy byly potvrzeny méfenim pomoci pozitivniho ([M+H]") a negativniho
(IM+COO0Y) iontového modu. Méfenim byly ziskany chromatogramy (Obr. 10), kdy jednotlivé
piky piedstavuji standardy z ptedchozi tabulky. V chromatogramu je znazornén retencni Cas
(min) jednotlivych standardu a jejich relativni intenzity (%).
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Obrazek 10: Chromatogram smési vSech standardii mérenych metodou RP-UHPLC/MS v pozitivnim (A) a
negativnim (B) iontovém modu

Dale byla pomoci tandemové metody MS/MS provedena fragmentace vsech standardu
Vv pozitivu i v negativu. Diky tandemové spektrometrii 1ze pozorovat rozdilné fragmenty latky,
které napomahaji zjistit vice detailll o struktute latky, pficemz se nckteré fragmenty latky
projevuji vyrazné&ji v pozitivu a jiné zase negativu (Obr. 11). V pozitivu nejvétsi intenzitu
projevuje fosfatidylcholin (m/z 184), ktery je charakteristickym fragmentem pro PC stejné jako
pro LPC a SM. Dalsimi dilezitymi fragmenty v pozitivnim modu jsou neutralni ztraty mastnych
kyselin, pfipadné ztraty mastnych kyselin ve formé ketend. V negativnim modu jsou naopak
dominantnimi fragmenty mastnych kyselin, ptipadné ztrata CHs z cholinu.
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Obrazek 11: Frangmentacni spektrum PC 16:0/18:1 v pozitivnim (A) a negativnim (B) iontovém modu

V Tabulce 1 mizeme pozorovat stejné m/z pro nékteré standardy. Jedna se tedy o izomerické
nebo izobarické latky. Naptiklad pro konkrétni lipidy PC 18:1/18:1 A6-cis, PC 18:1/18:1 A8-
cis, PC 18:1/18:1 A9-cis, PC 18:1/18:1 All1-cis, které maji totozné fragmentacni hmotnostni
spektrum, ale reten¢ni Casy se navzajem lisi a Ize tedy latky s rozdilnou polohou dvojné vazby
rozliSit pomoci chromatografie (Obr. 12). Na druhou stranu, pro PC 18:1/18:1 A6-cis a PC
18:1/18:1 A9-trans je retencni Cas stejny a rozliSeni cis a trans polohy je mozné pomoci

retencnich zavislosti, které jsou znazornény nize.
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Obrazek 12: Extrahované iontové chromatogramy pro PC 18:1/18:1 s rozdilnymi polohami dvojné vazby v

konformaci cis
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Obrazek 13: Extrahované iontové chromatogramy pro PC 18:1/18:1 s dvojnou vazbou v poloze 9 s konformaci cis
a trans

Rozdilna situace nastava v piipadé PC 17:0/17:0, PC 16:0/18:0 a PC 18:0/16:0, kdy jsou
retencni Casy totozné, ale rozdilnosti miiZzeme pozorovat vV tandemovém hmotnostnim spektru
Vv pozitivnim i negativnim iontovém modu. Pro prvni zminény standard pozorujeme fragmenty
pro mastnou kyselinu 17:0, zatim co v ostatnich dvou ptipadech pro 16:0 a 18:0. Druhy a treti
standard od sebe Ize odd¢lit obtizné jak chromatografii, tak hmotnostni spektrometrii. Reten¢ni
Casy jsou totozné, stejné jako zdznamy v MS a MSMS. Jedinym rozdilem jsou pom¢éry intenzit
pro RCOO "V negativnim médu a pomér ztrat mastnych kyselin jako ketenti v pozitivnim modu.
Intenzivngjsi fragment znazornuje mastnou kyselinu v poloze sn-2, kde dochazi k jejimu
ochotngjsimu odstépeni, coz mizeme vidét na srovnani MSMS spekter (Obr. 14). Stejny trend
byl pozorovan i u standardt PC 16:0/18:1 a PC 18:1/16:0. Z toho poméru lze tedy odhalit, které
sloZeni je ve smési prevladajici, ale nelze vyloucit pfitomnost 1 druhého regioizomeru.
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Obrazek 14: Fragmentacni spektrum PC 18:1/16:0 v pozitivnim (A) a negativnim (B) a PC 16:0/18:1 v pozitivnim
(C) a negativnim (D) iontovém médu

Retencni chovani cis a trans izomera bylo znazornéno v grafu (Obr.15), diky kterému mizeme
sledovat i chovani délky acylového fetézce fosfatidylcholinu v zavislosti na reten¢nim cCase. Je
zde vidét, ze tmérné s délkou fetézce roste i retencni Cas. Lze vSak také pozorovat rozdilné
chovani trans a cis izomert, které tvofi retencni zavislosti. Obecné muzeme fict, Ze dvojna
vazba v pozici trans bude nabyvat vy$Sich hodnot retenéniho Casu pii ruznych délkach
acylového fetézce nez dvojna vazba v pozici cis.

25



16

B PC X:2cis-9

— 4 ® PC X:2trans-9
=

=

S 12

7))

(4+]

L&

= 10-

Q

c

3

o 97

1

6 : | i I ! | ' J ' |

26 28 30 32 34 36 38
Délka acylového retézce

Obrazek 15: Graf zndzornujici retencni chovani v riznych délkach acylového retézce a chovani dvojné vazby v
pozicich cis-9 a trans-9

Dalsi graf znazoriuje retencni zavislost pro PC 18:1/18:1 s riznymi pozicemi dvojnych vazeb
v konformaci cis (Obr. 16). Z grafu je patrné, ze ¢im blize maji jednotlivé latky dvojnou vazbu,
tim latky dosahuji vys$iho reten¢niho ¢asu. Napfiklad latka s pozici dvojné vazby v poloze cis-
6 dosahuje vyssiho reten¢niho ¢asu nez dvojna vazba v pozici cis-11. Bohuzel komeréné nejsou
dostupné stejna sloZeni v pozici trans, ale pouze standard trans-9. Ten vsak potvrzuje predchozi
tvrzeni, jelikoz trans-9 (Rt 14,86) ma vyssi retenéni Cas nez cis-9 (Rt 14,47), viz Obr. 18. Lze
ale predpokladat, ze 1 konformace trans by tvoftila retencni zavislost.

26



_ in ® PC 18:1/18:1 cis-Z
e
E -
| S
w 14,6-
©
H & ] J
S 14.4-
o
Q
wjd
© 14.2-
14,0 . . .

6 8 10 12
Pozice dvojné vazby

Obrazek 16: Graf znazornujici retencni chovani pro PC 18:1/18:1 s rozdilnou pozici dvojné vazby (Z) v
konformaci cis

Posledni graf (Obr. 17), ktery byl vytvofen na zakladé zméfenych standardd se zabyva
rozdilnosti reten¢niho chovani fosfatidylcholint s acylovou, etherovou a plasmylovou vazbou.
V grafu jsou znadzornény zavislosti retencniho ¢asu na ECN, které udava rozdil poctu uhlikt
V mastnych fetézcich a dvojnasobku poctu dvojnych vazeb. Diky tomuto ¢islu je mozno
porovnat retenéni chovani i latek s rozdilnymi vazbami z jednoho grafu. V grafu mizeme
pozorovat trend rustu retenéniho ¢asu u jednotlivych podskupin, kdy u plasmalogenti je retenéni
Cas vyS§i neZ u etherd a nejnizsi retenéni Casy pozorujeme u fosfatidylcholint s acylovou
vazbou. JelikozZ vsechny tii typy vazeb (PC, PC O-, PC P-) mohou byt interpretovany jako lipid
Z jiné podtiidy, protoZze fragmentacni spektra jsou podobné, retencni zavislosti napomahaji
k jejich spravnému rozliSeni. Bohuzel z dostupnych komerénich standardi nebylo mozné
sestavit trojici standardt se shodnym m/z.
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Obrazek 17: Graf 'sledujici zavislosti retencniho casu na ECN jednotlivych standardi PC, PC O- a PC P-

4.2. Realny vzorek lidské plazmy

Dalsi méfeni probéhla na vzorcich lidské plazmy opét metodou MS a MS/MS, diky které byly
zjistény retencni Casy a také slozeni mastnych kyselin (viz. Pfiloha 2) u jednotlivych latek.
Celkem bylo identifikovano 95 fosfatidylcholint v lidské plazmé. Pro n€kolik latek vsak bylo
identifikovano vice reten¢nich Casii, coz poukazuje na pfitomnost velkého poctu izomert.
Naptiklad pro PC 34:3 bylo nalezeno pét latek s rozdilnymi retencnimi casy (Obr. 18).
Konkrétn€ byly identifikovany 2 dvojice lipidu se stejnym slozenim mastnych kyselin a jeden
fosfatidylcholin s rozdilnym sloZzenim FA, avsak reten¢ni Casy latek se lisily (Tabulka 2). Ze
znalosti ziskanych pomoci standardii 1ze usuzovat, Ze se jedna izomery, které se li§i polohou
pfipadné geometrii dvojné vazby, avSak je mozna i kombinace t€chto moznosti. U latky s vice
dvojnymi vazbami nelze bez standardu tvofici rizné reten¢ni zavislosti s naprostou jistotou
urcit dany rozdil.
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Obrazek 18: Extrahovany iontovy chromatogram pro PC 34:3

Tabulka 2: Tabulka znazoriujici identifikované latky a jejich reten¢ni Casy

PC 16:0_18:3 12,27
PC 16:0_18:3 12,53
PC 34:3 PC 16:1_18:2 11,91
PC 16:1_18:2 12,06
PC 14:0_20:3 12,53

Latky s m/z 774 ur¢enou pomoci MS (Obr. 19) lze interpretovat jako celou fadu izomeru a
izobart. Pomoci MS/MS ale bylo urceno, Ze prvni latka obsahuje mastné kyseliny 15:0 a 18:2,
zatim co druhd latka pouze FA 18:2 a tfeti latka FA 18:1. Na zaklad€ znalosti o reten¢nim
chovani PC-O a PC-P pomoci standardd, kdy plasmalogen eluuje pozdé&ji nez ether, bylo uréeno
i slozeni nasledujicich latek. U prvni latky se jedna o PC 15:0 18:2, druhé o PC O-16:0/18:2 a

tieti o PC P-16:0/18:1.
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Obrazek 19: Chromatogram zndazornujici retencni chovani latek se stejnym hmotnostnim pomerem

Nasledujici graf zobrazuje zavilost reten¢niho ¢asu identifikovanych PC na poétu dvojnych
vazeb pfii stejném poctu uhliku (obr. 20). Retenc¢ni ¢as linearné klesa s poc¢tem dvojnych vazeb
a tento trend je pozorovan u vSech vzorki s poctem uhlikti 32—40. Napftiklad pro latku PC 32:0
je to hodnota Rt 14,26 min, zatimco latce PC 32:2 odpovida reten¢ni ¢as 11,79 min. Jelikoz
retenéni zavislosti maji definovany prib¢h (rovnice regrese), 1ze chybé&jicim bodim (napf.
PC 32:1) predikovat retencni ¢asy a pfi identifikaci se na tuto oblast vice zaméfit. To stejné
plati i pro ostatni vzorky v ramci jedné funkce. Opét 1ze pozorovat vice latek u lipidii s 2 a vice
dvojnymi vazbami, které se liSi svymi retenénimi Casy. Latky se opét liSi svym sloZenim
mastnych kyselin, ptipadé konformaci a lokalizaci dvojné vazby, ale vzhledem k poétu riiznych
kombinaci nelze strukturu vice rozklicovat. Dalsi z trendli pozorovatelnych z grafu je rostouci
pocet dvojnych vazeb s délkou acylového fetézce, coz vychazi z principu biosyntézy mastnych
kyselin. Se vzristajici délkou acylového fetézce vznika vétsi pocet dvojnych vazeb, napiiklad
pro PC 40 je to az 7 dvojnych vazeb.
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Obrazek 20: Graf znazornujici zavislost retencniho ¢asu na poctu dvojnych vazeb

V Tabulce 3 jsou uvedeny parametry piimek odpovidajici rovnici: y = ax +b, vcetné
korelacnich koeficientdl R, vypoctené linearni regresi metodou nejmenSich ctverci. Bylo
ovéteno, ze hodnota smérnice a této linearni zavislosti roste s poctem dvojnych vazeb. Naproti
tomu hodnota useku b s poétem vazeb klesa. V tomto druhém piipadé je vSak odhadnuta chyba
Ciselné srovnatelna.

Tabulka 3: Tabulka linearnich regresi ziskanych ze zavislosti v Obrazku 20

Vzorky a b R

PC 32:Y 14,27 -1,25 0,9999
PC 34:Y 15,31 -1,01 0,9847
PC 36:Y 16,44 -0,94 0,9567
PC 38:Y 16,90 -0,72 0,9185
PC 40:Y 18,09 -0,76 0,9794
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Stejny trend zavislosti retenéniho ¢asu na poc¢tu dvojnych vazeb byl pozorovan taktéz pro PC
P-, coz je znazornéno na Obr. 21.
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Obrazek 21: Graf znazornujici retencni chovani fosfatidylcholinu plasmalogenu na poctu dvojnych vazeb

Dalsi graf znazorniuje délku acylového fetézce v zavislosti na retenénim ¢ase (Obr. 22). Opét
lze pozorovat linearni trend, kdy se zvysujici se délkou acylového fetézce roste i retencni Cas.
Cim je acylovy fetdzec delsi, tim se i zvySuje moznost vétsiho poétu dvojnych vazeb. Pii vys$im
poctu dvojnych vazeb opét dochazi k vyskytu vétsiho poctu izomerti, kde 1ze sledovat urcité
dalsi retencni zavislosti. Tyto zéavislosti opét mohou byt vyuzity k detailn€jSimu popisu
struktury. Praktické vyuziti je uvedeno v zavéru prace.
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Obrazek 22: Graf znazornujici délku acylového retézce jednotlivych vzorkii v zavislosti na retencnim case

Ptriklad vyuZiti retencnich zavislosti pro detailné;si zisk informaci o struktufe je demonstrovan
na nasledujicim piikladu vybraného z Obr. 23. Konkrétné se jedna o fosfatidylcholiny, které
maji v nékteré sn pozici riznou délku acylovych fetézct bez dvojnych vazeb. Z grafu je patrné,
ze s rostouci délkou acylového fetézce roste i retencni ¢as (ECN pravidlo). Z toho vyplyva, Ze
napiiklad PC 18:0/18:1 bude mit vyssi retencni cas nez PC 16:0/18:1. Take je z grafu patrné ze
existuji dvé latky PC 17:0/18:1 a PC 17:0/18:2, které maji stejnou délku acylového fetézce,
avsak jejich retenéni Casy se 1isi. Na prvni pohled také vybocuji z reten¢ni zavilosti a jejich Rt
jsou niz$i (nejednd se tedy o regioizomery, ty by mély shodnd Rt). V lidském organismu se
vétsina dvojnych vazeb vyskytuje v konformaci cis, pokud by se jednalo konformaci trans, tak
by dle ptedchozich zavislosti zjisténych na standardech musel byt Rt vyssi. Z tohoto divodu
tuto moznost vylu€uji a na zéklad¢ znalosti o retencnim chovani v zévislosti na poloze dvojné
vazby usuzuji, Ze se jedna o konformaci Cis S vys$si pozici dvojné vazby. V lidském organismu
se nejbéznéji vyskytuji FA 18:1 cis-9 a predpokladam, ze se tedy jedna o konformaci cis-10 a
vyssi. Pii pohledu na rozdily Rt (Obr. 13) mezi cis-9 a cis-10 (hodnota Rt dopoétena z rovnice
regrese) je A0,09 min, zatimco mezi Cis-9 a Cis-11 je A0,14. Rozdil mezi nas§imi nezndmymi
lipidy je A0,19, coz poukazuje na rozdil 3 pozic, tedy na slozeni PC 17:0/18:1 cis-9 a PC
17:0/18:1 cis-12. Bez dodate¢nych experimentt (UVPD fragmentace nebo ozonololyza) nebo
standardu o totoZzném sloZeni nelze tuto informaci 100 % potvrdit. V druhém piipadé pro PC
17:0/18:2 je situace komplikovanéjsi, jelikoz zde muze byt mnoho kombinaci spojenych
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s konformaci ¢i pozici jedné nebo druhé dvojné vazby. Obecné se zvySujicim se poctem
dvojnych vazeb se pocet kombinaci vyrazné zvySuje a znemoznuje presné urceni struktury.
Obrazek 22 ovSem ukazuje velkou rozmanitost sloZzeni a naznacuje celou fadu retencnich
zévislosti. Pro jejich vysvétleni by vSak bylo tfeba vétsi mnozstvi standardi.
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Obrazek 23: Zndzornuje zavislosti délky acylového retézce na retencnim case

34



5. ZAVER

Cilem této prace byl popis retenéniho a fragmentacni chovéani izomernich forem
fosfatidylcholini umoznujici jejich spolehlivou identifikaci v lidské plazmé¢ metodou RP-
UHLPC/MS. Pomoci komer¢né dostupnych standardi byla prokazana a popséna
chromatograficka separace izomernich PC s rozdilnou vazbou mastného fetézce, pozici a
polohou dvojné vazby. Zaroven bylo zjisténo, Ze regioizomery neni mozné chromatografii
rozlisit, ale tandemova hmotnostni spektrometrie poskytuje rGzn€ intenzivni fragmenty
umoziujici jejich rozliSeni. Kombinace separanich metod s hmotnostni spektrometrii tedy
predstavuji idealni néstroj pro rozliSeni izomernich forem.

Nésledné byla provedena identifikace fosfatidylcholinii v lidské plazmé pomoci piesné
ur¢eného m/z s piesnosti na mén¢ nez 5 ppm a nasledného potvrzeni pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie a retencnich zdvislostni vyplyvajici z chromatografické separace.
Celkem bylo identifikovano 95 fosfatidylcholint s vysokou ptesnosti. Na zavér byly uplatnény
ptedeslé znalosti pro podrobny popis struktury neznamého PC, kdy bylo uréeno ptesné slozeni
mastnych kyselin a nasledné odhadnuta i konformace a pozice dvojné vazby, coz by bez
kombinace ziskanych znalosti nebylo mozné. Zaroven byla identifikovana cela fada izomera
s vice dvojnymi vazbami, kde bylo ur¢eno slozeni mastnych kyselin, ale prozatim neni mozné
presné ureni pozice a konformace dvojné vazby, jelikoz se zde muze jednat o rtizné
kombinace. Pro jejich pfesny popis bude nutné dal$i zkoumani pomoci standardi, které vSak
prozatim nejsou dostupné. Tato prace ukdzala vyuziti spojeni chromatografické separace a
hmotnostni spektrometrie pro rozliSeni izomernich forem lipid{, coZ je nyni pfednim z4jmem
onkolipidimiky, kterd zkouma zménu lipidového sloZeni v zavislosti na rakovinovém
onemocnénti.
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7. PRILOHY

Tabulka S1: Tabulka standartovych mixii pouzitych pri méreni

STDMIX 1
Druh lipidu Celkova V (ul) pg/ml pg/ml | nnmol/ml | MW
koncentrace IS-Mix | plazma plazma
pg/pl

PC 16:0/18:1 2 9,49 18,98 15,184 20,0 759,57
PC 18:1/18:1, A6-Cis 2 9,81 19,62 15,696 20,0 785,59
PC 0-16:0/18:1 2 9,31 18,62 14,896 20,0 745,59
PC 0-16:0/20:3 5 3,84 19,2 15,36 20,0 769,59
PC 0-16:0/20:4 5 3,84 19,2 15,36 20,0 767,58
PC 0-16:0/20:5 5 3,83 19,15 15,32 20,0 765,56
PC 0-16:0/22:6 5 3,95 19,75 15,8 20,0 791,58
PC P-18:0/22:6 1 20,43 20,43 16,344 20,0 817,59
PC P-18:0/20:4 1 19,83 19,83 15,864 20,0 793,59
PC P-18:0/18:1 1 19,29 19,29 15,432 20,0 771,61
PC 16:0/16:0 2 9,16 18,32 14,656 20,0 733,56
PC 18:0/18:0 2 9,87 19,74 15,792 20,0 789,62
PC 17:0/17:0 2 9,51 19,02 15,216 20,0 761,59
PC 22:0/22:0 2 11,27 22,54 18,032 20,0 901,75
PC 20:4/20:4 10 2,07 20,7 16,56 20,0 829,56
PC 22:6/22:6 10 2,19 21,9 17,52 20,0 877,56

Celkem 1000

CHCI3/MeOH 852

STD MIX 2
Druh lipidu Celkova V (ul) pg/ml ug/ml | nnmol/ml | MW
koncentrace IS-Mix | plazma plazma
pg/pl

PC 18:1/16:0 2 9,49 18,98 15,184 20,0 759,57
PC 15:0/18:1 1 18,63 18,63 14,904 20,0 745,56
PC 18:1/18:1, A9-Cis 2 9,81 19,62 15,696 20,0 785,59
PC 16:1/16:1, A9-Cis 2 9,11 18,22 14,576 20,0 729,53
PC 14:1/14:1, A9-Cis 2 8,41 16,82 13,456 20,0 673,46
PC 16:0/18:0 2 9,51 19,02 15,216 20,0 761,59
PC 19:0/19:0 2 10,22 20,44 16,352 20,0 817,65

Celkem 1000

CHCI3/MeOH 925
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STD MIX 3

Druh lipidu Celkova V (ul) ug/ml ug/ml | nnmol/ml | MW
koncentrace IS-Mix | plazma plazma
pg/pl
PC 18:1/18:1, A9- 2 9,81 19,62 15,696 20,0 785,59
Trans
PC 16:1/16:1, A9- 2 9,11 18,22 14,576 20,0 729,53
Trans
PC 14:1/14:1, A9- 2 8,41 16,82 13,456 20,0 673,46
Trans
PC 18:0/16:0 2 9,51 19,02 15,216 20,0 761,59
Celkem 1000
CHCls/MeOH 963
STD MIX 4
Druh lipidu Celkova V (ul) pg/ml ug/ml | nnmol/ml | MW
koncentrace IS-Mix | plazma plazma
pg/pl
PC 18:1/18:1, A8-Cis 10 1,96 19,6 15,68 20,0 785,59
Celkem 1000
CHCl3/MeOH 998
STD MIX 5
Druh lipidu Celkova V (ul) pg/ml pg/ml | nnmol/ml | MW
koncentrace IS-Mix | plazma plazma
pg/pl
PC 18:1/18:1, Al1- 10 1,96 19,6 15,68 20,0 785,59
Cis
Celkem 1000
CHCI3/MeOH 998
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Tabulka S2: Tabulka identifikovanych lipidii ve vzorku plasmy s retencnimi casy

Druh lipidu Mastné kyseliny RT
PC 30:0 PC 14:0_16:0 12,96
PC 31:0 13,67
PC 32:0 PC 16:0_16:0 14,26

PC 16:1_16:0 13,08

PC 321 PC 14:0 18:1 13,08
PC 32:2 PC 14:0_18:2 11,79
PC 32:3 10,50
PC 33:1 PC 15:0_18:1 13,71
PC 33:2 PC 15:0_18:2 12,60
PC 34:0 PC 16:0_18:0 15,35
PC 34:1 PC 16:0 18:1 14,35
PC 16:1_18:1 13,14

PC 34:2 PC 16:0_18:2 13,42
PC 16:0_18:3 12,27

PC 16:0_18:3 12,53

PC 34:3 PC 16:1 18:2 11,91
PC 16:1_18:2 12,06

PC 14:0_20:3 12,53

PC 34:4 PC 14:0_20:4 11,47
PC17:0 18:1 14,69

PC 351 PC 17:0_18:1 14,88
PC 17:0_18:2 13,74

PC 35:2 PC 17:0_18:2 13,94
12,68

PC 3533 PC 15:0_20:3 12,94
PC 35:4 PC 15:0_20:4 12,30
PC 36:0 PC 18:0_18:0 16,27
PC 18:0_18:1 15,33

PC 36:1 PC 16:0_20:1 15,23
PC 16:0_20:2 14,38

PC 36:2 PC 18:1 18:1 14,38
PC 18:0_18:2 14,70

PC 18:1_18:2 13,43

PC 18:1 18:2 13,57

PC 36:3 PC 16:0_20:3 13,04
PC 16:0_20:3 13,56

PC 16:0_20:3 13,69
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PC 16:0_20:3 14,02
PC 18:2 18:2 12,19
PC 36:4 PC 16:0 20:4 12,67
PC 16:0_20:4 13,05
PC 18:3 18:2 10,98
PC 16:1 20:4 11,57
PC 36:5 PC 16:1 20:4 11,74
PC 16:0 20:5 12,02
PC 37:3 PC 17:0_20:3 14,21
PC 17:0_20:4 13,49
PC 314 PC 17:0_20:4 13,70
PC 18:1 20:1 15,34
PC 38:2 PC 18:0 20:2 15,44
PC 18:2 20:0 15,55
PC 18:2 20:1 14,53
PC 18:0 20:3 14,81
PC 38:3 PC 18:0 20:3 14,93
PC 18:0 20:3 15,11
PC 18:2 20:2 13,45
PC 18:1 20:3 13,76
PC 18:1 20:3 13,65
PC 38:4 PC 16:0 22:4 13,94
PC 18:0 20:4 14,28
PC 18:0 20:4 14,44
PC 18:2 20:3 12,81
PC 16:0 22:5 13,28
PC 18:1 20:4 13,08
PC 38:5 PC 18:1 20:4 13,22
PC 18:1 20:4 13,75
PC 18:0_20:5 13,58
PC 16:0 22:5 13,76
PC 18:2 20:4 11,90
PC 38:6 PC 18:1 20:5 12,09
PC 16:0 22:6 12,60
PC 39:4 PC 20:4 19:0 14,86
PC 40:4 PC 18:0 22:4 15,04
PC 40:5 PC 18:0 22:5 14,25
PC 16:0 24:6 13,43
PC 40:6 PC 18:0 22:6 13,91
PC 18:1 22:6 12,66
PC 40:7 PC 18:1 22:6 12,82
PC 40:8 PC 18:2 22:6 11,49

42




PC 0-32:0 PC 0-16:0/16:0 14,98
PC 0-34:2 PC 0-16:0/18:2 14,08
PC P-32:0 PC P-16:0/16:0 14,81
PC P-34:1 PC P-16:0/18:1 14,82
PC P-34:2 PC P-16:0/18:2 13,88
PC P-36:1 PC P-18:0/18:1 15,83

PC P-18:1/18:1 14,83
PC P-36:2 PC P-18:0/18:2 15,00
PC P-36:3 PC P-18:1/18:2 13,82
PC P-36:4 PC P-18:0/20:4 13,58
PC P-38:3 PC P-18:0/20:3 14,32
PC P-38:4 PC P-18:0/20:4 13,82
PC P-38:5 PC P-18:0/20:5 12,92

PC P-18:0/22:4 14,62
PC P-40:4 PC P-20:0/20:4 14,89

PC P-18:0/22:5 13,81
PC P-40:5 PC P-20:0/20:5 14,01
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