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CILE PRACE

Literarni reSerSe na téma aplikace pfistupu necilené¢ lipidomiky pro analyzu
kardiovaskularnich onemocnéni (KVO)

Osvojit si  principy kapalinové chromatografie ahmotnostni spektrometrie
v lipidomice

Seznameni se s programovacim jazykem R a jeho aplikace pii vyhodnocovani dat

Vyhodnoceni pouzitelnosti lipidovych profili pro diagnostiku KVO se zaméfenim na

diagnozu STEMI



1 UVOD

Spravné fungovani kardiovaskularniho systému je pro ¢loveéka z hlediska jeho funkce
nezbytné. Kardiovaskularni systém je pfedevsim zodpovédny za dodavku zivin a kysliku
organim, tkanim a bunkdm. Mezi stézejni Casti kardiovaskuldrniho systému se fadi srdce,
krev a cévy, které podle organovych potieb reguluji pritok krve (Labrosse, 2018).
(Lindstrom et al., 2022). AvSak spravnym vyhodnocovanim rizik a zavadénim novych
citlivgjsich ~ biomarkerad  lze  pfedCasnym  umrtim na  KVO  predejit
(https://world-heart-federation.org/ (30. 3. 2024)). Pojem KVO nezahrnuje pouze jedno
konkrétni onemocnéni. Nejcastéjsi pricinou KVO je zpravidla ischemickd choroba
srde¢ni spojend s akutnimi koronadrnimi syndromy (ACS) (Bergmark et al., 2022). ACS
poskozeni srde¢ni svaloviny, tj. myokardu (Collet et al., 2021; Bhatt et al., 2022).
Diagnostika KVO je zalozena na kvantifikaci biomarkert (pfedevsim kardidlnich
troponint [ a T), vySetfeni elektrické aktivity pomoci elektrokardiografie a ptiznakii
souvisejicich s KVO. Kone¢nou diagnézou mize byt akutni infarkt myokardu projevujici
se elevaci (zvySenym) ST tisekem na elektrokardiogramu. Jakmile nedochazi k elevaci
ST useku, jednd se o infarkt myokardu bez ST elevaci (zvySené hladiny troponint) nebo
nestabilni anginu pectoris (bez zvySené hladiny troponinll) (White & Chew, 2008;
Bob-Manuel et al., 2017; Bergmark et al., 2022).

Lipidomika je definovana jako védni disciplina, pomoci niZ mohou byt popsany zmény
v metabolismu lipidii a signalnich procest zprostfedkovanych lipidy (Han & Gross,
2003). V diplomové praci byl pouzit necileny lipidomicky pftistup, ktery umoZziuje
identifikaci co nejvétSiho poctu lipidi v extrahovatelné biologické matrici (dos Santos &
Vuckovic, 2024).

Pro analyzu Sirokého spektra lipida se jako nejvhodnéjs$i metoda nabizi vysokotc¢inna
kapalinovd chromatografie na staciondrni reverzni fazi Cso ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii s vysokym rozliSenim. Vyhodami pouziti C3o kolony je detekce vétsiho
mnozstvi lipidi nez pti pouziti Cg a Cig fazi, u€inngjsi separace podobnych lipidovych
struktur a rozliSeni cis/trans izomert (Narvdez-Rivas & Zhang, 2016; Pham et al., 2019;
Jankevics et al. 2021).

Necilena lipidomika ptinasi velké mnozstvi dat ke zpracovani. Statistickd analyza je

v lipidomice nezbytnym krokem pro vyhodnoceni téchto dat i naslednou interpretaci



ziskanych vysledkil. Postupy statistické analyzy zahrnuji jednorozmérné a vicerozmérné
metody, které se dale d€li na nesupervizované (napi. analyza hlavnich komponent) a
supervizované (napf. diskriminac¢ni analyza pomoci nejmens$ich c¢asteCnych cCtverch)

(Chen et al., 2022; Ni et al., 2023).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kardiovaskularni systém

Kardiovaskularni systém (tj. ob€hova nebo cévni soustava) je sloZen ze srdce, krve a sité
cév. Tyto tii zékladni slozky kardiovaskularniho systému jsou zodpovédné za regulaci
pratoku krve podle potfeb jednotlivych organi. Hlavni funkci kardiovaskularniho
systému je zasobeni organi, tkdni a bunék nezbytnymi zivinami a kyslikem. Soucasné je
zodpoveédny za odstranéni odpadnich metaboliti a oxidu uhli¢itého (Labrosse, 2018;
Sucosky et al., 2020).

Lidské srdce (cor) je uzavieno v tenkém a zaroveil pevném vazivovém obalu
nazyvaném osrdecnik (perikard). Osrde¢nik chrani a fixuje srdce v hrudni dutiné. Srdce
je sestaveno ze dvou pump lezicich na pravé a levé strané. Prava strana srdce (prava
komora a prava ptedsiil) pohani odkysli¢enou krev plicnim ob&hem prostiednictvim
plicnich tepen do plic. Levé strana srdce naopak sbira krev okysli¢enou z plicnich zil
a zajistuje pratok krve pies systémovy obéh aortou do télesnych tkani (Labrosse, 2018;
Sucosky et al., 2020). Vysledkem koordinovaného otevirani a zavirani ¢tyf srde¢nich
chlopni, resp. dvou cipatych (atrioventrikularnich) advou polomésicitych
(semilunarnich) chlopni, je zaji$téni neustalého jednosmérného pritoku neustale krve
vpted (Sucosky et al., 2020).

Kardialni (srdecni) cyklus se skldda z diastoly (relaxace, uvolnéni myokardu) a systoly
(kontrakce, stah myokardu). Doba trvani jednoho cyklu je zhruba 800 ms. Diastolicka
faze obvykle trva ptiblizné 500 ms. AvSak se zvySenim srde¢ni tepové frekvence dochazi
k vyraznému zkraceni diastolické faze. Béhem relaxace pfijimaji srde¢ni piedsiné krev
ze zilniho systému a diky dostate¢ném tlaku jsou atrioventrikularni chlopné oteviené.
V dutsledku dochazi k prutoku krve pies predsiné az do komor (Labrosse, 2018).

Leva aprava proximdlni korondrni (véncitd) tepna spolecné zajistuji dostate¢nou
vyzivu a pfisun kysliku pro srde¢ni svalovinu (myokard). Béhem systoly srde¢ni
svaloviny jsou cévy svalem stlacovany. Pfiblizn¢ 70 % koronéarniho pratoku tak musi
probihat béhem diastoly. K poSkozeni srde¢ni svaloviny mize dochézet pti neuspokojeni
metabolické potfeby (napf. ucpanim korondrni tepny pii ischemii) (Labrosse, 2018;
Al-Sakini, 2022).

Elektricka aktivita srdce je méfena metodou elektrokardiografie (EKG).
Elektrokardiogram pak znazorniuje ¢asovy zaznam pomoci EKG kiivek. Obvykle jsou na

EKG zaznamendny tii stézejni viny (Obr. 1). Prvni znich, vlna P, reprezentuje



depolarizaci predsini. Depolarizace spousti jejich nasledny stah, s ¢imz souvisi posun
krve do komor. Elektrickd aktivita je ndsledné zaznamenéna komplexem QRS. Komplex
QRS je nejvyssi vrchol na zaznamu EKG. Komplex QRS predstavuje depolarizaci
s naslednou kontrakci komor, aby doslo k pumpovani krve ze srdce. Bezprosttedné po
QRS komplexu nasleduje kratky usek ST, kde by za normalnich podminek neméla byt
pozorovana zadna elektricka aktivita. VIina T snima repolarizaci komor, po niz se spousti
jejich relaxace. Pomoci abnormalnich kiivek na EKG lze diagnostikovat srdecni arytmie

¢i ischemické choroby srde¢ni (ICHS) (Labrosse, 2018).

QRS

komplex

R

PR interval

QT interval

Obr. 1: Popis EKG ktivky. Pfevzato a upraveno podle Aziz et al. (2021).



2.1.1 Kardiovaskularni onemocnéni

Pojem kardiovaskularni onemocnéni (KVO) neoznacuje jen jedno konkrétni onemocnéni,
ale jedna se o obecny nazev pro poruchy kardiovaskularniho systému. Mezi KVO se fadi
napt. ICHS, ateroskler6za, mrtvice ¢i srdecni selhani (Labrosse, 2018). KVO jsou
globalné nejcastejsi pricinou umrti na svété. V roce 2021 zemielo na KVO piiblizné 20,5
miliont lidi, coz pfedstavuje takika jednu tietinu vSech celosvétovych imrti (Lindstrom
etal., 2022). Za téméf polovinu téchto umrti je zodpovédna ICHS (Bergmark et al., 2022).
DalSich pfiblizné¢ 620 milion lidi m& problémy s onemocnénim srdce a ob&hového

systému (Lindstrom et al., 2022).
2.1.1.1 Ateroskleroza

Ateroskler6za (kornaténi tepen) je imunitné-zanétlivé onemocnéni velkych a stfedné
velkych tepen, které je zodpovédné za infarkt myokardu, cévni mozkovou piihodu
1 ischemii koncetin (Epstein & Ross, 1999; Bjorkegren & Lusis, 2022). Aterosklerotické
léze jsou vyznaCovany celozivotnim hromadénim a pfeménou plazmatickych
lipoproteint a lipoproteini s nizkou hustotou (LDL — ,,Low density lipoproteins®) na
vnitinim endotelu arteridlni stény (Bjorkegren & Lusis, 2022). Zéklad vzniku
aterosklerotickych 1ézi a pozdéji plati je postaven na priichodu tukovych latek endotelem
(Racek et al., 2021). Také je charakterizovan snizenim tvorby oxidu dusnatého
a uvolnénim prozanétlivych cytokinli. Tvorba ateromového platu je rovnéz podpoiena
adhezi monocytl a T-lymfocytl (Sucosky et al., 2020). Krevni monocyty jsou nasledné
vazény na endotelidlni adhezni molekuly. Monocyty slouzi k produkci kyslikovych
radikalf, které oxiduji LDL castice. Samotné monocyty se pozdéji diferencuji na
makrofagy. Makrotagy poté fagocytuji lipoproteiny v prostoru pod endotelem, coz vede
ke vzniku tzv. pénovych bunék s estery cholesterolu (Epstein & Ross, 1999; Bjorkegren
& Lusis, 2022).

Vytvoteny ateroskleroticky plat pak muze byt nestabilni. K ischemii dojde, pokud
nestabilni ateroskleroticky plat praskne, tzn. dochazi k ruptute platu. Vytvofeni lokalni
srazeniny (trombu) v koronarnich tepnach miize vést k Giplnému zastaveni pritoku krve
do srdce, coz je pric¢inou infarktu myokardu. Srazenina se mize rovnéz dostat i do mozku,

Vznikajici lipidové lozisko na vnitini sténé tepen je zpisobeno jak ovlivnitelnymi, tak
neovlivnitelnymi rizikovymi faktory ateroskler6zy. Mezi rozhodujici neovlivnitelné

faktory patii predevSim vék, pohlavi a genetickd predispozice ke KVO. Ovlivnitelnymi



faktory miizou byt napi. koufeni, obezita, zvySeny tlak (hypertenze), diabetes mellitus

nebo nedostatek pohybové aktivity (Labrosse, 2018; Racek et al., 2021).
2.1.1.2  Akutni koronarni syndromy

Akutni koronarni syndromy (ACS — ,,acute coronary syndromes*) jsou charakterizovany
zastavou srdce kvili nedostatku krevniho zasobeni (Collet et al., 2021; Bhatt et al., 2022).
Klinicky obraz ACS je vSak Sir§i a v disledku probihajici ischemie muze zahrnovat
elektrické a hemodynamické nestability s kardiogennim Sokem. Dale muze jit
1 0 mechanické komplikace zahrnujici napf. nedomykavost mitralni chlopné, ktera
zabranuje zpétnému krevnimu toku do levé predsiné pii stahu levé komory srdce (El
Sabbagh et al., 2018; Collet et al., 2021). Klicovym symptomem pro zahajeni diagnostiky
u pacientt s podezienim na ACS je akutni diskomfort hrudniku. NeZadouci stav na hrudi
se projevuje jeho sviravou bolesti, tlakem nebo palenim. U pacienti, ktefi maji podezieni
na ACS, je stanovena finalni diagn6za jako akutni infarkt myokardu (AIM — ,,Acute
myocardial infarction®) nebo nestabilni angina pectoris (Byrne et al., 2024). Nestabilni
angina pectoris je mén¢ zdvaznym typem ACS, u né¢hoz neni potvrzeno akutni poskozeni
myokardu nebo jeho nekréza (Bergmark et al., 2022; Kristensen et al., 2022).
Zjednodusené schéma diagnostiky ACS je znazornéno na Obr. 2.

Diagnosticky postup pii ACS se opira jak o vySe zminéné ptiznaky, tak o méteni
elektrické aktivity srdce na 12svodovém elektrokardiografu. EKG je prvnim néstrojem
pro hodnoceni pacientli s podezienim na ACS. ACS se mizou projevovat
charakteristickou ptitomnosti diagnostickych elevaci ST useku na elektrokardiogramu
nazyvané jako STEMI (,,ST elevation myocardial infarction®). Pro pacienty, ktefi trpi
STEMLI, je typické nekrdéza myokardu a zvySend hladina kardialnich troponint (Bergmark
et al., 2022; Byrne et al., 2024).

Existuji ovSem piipady, kdy se ACS elevaci ST tseku na EKG neprojevuji. V tomto
ptipadé se mluvi o tzv. NSTEMI (,,Non-ST elevation myocardial infarction*). U pacientl
s ACS bez projevii ST elevace (NSTE-ACS — ,Non-ST elevation-acute coronary
syndrome*‘) dochdzi ke dvéma moznym variantdim NSTEMI. V prvnim pfipad¢ se jedna
o nekrézu srde¢niho svalu, kterd je dostacujici k uvolnéni kardidlniho biomarkeru.
Druhou moznosti je nestabilni angina pectoris bez detekce zvySeného troponinu
(Bob-Manuel et al., 2017; Bergmark et al., 2022). Na EKG vykazuji pacienti s diagndzou

NSTE-ACS urcité zmény zahrnujici napf. prechodné elevace ¢i deprese (poklesy) useku



ST a abnormality T vin. V jinych ptipadech mize byt EKG zcela v norm¢ (Byrne et al.,
2024).

‘ Akutni koronarni syndrom ‘

I

‘ Elektrokardiogram ‘

STT nebo LBBB

Preruseny infarkt myokardu | ‘ STEMI

Pracovni diagnoza

NSTE-ACS

Nekroza myokardu nebyla
potvrzena

Potvrzeni nekrézy myokardu

A 4 ¢

STEMI ‘ ‘ NSTEMI ‘ NAP Konecna diagnoza

Obr. 2: ZjednoduSené schéma diagnostiky akutniho koronarniho syndromu. Pozn.: NAP —
nestabilni angina pectoris, LBBB — blokada levého Tawarova raménka (,,left bundle branch
block*). Pfevzato a upraveno podle White & Chew, (2008).



2.1.1.3 Infarkt myokardu

Ctvrtd univerzalni klinicka definice infarktu myokardu oznaduje piitomnost akutniho
poskozeni srde¢ni svaloviny, ktery je potvrzen abnormalnimi srde¢nimi biomarkery pii
prokdzané ischemii myokardu. Klinicky je infarkt myokardu klasifikovan na pét typa
(Thygesen et al., 2019).

Nejcastéjsi pricinou AIM je predevsim ruptura nebo eroze aterosklerotického platu ¢i
endotelu koronarni tepny (Reed et al., 2017). Toto vede ke snizeni krevniho priitoku
srdecni svalovinou anésledné k nekroze myokardu. Takto je klasifikovan infarkt
myokardu typu 1 (Thygesen et al., 2019).

Infarkt myokardu typu 2 ma odliSnou patologii. Ischemickd destrukce myokardu
nastava v disledku nerovnovahy mezi pifijmem a potfebou kysliku myokardu. Za
snizenou dodavku kysliku mtze byt zodpovédny napt. spasmus (kie¢, sevieni)
koronarnich tepen, trombus na arteridlni vnitini stén¢, chudokrevnost (anémie) ¢i
hypertenze. U infarktu myokardu typu 2 byla rovnéz pozorovana vyssi prevalence
a mortalita pacientl nez u infarktu myokardu typu 1 (White & Chew, 2008; Thygesen et
al., 2019).

Infarkt myokardu typu 3 zahrnuje pacienty, kteti predasné podlehli ischemii srdce
a neni mozné jim odebrat vzorky ke stanoveni biomarkert. Tito pacienti vSak vykazovali
pfiznaky ischemie doprovazené novymi ST elevacemi nebo fibrilacemi komor (White &
Chew, 2008; Campion et al., 2017).

Infarkt myokardu typu 4 se déli na 2 typy, ato na typ 4a atyp 4b. Typ 4a
souvisi s perkutdnni koronarni intervenci, kdy je cilem uvolnit neprichodnou koronérni
tepnu a zlepsit tak prokrveni. Typ 4b je asociovany se sraZzeninou v koronarnim stentu.
Stent je malad kovova sit’ka, ktera se vklada do oblasti tepny s cilem obnovit normalni
pritok krve a zabréanit dalSimu z(Zzeni tepny (White & Chew, 2008; Campion et al., 2017,
Scafa Udriste et al., 2021).

Pacienti s infarktem myokardu typu 5 maji operativné premosténou postizenou

koronarni tepnu (tzn. koronarni bypass) (White & Chew, 2008; Campion et al., 2017).

2.1.2 Metody a biomarkery v diagnostice AIM
pacientl a interpretace vysledkii na EKG by méla idealné probéhnout do 10 minut od
kontaktu s pacientem (Racek et al., 2021; Byrne et al., 2024). Mezi dal$i rutinné

pouzivané zobrazovaci metody v diagnostice AIM patii echokardiografie, magneticka



rezonance srdce ¢i koronarni vypocetni tomografie (CCTA — ,,Coronary computed
tomography angiography®). Echokardiografie poskytuje hodnoceni struktury a funkce
srdce, zejména srdec¢ni tlouStky apohybu myokardu (Thygesen et al., 2019).
Echokardiografie je dilezita pro diagnostiku neischemickych pfi¢in hrudniho
diskomfortu, jako je onemocnéni chlopni, kardiomyopatie ¢i plicni embolie. Méné Casto
se pouziva magnetickd rezonance srdce, ktera je vSak uzitecnd pro hodnoceni miry
poskozeni srde¢ni svaloviny (Vafaie, 2016). Metoda CCTA (tj. koronarografie)
zprostfedkovava neinvazivni zobrazeni koronarnich tepen. Rozsitené je pouziti CCTA na
pohotovosti, jelikoz s jeji pomoci jde velmi piesné vyloudit ischemickou chorobu srdecni.
Diky tomu mtize dojit k rychlejSimu propousténi pacientti a zaroven tak usetfeni nakladt
na jejich 1écbu (Dedic et al., 2016).

Pro hodnoceni rizika onemocnéni a jeho diagnostiky se v klinické praxi stalo nezbytné
méfeni biomarkerd. Biomarkery jsou snadno méfitelné a kvantifikovatelné biologické
parametry (Chan & Ng, 2010; Strimbu & Tavel, 2010). Dobry biomarker s vysokou
specifiCnosti a senzitivitou odhaluje nebo piedvida riziko onemocnéni. Také by
biomarker mél podéavat reprodukovatelné vysledky ajeho méfeni by mélo byt
ekonomicky vyhodné (Chan & Ng, 2010). NejpouZzivangjsSimi biomarkery v laboratorni
diagnostice AIM se staly kardialni troponiny (cTns — ,,Cardiac troponins®). Kardidlni
troponiny vytlacily v diagnostice AIM dfive pouzivany myoglobin a kreatinkinasu (CK —
»creatine kinase®), resp. myokardidlni isoenzym CK-MB. Divodem je, Ze exprese
myoglobinu neprobiha pouze v myokardu. Z toho vyplyva, ze specifita a pozitivni
prediktivni hodnota myoglobinu je pomérné nizkd. Hodnoceni CK-MB pro diagnostiku
AIM uz rovnéz neni doporuc¢ovano z podobnych divodil jako u myoglobinu, i kdyZ pti
odhadu rozsahu AIM mtiZe mit stale své misto (Wang et al., 2020; Tilea et al., 2021).

Urcitou roli pfi diagnostice AIM miiZou mit i dal$i biomarkery. Pati mezi n€ napft.
neuroendokrinni biomarkery jako natriuretické peptidy a copeptin. Dale za zminku stoji
biomarkery zanétu jako C-reaktivni protein (CRP), interleukin-6 (IL-6) a faktor nadorové
nekrozy o (TNF-o) a markery destabilizace plaku (napt. myeloperoxidasa) (Tilea et al.,
2021).

Podle zpravy ,,World Heart Federation* lze vSak spravnym zavadénim specifictéjSich
nastroji pro diagnostiku predejyit az 80 % ptfedCasnych infarkth a mrtvic

(https://world-heart-federation.org/ (4. 3. 2024)).



2.1.2.1 Kardialni troponiny

Kardialni troponiny I (cTnl — ,,Cardiac troponin I*) a T (¢TnT — ,,Cardiac troponin T*)
jsou soucasti kontraktilniho aparatu myokardu. Piedpoklad je, ze cTns jsou exprimovany
pramenit z poranéného kosterniho svalu. Vzhledem k této skutecnosti jsou vyrazné
doporucovany vysoce citlivé testy pro cTns. Poskozeni myokardu je stanoveno, pokud je
hladina cTns zvySena nad 99. percentil referencni populace. Dynamické zvyseni (a)nebo
snizeni hladiny c¢Tns poukazuje na akutni poSkozeni myokardu, zatimco chronické

poskozeni je dano trvale zvySenou hladinou cTns (Thygesen et al., 2019).
2.1.2.2 Natriuretické peptidy

Mozkovy natriureticky peptid (BNP — ,Brain natriuretic peptide®) je biomarker
biomechanické zatéze. BNP je secernovan komorami, které reaguji na tenzi
kardiomyocyt (Chan & Ng, 2010). Krevni hladiny BNP a N-terminéalniho fragmentu
proBNP (NT-proBNP — ,,N-terminal pro B-type natriuretic peptide*) jsou v klinické praxi
pouzivané pro diagnostiku a posouzeni rizika srdecniho selhani. Doporuceno je pouziti
BNP nebo NT-proBNP ptedev§im u pacientl, u kterych se neprojevuje ST elevace na

EKG (Wang et al., 2020).
2.2 Klasifikace a nazvoslovi lipidi

Lipidy jsou malé hydrofobni ¢i amfipatick¢é molekuly. Jejich spole¢nou vlastnosti je
relativni nerozpustnost ve vod¢€ azaroven rozpustnost v nepolarnich organickych
rozpoustédlech. Lipidy jsou zdsadnimi soucasti vyzivy. Rovné€z jsou podstatné pro
pochopeni mnoha dulezitych patologickych stavii organismu. Dysregulace metabolismu
lipidil je spojena se zdvaznymi lidskymi onemocnénimi jako rakovina, Alzheimerova
choroba nebo KVO (Holcapek et al., 2018; Meikle et al., 2021).

Lipidy oznacuji heterogenni skupinu slou¢enin, pro niz bylo nutné vytvofit komplexni
klasifikacni systém. Poprvé byl klasifika¢ni systém lipida pfedstaven kolektivem autorti
Fahy et al. (2005), ktery rozdé¢lil lipidy do osmi tiid. Rozdé€leni do jednotlivych tiid
s piiklady zastupcii je ilustrovano v Tab. 1. Systém klasifikace, ndzvoslovi a chemické
struktury lipiddi jsou k dispozici ve strukturni databazi ,.LIPID MAPS Structure
Database* (LMSD). Jednotlivé lipidové tfidy maji dalsi subklasifika¢ni hierarchii, ktera
je rovnéz zaznamenand v LMSD. V soucasnosti LMSD ¢ita ptes 48 000 lipidovych
struktur a je tak nejvétsi lipidovou databéazi na svété (https://www.lipidmaps.org/, (5. 3.

2024)).

10


https://www.lipidmaps.org/

Tab. 1: Jednotlivé tiidy lipidt a piiklady slouCenin nalezejicich do urcité tiidy. Prevzato
a upraveno podle Fahy et al. (2005).

Ttida Zkratka  Ptiklad slouCeniny

Acyly  mastnych Acyl-FA dodekanova kyselina

kyselin

Glycerolipidy GL 1-hexadekanoyl-2-(9Z-oktadecenoyl)-sn-glycerol
Glycerolfosfolipidy GP 1-hexadekanoyl-2-(9Z-oktadecenoyl)-sn-glycero-3-fosfocholin
Sfingolipidy SP N-(tetradekanoyl)-sfing-4-enin

Sterolové lipidy ST cholest-5-en-3f-ol

Prenolové lipidy PR 2E,6E-farnesol

Sacharolipidy SL UDP-3-0-(3R-hydroxy-tetradekanoyl)-aD-N-acetylglukosamin
Polyketidy PK aflatoxin B,

Za dobu existence klasifikaéniho systému v ném bylo provedeno mnoho revizi

a aktualizaci, které jsou zahrnuty ve ¢lancich tymt Fahy et al. (2009), Liebisch et al.

(2013), Liebisch et al. (2020). Kolektiv autori Liebisch et al. (2013) zavedl

standardizovany zkraceny zapis lipidovych tiid za ucelem piesné anotace struktur

lipidovych druhti odvozenych z hmotnostné spektrometrickych analyz. Nize je uveden

vycet pravidel dle platné nomenklatury, ktery je nezbytny k pochopeni jednotlivych

nazvu lipid uvedenych v diplomové praci:

Obecné je prvni uvedena zkratka lipidové skupiny. Po ni nésleduje pocet
uhlikovych atomt a pocet dvojnych vazeb, mezi nimiz je umisténa dvojtecka
(pt. FA 18:1). V ptipadég, Ze je znam pocet uhliki a dvojnych vazeb na dalSich
acylovych fetézcich, je mezi jednotlivymi acylovymi fetézci zndzornéno
podtrzitko (Pt. PE 16:0 18:1, TG 14:0_16:0_16:1).

Poloha dvojné vazby je uvedena v zavorce za poctem dvojnych vazeb.
Cislovani je dle A-nomenklatury (neznama geometrie pt. FA 18:1(9)). Pokud
je konformace znama (Z pro cis, E pro trans), je uvedena spole¢né s ¢islem
v zavorce (pf. FA 18:1(9E)).

Zkratky ptipadnych funkénich skupin (OH — hydroxyl, O — keto skupina, Me
— methyl) jsou uvadény podle toho, zda je znama jejich poloha. Pfi nezndmé
poloze funkénich skupin je to napt. takto: FA 16:0 Me4, pii znamé poloze
funk¢nich skupin napt. timto zptisobem: FA 16:0(3Me,7Me,11Me,15Me).

U tfid GL a GP sn-pozice (sn-1, sn-2 asn-3) oznaCuje uhlik v molekule
glycerolu. Oznaceni sn (,,stereospecific numbering®) lze pouzit pro zapis

polohy substituentu pti vazbé na glycerolovou kostru.
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e V piipadé sfingolipidi je anotace zkratky dana poctem hydroxyla ve sfingoidni
kostie (m pro mono, d pro di, t pro tri) pied poc¢tem uhliki a dvojnych vazeb

(pt. zapisu ceramida (Cer): Cer(d18:1/16:0) nebo Cer 18:1;20/16:0).
2.2.1 Acyly mastnych kyselin

Acyly mastnych kyselin spolecné¢ s mastnymi kyselinami a jejich konjugaty tvori
karboxylové kyseliny s vice jak ¢tyfmi uhliky (tj. od kyseliny maselné). FA disponuji
riznou délkou dlouhych nerozvétvenych alifatickych fetézcti, které jsou zodpovédné za
jejich hydrofobni charakter. FA jsou pfevazné pfitomny v esterifikované formé
s glycerolem ¢i cholesterolem (Fahy et al., 2005; Tabassum & Ripatti, 2021). FA miizeme
dale délit na nasycené (obsahuji pouze jednoduché vazby mezi uhliky) a nenasycené
s jednou (MUFA — ,Monounsaturated fatty acids*) nebo vice dvojnymi vazbami
(PUFA — ,,polyunsaturated fatty acids). Za zminku stoji kyselina linolova (omega-6
PUFA) a kyselina linolenova (omega-3 PUFA), jez patii mezi esencidlni FA, které si
lidské télo neni schopné syntetizovat. Tyto dvé kyseliny jsou prekurzory pro tvorbu
dalSich omega-6 a omega-3 PUFA, kter¢ zastavaji diileZitou roli pii regulaci metabolismu
lipidl a aterosklerdzy (Tabassum & Ripatti, 2021). S rizikem KVO jsou spojovany vyssi
koncentrace omega-6 PUFA, celkovych PUFA aomega-3 mastné kyseliny
dokosahexaenové (Wiirtz et al., 2015). Strukturni vzorce vybranych omega-3 a omega-6

mastnych kyselin jsou ilustrovany na Obr. 3.

w6

HO
(97,127)-oktadeka-9,12-dienova kyselina (kyselina linolova, C18:2 A%12%)

B SN

®3

(47,77,10Z,137,167,197)-dokosa-4.7.10,13, 16, 19-hexaenovi kyselina
(dokosahexaenova kyselina, C22:6 A*7!0-13:16.19alkcisy

Obr. 3: Priklady strukturnich vzorci sloucenin nalezejicich do skupin omega-3 a omega-6
mastnych kyselin. Obrazek autora inspirovany strukturni databazi LMSD. Strukturni vzorce byly
nakresleny v programu ACD/ChemSketch.
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2.2.2  Glycerolipidy

Glycerolipidy vznikaji esterifikaci glycerolu jednou, dvéma nebo tfemi FA. Podle toho
jsou glycerolipidy (Obr. 4) roztfidény na monoacylglyceroly (MG), diacylglyceroly (DG)
a triacylglyceroly (TG). Glycerolipidy jsou oproti ostatnim lipidovym tiidam velmi hojné
zastoupeny v plazmé. NejrozsifenéjSimi glycerolipidy jsou TG, které tvofi pievaznou
soucasti zasobniho tuku ve tkanich. MG a DG pak reprezentuji meziprodukty pfi
biosyntéze ¢i hydrolyze TG a jejich funkce spociva v pfenosu signalu ve formé druhych
poslti (Tabassum & Ripatti, 2021). Jednotlivé TG hraji roli ipfi charakterizaci
metabolického syndromu a KVO. Skupina nasycenych a mononenasycenych TG byla
asociovana s vys$im rizikem KVO (Stegemann et al., 2014). Rovnéz byla popsana
souvislost mezi zvySenou hladinou TG a snizenou hladinou cholesterolu v lipoproteinech
o vysoké hustoté (HDL-C — ,,High-density lipoprotein cholesterol*). Pomé&r TG/HDL-C
byl korelovan s inzulinovou rezistenci a androidni obezitou, které mohou zvySovat riziko

KVO (Kosmas et al., 2023).

0 0
ol & ol g, 1
0
HO HO RZ—H—O
OH O—H—R3 o—l-’—R3
0 o}

Monoacylglycerol Diacylglycerol Triacylglycerol

Obr. 4: Zakladni strukturni skelety pro jednotlivé glycerolipidy nakreslené v programu

ACD/ChemSketch. Obrazek autora inspirovany strukturni databazi LMSD. Pozn., R; az R; ve
vzorcich zna¢i mastnou kyselinu.
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2.2.3 Glycerolfosfolipidy

Glycerolfosfolipidy, téz zkracené fosfolipidy, jsou DG (FA ptipojené v polohach sn-1
a sn-2 v molekule glycerolu) s fosfatidylesterem ptipojenym v poloze sn-3. Jednd se
o derivaty kyseliny fosfatidové a dle koncové esterové skupiny jsou dale déleny. Mezi
glycerolfosfolipidy se ftadi fosfatidylcholin  (PC), fosfatidylserin  (PS),
fosfatidylethanolamin (PE), fosfatidylinositol (PI), fosfatidylglycerol (PG) a kardiolipin
(CL). Mezi GP rovnéz patii lysofosfolipidy, které vznikaji hydrolyzou jedné z FA
fosfolipidu pomoci enzymu fosfatidylcholin 2-acylhydrolasy (fosfolipasa Ao,
EC 3.1.1.4). GP jsou ustfednimi slozkami bunénych membranovych struktur a maji
vyznamnou roli pfi bunécné signalizaci a jako zasobarna FA (Stephenson et al., 2017,
Tabassum & Ripatti, 2021). Strukturni vzorce vybranych glycerolfosfolipidi

a lysofosfatidylethanolaminu (LPE) jsou znazornény na Obr. 5.

Obr. 5: Strukturni vzorce vybranych glycerolfosfolipidti s vyznacenymi sn polohami u PC.
Obrazek autora inspirovany strukturni databazi LMSD. Strukturni vzorce byly nakresleny
v programu ACD/ChemSketch. Pozn., R; az R4 ve vzorcich znadi zbytek mastné kyseliny.
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2.2.4 Sfingolipidy

Spolecnym znakem sfingolipidii je sfingoidni kostra, kterd vznikéd de novo syntézou ze
serinu a mastného acyl-CoA s dlouhym fetézcem (Obr. 6). Nasledn¢ je pfemeénéna na
ceramidy (sfingoidni baze s amidovou vazbou FA), které¢ jsou prekurzory pro syntézu
Choi et al., 2021). K syntéze ceramidil piispivaji i dal$i dvé drahy (Obr. 6): syntéza Setiici
cestou a hydrolyza sfingomyelinu (SM) za katalyzy enzymu sfingomyelin fosfodiesterasy
(sfingomyelinasa, EC 3.1.4.12) (Kitatani et al., 2008). Sfingolipidy oplyvaji rozmanitymi
strukturnimi a signalnimi funkcemi. V organismu navic plni zdsadni biologickou roli.
Naptiklad zvysené hladiny ceramidi byly spojovany s inzulinovou rezistenci a jaterni
steatozou (ztuénéni jater) (Kolak et al., 2007; Raichur et al., 2019). ZvySené¢ hladiny
plazmatickych ceramidli a enzymu sfingomyelinasy maji rovnéz negativni dopad na
kardiovaskularni systém. Ceramidy jsou zodpovédné za zadrZovani lipoproteini v cévni
sténé, zhorSenou relaxaci srdecniho svalu aindukci programované bunééné smrti
(apoptozy) kardiomyocytd (Pan et al., 2014; Poss et al., 2020). Strukturni vzorce

ceramidu a sfingomyelinu jsou vyobrazeny na Obr. 7.

Syntéza Setfici cestou De novo syntéza
Ethanolamin- C16 mastny - .
L- Palmitoyl-CoA
1-fosfét *  aldehyd senn & Talmutoyl-t-o

S1P lyasa Serin-C-palmitoyltransferasa

Sfingosin-1-fosfat 3-ketosfinganin

Sfingosinkinasa S1P fosfatasa

Sfingosin Sfinganin

Mastné

Alkalicka kyseliny N

ceramidasa Ceramidsynthasa

. ‘ Ceramidsynthasa
Dihydroceramid
desaturasa . .
Ceramid Dihydroceramid
Sfingomyelinasa -oly
Ceramidfosfatasa Ceramidkinasa gomy Hydrolyza

sfingomyelinu

Sfingomyelinsynthasa

Ceramid- 1 -fosfat Sfingomyelin

Obr. 6: Schematické znazornéni tfech hlavnich cest, které fidi hladinu ceramidi v srdci a cévnim
endotelu. Pozn.: SIP — Sfingosin-1-fosfat. Pievzato aupraveno podle Choi et al., (2021)
a Tabassum & Ripatti, (2021).
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Obr. 7: Strukturni vzorce ceramidu a sfingomyelinu nakreslené v programu ACD/ChemSketch.
Obrazek autora inspirovany strukturni databazi LMSD. Pozn.: R znaci zbytek mastné kyseliny.

2.2.5 Sterolové lipidy

Sterolové lipidy jsou tvofeny sterolovym jadrem sloZenym ze Ctyt spojenych uhlikovych
kruhi (tzv. steran) (Obr. 8). Na pozici 3 kruhu A je charakteristicky pfipojena hydroxylova
skupina.

Cholesterol (Obr. 8) tvofi vice nez 99 % vsech plazmatickych sterold u savcu. Je to
nejjednodussi a nejcastéji stanovovany sterolovy lipid v klinické praxi. Cholesterol se
muze vyskytovat jak ve volné, tak v esterifikované formé. Estery cholesterolu, jez jsou
ve spojeni predev§im s lipoproteiny. Cholesterol je klicovym modulatorem fluidity
zivo¢iSnych membran. Cholesterol zvySuje propustnost membrany a na dvé molekuly
fosfolipidii ptfipadd jedna molekula cholesterolu. Zaroven cholesterol slouzi jako
prekurzor pro syntézu steroidnich hormoni, vitaminu D a Zluovych kyselin (Stephenson

et al., 2017; Racek et al., 2021; Tabassum & Ripatti, 2021).

Steran Cholesterol

Obr. 8: Strukturni vzorce steranového skeletu sterolovych lipidii a cholesterolu. Strukturni vzorce
byly nakresleny pomoci programu ACD/ChemSketch.
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2.2.6 Prenolové lipidy, sacharolipidy a polyketidy
Nedostatecnému prozkouméni pomoci lipidomickych analyz ¢eli dalsi tfi lipidové tiidy,
a to prenoly, sacharolipidy a polyketidy (Stephenson et al., 2017).

Syntéza  prenolovych lipidi je odvozena z pétiuhlikatych  prekurzori
isopentenyldifosfatu a dimethylallylpyrofosfatu. Mezi prenolové lipidy se fadi nékolik
vyznamnych sloucenin. Pfikladem mohou byt vitaminy A, E ajejich izoprenoidni
prekurzory, napi. karotenoidy, jez jsou dilezitymi antioxidanty (Fahy et al., 2005).
V literatuie vSak zatim neni popsano, ze by prenolové lipidy mély vliv na vznik nebo
progresi KVO (Bhargava et al., 2022).

Sacharolipidy jsou tfidou lipidl, kterd obsahuje sacharidovou c¢ast navazanou
k acylovym fetézcim. Sacharidova ¢ast nahrazuje glycerolové ¢asti molekuly, které jsou
soucasti glycerolipidli a glycerolfosfolipidi. Sacharolipidy tvofi struktury, jez jsou
kompatibilni s membrdnovymi dvojvrstvami. NejznaméjSimi sacharolipidy jsou
acylované glukosaminové prekurzory lipidové slozky A, kterd je soucasti
lipopolysacharidi vnéjsi membrany gramnegativnich bakterii (Fahy et al., 2005).

Polyketidy jsou tvofeny alesponn dvéma karbonylovymi skupinami, které jsou
propojeny uhlikem. Syntéza polyketida probihd v houbach ¢i bakteriich a nékteré z nich
disponuji vlastnostmi, diky nimz nachézi vyuziti v klinické praxi (Stephenson et al.,
2017). Ptikladem mulize byt vyuziti statini (napf. lovastatinu) ke snizeni morbidity
a mortality KVO. U pacientl s vy$§im rizikem KVO je obvykle jako prvni vyuzita pravé
lé¢ba pomoci statinli. Statiny jsou inhibitory (R)-mevalonat:NADP" oxidoreduktasy
(CoA acylované) (hydroxymethylglutaryl-CoA reduktasa, HMG-CoA reduktasa,
EC 1.1.1.34). HMG-CoA reduktasa je ustfedni enzym pro endogenni biosyntézu
cholesterolu. Uginek pak vyvola snizeni hladiny LDL-cholesterolu piiblizné o 20 % aZ
60 %. Zaroven dochazi ik mensimu poklesu hladiny TG amirnému narustu

HDL-cholesterolu v krvi (Racek et al., 2021).
2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC - ,High performance liquid
chromatography*) je nejpouzivanégjsi typ elucni chromatografie. HPLC je metoda, ktera
je vyuZivana pro separaci v organickych, anorganickych i biologickych materialech.
Mobilni fazi pti HPLC je typicky kapalina obsahujici vzorek jako smés rozpusténych
latek (Skoog et al., 2022). Separace a eluce jednotlivych analyti z chromatografického

systému je ovlivnéna nejen povahou mobilni faze, ale i nepohyblivé stacionarni faze.
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Vzorek je nandSen na zaCatek stacionarni faze a pohybem mobilni fize je undSen
chromatografickou kolonou. Jednotlivé slozky vzorku jsou pii prichodu systémem rizné
zadrzovany prostiednictvim interakci se stacionarni fazi. Cim déle latky se stacionarni
fazi interaguji, tim vice jsou zadrzovany a maji vétsi retencni Cas. Eluce jednotlivych
analytil je provedena za pouziti izokratické nebo gradientové eluce. Izokratické eluce se
vyznacuje mobilni f4zi o neménném slozenim. Gradientova eluce méa mobilni fazi, jejiz
elucni sila se zvySuje kvuli ménicimu se slozeni mobilni faze v ase. Nasledné jsou
detektorem zaznamenany separované zony analytl, které jsou eluovany z kolony.
Detekovany signal je preveden do elu¢ni kiivky, tzv. chromatogramu. Chromatogram je
dvourozmérny graf znazornujici zavislost intenzity signalu na Case analyzy, ktery je
sledovan detektorem. Zaznam z chromatografu je charakterizovan kiivkami

Gaussovského tvaru, které jsou obecné oznacovany jako piky (Novéakova et al., 2021a).
2.3.1 Chromatografické systémy s reverznimi fazemi

Chromatografie v systétmu sreverzni fazi (RP-HPLC - ,Reversed-phase
chromatography*) je nejuniverzalnéjsi separacni technikou HPLC pouZivanou k separaci
mnoha typil sloucenin. Slouc¢eniny vhodné pro separaci pomoci RP-HPLC by mély ve
své struktufe obsahovat hydrofobni ¢asti. AvSak 1 v ptipad¢ ptitomnosti polarnich ¢asti
v molekule je moZzné RP-HPLC pro separaci vyuZzit (Moldoveanu & David, 2022). Pti
RP-HPLC dochazi nejprve k eluci nejpolarngjsi slozky vzorku. Eluéni ¢as muze byt
prodlouzen zvySenim polarity mobilni faze (Skoog et al., 2022).

Mobilni faze mé v reverznim uspotfadani typicky polarné;si charakter neZ stacionarni
faze. Mobilni fadze ma typicky vodné-organickou povahu. Vodna sloZka sestava z vody,
pfipadné¢ mize byt tvofena i zfedénymi vodnymi roztoky kyselin ¢i bazi, anebo pufry.
Organickou slozku tvoii polarni organické rozpoustédlo misitelné s vodou.
Charakteristicky se jedné o polarni slouceniny jako methanol ¢i acetonitril, ale také méné
polarni isopropanol a tetrahydrofuran (Novéakova et al., 2021a).

Stacionarni faze pro RP-HPLC jsou hydrofobniho charakteru. Dlouh¢ uhlikaté fetézce
vazané na povrch sorbentu (nejéastéji na silikagel ¢i jiné kovové oxidy) jsou hlavnimi
staciondrnimi fazemi pro RP-HPLC. Reverzni faze na bazi silikagelu jsou nejvice
rozsifenym typem nosi¢i v HPLC (Novakova et al., 2021a). NejbéZnéjSimi nepolarnimi
vazanymi fazemi jsou oktadecylova (Cis) a oktylova (Cs). Mezi dals$i stacionarni faze
patii faze s kratkym alkylovym fetézcem (Ci, Cz a Cs) a dlouhé alkylové faze (Cz7 ¢i C3o)

pouzivané pro specidlni aplikace. Mezi stacionarni faze vykazujici specifické vlastnosti
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se tfadi napt. fluorované nebo fenylové faze. Fenylové faze jsou také hydrofobniho
charakteru, ale pfi separaci vyvijeji specidlni n-mt interakce s prochazejicim vzorkem.
Prostfednikem mezi hydrofilnimi a hydrofobnimi fazemi jsou kyanopropylové faze
(Moldoveanu & David, 2022).

Stacionarni faze disponujici delsim alkylovym fetézcem (ptedevsim Cso) jsou uzitecné
pro separaci ¢astecné nepolarnich komponent. Tyto faze také vykazuji vEtsi retenci pro
polarni i nepolarni molekuly nez vétSina Cig fazi (Moldoveanu & David, 2022). Na
zaklad¢ vlastnosti by staciondrni faze C3o méla mit slibné vyuziti v lipidomické analyze
biologickych vzorkl. Stacionarni faze C3o v porovnani se stacionarnimi fazemi Cs a Cig
muzou poskytovat vétsi pocet teoretickych pater (uzsi piky), jelikoz zajist'uji interakci
mezi hydrofobnimi postrannimi fetézci a stacionarni fazi. Pti pouziti faze Cso se zvySuje
1 délka eluce gradientu, kterd vétSinou trva od 10 do 30 minut. Diky tomu jsou stacionarni
faze C3o vhodné pro separaci lipidi z divodu vzajemné podobnosti lipidovych struktur
nalezejici stejné lipidové tiidé. Chromatografie na reverzni fazi Czo s hmotnostnimi
spektrometry s vysokym rozliSenim je rovnéZz vhodné pro detekci nejvétsiho mozného
poctu lipidd, rozliSeni izobarickych iontl a cis/trans izomera lipidit (Narvaez-Rivas &

Zhang, 2016; Pham et al., 2019; Jankevics et al. 2021).
2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS — ,,Mass spectrometry*) je metoda, pomoci niz se méfi
pomér hmotnosti molekuly a jejiho néboje (m/z). Hmotnostni spektrometr je uzptisobeny
k analyze smési, coz je vhodné pro studium biologickych materialti. Instrumentace
hmotnostniho spektrometru je schematicky ilustrovdana na Obr. 9. Instrumentace
hmotnostnich spektrometrii je prakticky neménnd asklada se ziontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. VSechny tfi jmenované prvky hmotnostniho
spektrometru pracuji ve vakuovych podminkach s vyjimkou iontovych zdroja pracujicich
za atmosférického tlaku (De Hoffmann & Stroobant, 2007; Gross 2017; Smoluch et al.,
2019).
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Obr. 9: Zakladni prvky hmotnostniho spektrometru.

Analyza v hmotnostnim spektrometru za¢ina produkci iontl z analyzovaného vzorku
v iontovém zdroji. V soucasnosti se vyuziva predevsim mekkych ioniza¢nich technik. Pti
metabolomickych experimentech vyuzivajicich kapalinovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS — ,,Liquid chromatography-mass spectometry*)
dominuje ionizace pomoci elektrospreje (ESI — ,,Electrospray ionization®). ESI u¢inné
ionizuje polarni az stfedné polarni vzorky. Déle se casto vyuziva také technik
komplementarnich k ESI, ato chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI —
»Atmospheric pressure chemical ionization®) a fotoionizace za atmosférického tlaku
(APPI — ,,Atmospheric pressure photoionization®), které¢ jsou vhodné pro ionizaci analytti
s niZ8i polaritou (Perez de Souza et al., 2021).

Nasledné hmotnostni analyzator rozdé€li produkované ionty podle jejich m/z. V ptipadé
tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS — ,,Tandem mass spectrometry*) jsou
vybrané ionty dale fragmentovany a analyzovany az druhym analyzatorem. Kazdému
fragmentu je pfifazen pomér m/z vztazeny k m/z pekurzorového iontu (De Hoffmann &
Stroobant, 2007; Smoluch et al., 2019).

Detekce iontl je rozhodujici pro citlivost hmotnostniho spektrometru. Pomoci
detektoru se méii mnozstvi vystupujicich iontll z analyzatoru a pfevadi je na elektricky
signal. Zpracované signaly jsou zaznamendny ve vystupnim zafizeni, ktery umozni
sestrojeni hmotnostniho spektra. Hmotnostni spektrum je dvourozmérny graf
reprezentujici pomér m/z vici intenzité signalu (De Hoffmann & Stroobant, 2007; Gross

2017; Smoluch et al., 2019).
2.4.1 Hmotnostni spektrometry s vysokym rozliSenim

Hmotnostni spektrometry s vysokym rozliSenim (HRMS — ,High resolution mass
spectrometry*) se vyznacuji vysokou ptesnosti ur€eni m/z (s hmotnostni chybou mensi

nez 1 ppm) (Smoluch et al., 2019). HRMS pfistroje jsou Casto pouzivany v ,,omickych*
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disciplinach pii analyze molekul s vy$si hmotnosti (proteiny), ale i pfi analyze malych
molekul a lipidii (Schweppe et al., 2019; da Silva et al., 2021). RozliSovaci schopnost
(,,resolving power*) hmotnostniho analyzatoru je nutna k oddé€leni dvou piki s mirné
rozdilnymi hodnotami m/z (tzv. izobarick¢ hmotnostni piky). Formalné tyto dva piky
odpovidaji iontim s riiznymi molekulovymi vzorci, ale stejnou nomindlni hmotnosti.
RozliSovaci schopnost je ddna pro kazdy hmotnostni spektrometr na zaklad¢ urceni
rozliSeni piku v poloviné maxima (FWHM — ,Full width at half maximum®). Vysoka
hodnota rozliSeni umoznuje lepsi oddéleni hmotnostnich pikii azvySeni poctu
detekovanych latek. Striktni hranice mezi hodnotami pro nizkou ¢i vysokou rozliSovaci
schopnost neexistuje, avSak obecné mezi HRMS pfistroje patii ty, jez maji rozliSovaci
schopnost vétsi nez 10 000. Mezi HRMS s ultravysokym rozliSenim fadime pfistroje
s rozliSovaci schopnosti vyssi nez 100 000, kam spada iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci (FT ICR — ,,Fourier transform ion cyclotron resonance),
hmotnostni analyzator na principu orbitalni pasti (Orbitrap) a novéjsi pfistroje na principu
analyzatoru doby letu (TOF — , Time-of-flight) (De Hoffmann & Stroobant, 2007,
Najdekr et al., 2016; Deschamps et al., 2023).

2.4.1.1 Orbitrap

Orbitrap je hmotnostni analyzator s elektrostatickou iontovou pasti, ktery byl poprvé
pfedstaven ruskym fyzikem Alexanderem Makarovem (Makarov, 2000). Orbitrap je
fazen mezi nejnovejs$i hmotnostni analyzatory, ackoliv jeho zdklady sahaji do minulého
stoleti do roku 1923, kdy byl poprvé Kingdonem popsan princip orbitalni pasti (Kingdon,
1923).

Obecné se Orbitrap sklada z jedné centralni a dvou vnéjSich elektrod. Vnéjsi elektrody
ve tvaru poharku jsou sméfovany dovnitt a zajiStuje je stfedovy prstenec z dielektrika.
Vietenovita centrdlni elektroda pak udrzuje strukturu pasti pohromadé a vyrovnava ji
prostiednictvim koncovych dielektrickych prvkii. Do prostoru mezi centralni a vnéjsi
elektrodou jsou injektovany ionty. Jakmile je mezi elektrody pfivedeno napéti, tak
elektrické pole bude podél osy striktné€ linearni. Z toho vyplyva, Ze oscilace iontli budou
vtomto sméru harmonické ave stejném cCase budou ionty pfitahovany k centralni
elektrodé v dasledku radidlni slozky pole. Vnégsi elektrody slouzi jako detektor
obrazového proudu oscilujicich iontti. Obrazovy proud v Casové oblasti je nésledné
pomoci Fourierovy transformace pteveden do frekvencni oblasti (Zubarev & Makarov,

2013; Hecht et al., 2019).
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Prvni pfistroj LTQ Orbitrap pracujici na principu orbitdlni pasti byl zkonstruovan
firmou Thermo Electron (v soucasnosti Thermo Fisher Scientific, Brémy, Némecko)
avroce 2005 byl uveden na trh (Zubarev & Makarov, 2013). Nasledn¢ byl vyvoj
Orbitrapu smétovan k citlivéj§im analyzam, ¢imz doslo k vylepSeni C-pasti (,,C-trap")
tak, aby poskytovala vyssi propustnost iontt (LTQ Orbitrap XL). Pfidani kolizni cely za
C-past m¢lo za cil dosahnout disociace indukovanou vys§imi energetickymi srazkami
(HCD - ,,Higher-energy collisional dissociation®). Diky tomu bylo mozné ziskavat
strukturni informace o slouceninach, které¢ diive pii nizkoenergetické fragmentaci CID
(,,Collision-induced dissociation*) nebyly dosazitelné (McAlister et al., 2007; Zubarev &
Makarov, 2013). Dalsi soucasti Orbitrapu se stal skladany radiofrekvencni iontovy vodic,
tzv. S-¢ocka (,,S-lens*). S-Cocka témet desetindsobné zvysila efektivitu pfenosu v rezimu
MS/MS a az pétinasobné zvysila analyza celého skenu (,,full-scan*) hmotnostnich spekter
(Zubarev & Makarov, 2013). Vroce 2011 byl pifedstaven pfistroj Orbitrap Elite.
RozliSovaci schopnost byla oproti pfedchozimu pfistroji Orbitrapu zvétSena Ctytikrat na
hodnotu 240 000 pti m/z 400 se standardnim pfechodem 768 ms (Michalski et al., 2012).

Vzhledem k rozSifeni pouziti Orbitrapu v rutinnich analyzach byla potfeba vyvoje
jednodussich a levnéjSich piistroji (Hecht et al., 2019). Orbitrap Exactive pfedstavovaly
novou rodinu jednodusSich, stolnich pfistroji, které nalezly misto v proteomickych
a lipidomickych studiich (Kelstrup et al., 2018; Zhang et al., 2021). Obrovsky rust
zaznamenaly pfistroje Q Exactive, kde v ramci jejich instrumentace ptibyl vstfikovaci
flatapdl se schopnosti selektovat ionty a kvadrupolovy hmotnostni filtr. Flatapdl ma
schopnost selektovat ionty s nizkym rozliSenim jest¢ pied selekci iontd pfi vySSim
rozliSeni v ramci kvadrupolu. Pfistroj je rovné€z vybaven kompaktnim ,,ultra high-field*
analyzatorem Orbitrap (Q Exactive HF). Ten umoziuje vyssi frekvenci oscilace iontt,
coz vede ke dvojnasobnému zvySeni rozliSeni pii totoZzném Case skenovani oproti pfistroji
Orbitrap Elite. Rovnéz lze alternativné i zdvojnésobit rychlost skenovani pfi zachovani
stejného rozliseni jako u Orbitrap Elite (Scheltema et al., 2014).

Nejnovéjsi orbitrapové zatizeni pracuji na platformé Tribrid. V jednom integrovaném
zafizeni fady Tribrid je zprostfedkovano zapojeni tfi riznych hmotnostnich analyzatort.
Generace Tribrid kombinuje Orbitrap, kvadrupol a iontovou past. Izolace iontli miize
probihat v kvadrupdlu nebo v hmotnostnim analyzatoru na principu iontové pasti.
Fragmentace iontd probihé na libovolné trovni vicestupiiovych experimentit MS (MS"),
kde je umoZznéna opétovna fragmentace produktovych ionti z MS/MS. Fragmenty iontl

muzeme generovat pomoci HCD, CID a na nékterych pfistrojich vybavenych disociaci
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prenosem elektronti (ETD —,,Electron transfer dissociation®). Na zavér jsou prekurzorové
a fragmentacni ionty detekovany piimo v analyzatoru Orbitrap, popfipadé je mozné

vyuziti iontové pasti (Hecht et al., 2019; He et al., 2023).
2.4.1.2 Orbitrap Exploris 480 MS

Ptistroje Orbitrap Exploris patii mezi dalsi generaci s dvéma hmotnostnimi analyzétory
v jednom zatizeni. Na Obr. 10 je vyobrazena instrumentace pfistroje Orbitrap Exploris
480 MS. Prvni soucasti je elektrosprej, kde vznikaji ionty analytd, které prolétavaji skrz
vyhtivanou transferovou trubici do rozhrani mezi atmosférou a vakuem. Toto je zajiSténo
pomoci elektrodynamického trychtyfe s radiofrekvenénim napédjenim. Poté jsou ionty
pfeneseny pies hmotnostné selektivni vstfikovaci filtr s piepinatelnymi frekvencemi.
Mezi elektrodynamickym trychtyfem a injekénim filtrem je umistén iontovy zdroj
EASY-IC, jenZ poskytuje stabilni tok kalibra¢nich iontli fluoranthenu. Fluoranthenové
ionty maji dané hodnoty m/z pro pozitivni (m/z = 202,0777) a negativni ioniza¢ni méod
(m/z =202,0788). To umoziuje autodiagnostiku a udrzeni stabilni tirovné ppm po nékolik
dni. Ionty déle prolitaji axidlnim elektrickym polem ptes zahnuty flatapol. Po srazkovém
ochlazeni (sniZeni kinetické energie iontil), ke kterému dochazi ve flatapdlu, jsou ionty
pfeneseny skrz urychlovaci €ocku do kvadrupdlu. Pii opusténi kvadrupolového
hmotnostniho filtru je svazek iontti délenou ¢ockou propoustén, blokovan nebo piipadné
vychylovan na povrch elektrometru. V rezimu transmise ionty pronikaji transportnim
multipélem pies C-past do kolizni cely (IRM — ,lon Routing Multipole*) naplnéné
dusikem. VIRM jsou ionty zachyceny adle potieby fragmentovany. Lze také
fragmentovat vice prekurzorovych iontd postupné na zaklad€é jejich optimélnich
srazkovych energii. Pfenos iontil zp&t z IRM do C-pasti je zajistén pouzitim pulsu. Puls
sniZi stejnosmérny posun ty¢i IRM, ¢imz dojde k odsunu vSech iontl nachéazejicich se
blizko vstupni ¢ocky IRM. Uvnitt C-pasti dochéazi k sniZeni kinetické energie ionti
a napéti na vSech elektrodach je zvySeno na optimalni uroven pro vsttikovani ionti do
Orbitrapového analyzatoru. Silnd fokusace iontll s minimalnimi ztrdtami je zajiSténa
aplikaci stejného extrakéniho napéti na vSechny elektrody kromé $térbinové vysuvné

elektrody (Hauschild et al., 2020).
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Obr. 10: Instrumentace pfistroje Orbitrap Exploris 480 MS. Pievzato a upraveno podle Hauschild
et al. (2020).

V ptipadé¢ Orbitrapu Exploris 480 jsou ionty detekovany pii napéti 4 kV, jez je
pfivedeno mezi centralni a vnéjsi elektrodu. Rovnéz pftistroj diky nastavitelnému
pocatecnimu napéti a kapacité disponuje Sirokym hmotnostnim rozsahem (,,Mass range*)
m/z 40—8 000. Pro cely hmotnostni rozsah je umoZnéno pouZiti jednoho kalibra¢niho
napéti. Standardni Orbitrap Exploris 480 dosahuje rozliSovacimi schopnostmi od 7 500
do 480 000 pii hodnoté m/z 200 (Hauschild et al., 2020). Kolektiv autori Denisov et al.
(2021) ve své praci zkouSeli analyzu i s vy$S§im rozliSenim. S pouzitim 2 048, 4 096
a 8 192 ms prechodli by rozliSovaci schopnost €inila kolem 1 az 2 miliond pii m/z 200

(Denisov et al., 2021).
2.4.1.3 Orbitrap Tribrid Ascend

Nejnovéjsim piirGstkem do rodiny ptistrojit Tribrid se stal Orbitrap Ascend. Konstrukce
pfistroje Orbitrap Ascend (Obr. 11) je vylepSena pfidanim druhého IRM pied C-past. Dva
IRM spolecné zvysuji rychlost a citlivost skenovani. To néasledné vede ke generovani
vétstho poctu kvalitngjS§ich MS/MS  spekter. Dal§i soucéasti je iontovy zdroj
»Auto-Ready*, ktery slouZzi jako automaticky kalibrator. Alternativni fragmentace iontt
pro lipidomické (a)nebo proteomické experimenty je umoznéno pomoci ultrafialové

fotodisociace (UVPD — ,Ultraviolet photodissociation®). Fragmentace ionti pomoci
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UVPD mtize probihat v libovolném stupni MS" s naslednou detekci v iontové pasti nebo
Orbitrapu. Diky generovani bohatych fragmentacnich vzori by UVPD méla piinaset
informace o sté¢zejnich  strukturnich rysech slou¢enin (He et al, 2023;
https://www.thermofisher.com/cz/en/home.html/ (8. 3. 2024). UVPD byla pouzita napf.
k lokalizaci dvojnych vazeb v acylovych fetézcich lipidi ¢i sn-polohy v rdmci acylovych

fetézcl u fosfolipidl (Brodbelt et al., 2020).
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Obr. 11: Instrumentace pfistroje Orbitrap Ascend Tribrid. Pievzato a upraveno podle
https://www.thermofisher.com/cz/en/home.html/ (8. 3. 2024).
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2.5 Metabolomika

Metabolomika je definovdna jako komplexni analyza nizkomolekularnich sloucenin
pfitomnych v biologickém systému. Metabolomika byla poprvé definovana koncem
90. let 20. stoleti (Oliver et al., 1998). Metabolomika nachazi vyuziti predevSim
v oblastech botaniky, farmakologie, mediciny a v poslednich letech i pii vyzkumu
zivotniho prostfedi (Hajjar et al., 2023). Metabolomika vedle genomiky, transkriptomiky
a proteomiky patii mezi tzv. ,,omické* védy. Diky modernim metoddm ,,omickych* véd
v kombinaci s bioinformatickymi nastroji jsme schopni ziskdvat SirSi znalosti
o patofyziologickych, molekuldrnich a funkénich zménach v biologickém systému
(Jacob et al., 2019; Miiller et al., 2021). Metabolomika umoziuje méteni velkého
mnozstvi metabolitii v biologickych vzorcich jako je krevni plazma, mo¢ nebo jednotlivé
tkan¢ (Miiller et al., 2021). Tyto informace o metabolickych stavech by mohly slouzit
ke zlepSeni diagndzy, prognozy a identifikaci casnych specifickych zmén pti vzniku
a progresi kardiovaskularnich onemocnéni (Beger et al., 2016; Miiller et al., 2021).
Klini¢ti lékafi dodnes zachycuji rutinné jen uzky soubor metaboliti k posouzeni
zdravotniho stavu pacienta. Piikladem mulze byt stanoveni cholesterolu a poméru
HDL/LDL pro hodnoceni kardiovaskularniho zdravi (Beger et al., 2016; Meikle et al.,
2021).

2.5.1 Lipidomika

Lipidomika je védeckd disciplina zabyvajici se identifikaci zmén v lipidovém
metabolismu a signalnich procesi zprostitedkovanych lipidy, které reguluji homeostazu
ve zdravém 1 nemocném organismu. Lipidomika byla poprvé piedstavena v roce 2003
(Han & Gross, 2003).

V lipidomice se prakticky vyhradné¢ pouziva analyza pomoci elektrosprejové
hmotnostni spektrometrie (ESI-MS). Diky ESI-MS jsem schopni identifikovat velké
mnozstvi jednotlivych druhti lipidd zatazenych do nékolika tfid (Reis et al., 2015). V
lipidomice se pak vyuzivaji tfi hlavni analytické techniky zahrnujici ,,shotgun
lipidomiku bez chromatografické separace, vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) a hmotnostné spektrometrické
obrazkovani (MSI — ,,MS imaging*) (Hol¢apek et al., 2018). Strucny piehled pracovniho

postupu vyuzivaného pfti lipidomickych experimentech je ilustrovan na Obr. 12.
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Obr. 12: Piehled pracovniho postupu v klinické lipidomice. Pfevzato a upraveno podle Kvasnicka
et al. (2023) a Rakusanova et al. (2023).

V ptipadé ,,shotgun* lipidomiky se ptivadi surovy lipidovy extrakt rovnou do MS. Pii
piimém skenovani hmotnostnich spekter je tfeba vyuzivat HRMS pfistroje, ptipadné Ize
pouzit MS s nizkym rozliSenim ve spojeni s iontovou mobilitou (DIMS — , Differential
ion mobility spectrometry®) (Lintonen et al., 2014, Hol¢apek et al., 2018). Metoda
»shotgun® lipidomiky se vyuzivé pfedevsim diky jednoduchosti provedeni experimentu,
ucinnosti a cenové dostupnosti. VSechny druhy lipid nalezejicich urcité tfidé je mozné
detekovat v rdmci jedné akvizice MS/MS piimo ze surového lipidového extraktu (Cajka
& Fiehn, 2016). ,,Top-down* a ,,bottom-up* lipidomika jsou dva zplisoby, kterymi lze
lipidy analyzovat pomoci piimé infuze do MS (Eggers & Schwudke, 2018). ,,Top-down*

pristup umoznuje presné stanoveni hmotnosti a urceni chemického slozeni. Obsah
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heteroatomt je charakteristicky pro spoustu lipidovych tfid. Ttidy lipidi jsou nésledné
typicky determinovany obsahem heteroatomti a druhy lipida lze pfiradit podle délky
alifatickych fetézci a poctu dvojnych vazeb (Kim et al., 2013, Reis et al., 2015, Eggers
& Schwudke, 2018). Zakladnim principem ,bottom-up“ analyzy je identifikace
specifickych fragmentii poldrni ¢asti urCitych tfid lipidii a mastnych kyselin v MS".
(Eggers & Schwudke, 2018, Schuhmann et al., 2019).

Lipidomicka analyza provadénda pomoci HPLC-MS ma v porovnani se ,,shotgun‘
lipidomikou né€kolik vyhod. Hlavni vyhodou HPLC-MS je Siroky vybér
chromatografickych separac¢nich systémd, které lze uzpusobit prakticky vSem typtim
existujicich izomert lipidi. Dal§imi vyhodami je potladeni efektu iontové suprese
a moznost separace jednotlivych molekul na zdklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti
(Cajka & Fiehn, 2016; Holcapek et al., 2018; Novakova et al., 2021b). Nejcastéji je
vyuzivana HPLC separace v systému reverznich fazi, kde jsou lipidy rozdéleny na
zaklad¢ lipofility, ktera je fizena acylovym fetézcem nebo poc¢tem dvojnych vazeb (Triebl
et al., 2017; Novakova et al., 2021b). Ddle je mozné pouzivat hydrofilni interakéni
chromatografii (HILIC — ,Hydrophilic interaction chromatography*), kde dochazi
k separaci lipid podle polarity funk¢nich skupin (Pham et al., 2019; Novakova et al.,
2021b). Podle poctu apolohy dvojnych vazeb lze pak také vyuzit argentacni
chromatografii (Ag-HPLC — ,Silver ion high performance liquid chromatography*)
(Rezanka et al., 2014; Novakova et al., 2021D).

MSI se vyuziva k ziskani cennych informaci o distribuci molekul v tkanich. MSI je
vyuzivana pro necilenou analyzu bez znaceni a s vysokou citlivosti naptiklad poskytuje
vizualizaci riznych tfid lipidi v podobé molekularni mapy. Molekularni mapy pfispivaji
k pochopeni metabolismu na zéklad¢ snizenych ¢i zvySenych regulaci jednotlivych
molekul. Pro MSI se pouzivaji techniky jako laserova desorpce/ionizace za ptitomnosti
matrice (MALDI - ,Matrix assisted laser desorption/ionization®), hmotnostni
spektrometrie sekunddrnich iontd (SIMS — ,Secondary Ion Mass Spectrometry*)
a desorp¢ni ionizace elektrosprejem (DESI — ,,Desorption electrospray ionization®)

(Lanekoff et al., 2014; Bednarik et al., 2022).
2.5.2 Cilena lipidomika

Cileny lipidomicky pfistup se vyuZiva, pokud je potieba identifikovat a kvantifikovat
pfedem definované skupiny lipidi (Xu et al., 2020; Reinicke et al., 2022). Pfi analyze

zalozené na MS dochdzi k selektivnimu vybéru znamé molekuly lipidu nebo skupiny
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lipidd pomoci monitorovani vicenasobnych reakci (MRM — ,Multiple reaction
monitoring*) a monitorovani paralelnich reakci (PRM — ,,Parallel reaction monitoring*)
(Khan et al., 2020). PRM nebo také MRM s vysokym rozliSenim jsou strategii, kde
dochazi kizolaci prekurzorového iontu v ramci prvniho hmotnostniho spektrometru
(MS1) ajeho fragmentaci v rdmci druhého hmotnostniho spektrometru (MS>). Veskeré
fragmentové ionty MS/MS jsou paralelné sledovany na hmotnostni analyzatoru
s vysokym rozliSenim a ,,full-scanem* (Zhou et al., 2016). Cileny pfistup ma predevsim
vyhodu v jeho vysoké specifité, selektivité apiesné kvantifikaci. Velké mnozstvi
nezndmych metabolitil vSak zlstava nedetekovano, ¢imz tento pfistup ztraci potencial
v nalezeni novych druht lipida (Khan et al., 2020). Necilené HRMS metody jsou stale
daleko od zavedeni v klinické ruting, proto jsou nejcastéji v klinické praxi provadény
cilené metody zaloZzené na LC-MS/MS (Salihovic et al., 2023).

2.5.3 Necilena lipidomika

Necileny lipidomicky pfistup je optimalizovan tak, aby byl identifikovan co nejvétsi
pocet lipidii pfitomnych v analyzovaném biologickém materidlu. Aplikace necilené¢ho
pfistupu miiZze pfinést nové znalosti o mechanismech onemocnéni, vetné objeveni
potencidlnich biomarkerd pro prevenci, diagnostiku nebo 1é¢bu lidskych onemocnéni
(dos Santos & Vuckovic, 2024).

Pro identifikaci lipidl jsou nezbytné Ctyfi analytické parametry. Témi Ctyfmi
parametry jsou retencni Cas, pfesné uréeni m/z prekurzorového iontu, izotopovy pomér
a porovnani dat MS/MS s referen¢nimi databazemi (Magny et al., 2020). K méfeni
MS/MS a MS" dat slouzi dva hlavni pfistupy: akvizice zavisla na datech (DDA —
»Data-dependent acquisition”) anezavisld na datech (DIA - , Data-independent
acquisition®).

Pti ptistupu DDA se ziskdvaji MS/MS spektra vybérem prekurzorovych iontt
z ,.full-scanu® (MS;, Full-MS). Prekurzorové ionty vybrané pii skenovani v ramci MSi
jsou nasledné izolovany a fragmentovany za zisku MS; spekter. V ramci DDA se
prekurzorové ionty vybiraji pomoci malého izolacniho okna (obvykle do 1 Da). Diky
tomu piistup DDA poskytuje informativnéjsi a CistSi (jednodussi) MS/MS spektra. Dalsi
vyhodou DDA ve srovndni s DIA je, Ze MS/MS spektra jsou rovnou pfipravena
k zpracovani, protoze nemusi prochéazet dekonvoluci. Dekonvoluce je proces, kdy
dochazi k oddéleni spektralniho piekryvu spoleéné eluovanych komponent. Nevyhodou

je fragmentace omezeného poctu iontli v ramci jednoho nastiiku (Barbier Saint Hilaire et
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al., 2020; Guo & Huan, 2020; Davies et al., 2021; Defossez et al., 2023). Vybér
prekurzorovych iontlh mize pii DDA také vést k nizké reprodukovatelnosti, jelikoz je
uptfednostnén k fragmentaci vybér biologicky méné relevantnich iontti (Barbier Saint
Hilaire et al., 2020). Tyto nevyhody se vSak daji obejit pomoci inteligentniho DDA
méfteni, tzv. AcquireX (Thermo Fisher Scientific) (Schwaiger-Haber et al., 2021; Cooper
& Yang, 2024).

Pristup DIA je méné selektivni nez DDA. S pomoci DIA lze teoreticky generovat
MS/MS spektra pro vSechny prekurzorové ionty. To souvisi s detekci a néslednou
identifikaci vétsiho mnozstvi metaboliti, které jsou v nizsich koncentracich. Oblibenou
metodou DIA je SWATH (,,Sequential Window Acquisition of all THeoretical
fragment-ion spectra®“). Pomoci SWATH je moZno pokryt cely rozsah hmotnosti vybérem
Sirokého rozsahu m/z prekurzorovych iontl a izolaénich oken v rozmezi ptiblizné mezi
10 az 50 Da. VSechny ionty v ramci izola¢nich oken jsou fragmentovany soucasn¢.
Vzhledem k $ifce rozsahu m/z aizolacnich oken miize dojit ke ztrat¢ informaci
o prekurzorovém iontu a jeho odpovidajicimu fragmentu. Zpracovani s naslednou anotaci
al., 2020; Guo & Huan, 2020). Vhodnym programem pro zpracovani dat z DIA miize byt
MS-DIAL (http://prime.psc.riken.jp/). MS-DIAL napomahd k spektralni dekonvoluci.
MS/MS spektra jsou po dekonvoluci ¢istSi a mize tak dojit k lepsi anotaci neznamych
sloucenin (Davies et al., 2021)

Pouziti molekularni siti (MN — ,,Molecular network*) se ukazalo jako vhodny nastroj
pro hledani struktur nezndmych slouc¢enin. MN ptedstavuji vypocetni strategii, ktera se
zaméfuje na organizaci a vizualizaci velkého poctu strukturné piibuznych molekul
pomoci jejich MS/MS nebo MS" spekter. Predpokladem je, Ze ptibuzné molekuly maji
podobna produktova iontova spektra. Pomoci online platformy GNPS (,,Global Natural
Products Social Molecular Networking®, https://gnps.ucsd.edu/) jsme schopni
vizualizovat soubor molekul se strukturni podobnosti do MN (Magny et al., 2020).

Necileny pfistup mlzZe rovnéz pfindSet kvantitativni informace o lipidech na zékladé
relativniho mnoZstvi nebo semikvantifikace pomoci stabilnich znacenych standardi
(Kvasnicka et al., 2023; dos Santos & Vuckovic, 2024). Informace o kvantit¢ hraji
dualezitou roli pro posouzeni velikosti biologického ucinku. Umoziuji také srovnavani
souborti ziskanych dat, které byly vytvofeny za pomoci rtznych technologickych
platforem (Reisz et al., 2019). Vzhledem k chemické rozmanitosti a velkému mnozstvi

lipidt je jejich absolutni kvantifikace komplikovana (Rampler et al., 2018). VéEtSinou je
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kvantifikace provedena ptidanim alesponl jednoho vnitiniho standardu o dané koncentraci
pro kazdou podtiidu lipidi. Vnitini standardy jsou pifidavany ke vzorku v malych
objemech, piipadné¢ jsou soucasti extrak¢nich rozpoustédel (Zhang et al., 2022;

Rakusanova et al., 2023).
2.5.4 Zpracovani dat a anotace sloucenin

Nedilnou soucasti lipidomickych experimentd je zpracovani souboru dat po
instrumentalni analyze. Strategie pro zpracovani a interpretaci dat snizuji pocet falesné
pozitivnich (FPV) a faleSn¢ negativnich vysledk (FNV). Rovnéz by mély piinaSet
informace o lipidovych strukturach a jejich ptfipadné zvysenou ¢i snizenou hladinu ve
vzorcich (Ulmer et al., 2017).

Obecny postup (,,pipeline) pro zpracovani dat zahrnuje nékolik kroki, jako je
filtrovani dat, detekce metabolitt (,,features®), zarovnani chromatografickych pikii naptic
vzorky, doplnéni chybéjicich pikd, které algoritmus minul (,,gap filling™), sestaveni
avyhlazeni chromatogramti. Rovnéz by pomoci ,pipeline“ meéla byt splnéna
deizotopizace, resp. odstranéni '*C konkrétnich metabolitli, a anotace adukti (napf.
[M+H]" ¢i [M+Na]"). Soubor dat je dale filtrovan ipodle slepého vzorku metody
(,,blank*) a vzorki kontroly kvality (QC — ,,Quality Control*) (Ulmer et al., 2017,
Rakusanova et al., 2023). Pro zpracovani dat existuje n¢kolik moznych programt jako
napf. XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu/), MZmine 3 (https://mzmine.github.io/)
nebo CompoundDiscoverer 3.3 SP3 (CD 3.3, https://mycompounddiscoverer.com/).
XCMS disponuje online prostorem pro zpracovani dat a skriptem v softwaru R
(https://www.r-project.org/) pro statistickou analyzu a grafickou interpretaci dat (Smith
et al., 2006). ,,Open-source software MZmine je pro lipidomiky zajimavy tim, Ze ma
vestavéné funkce pro anotaci a identifikaci lipidi (od verze 2.34). Rovnéz MZMine
predstavuje moznost sledovat ptislusné produktové ionty MS/MS slouzici k lokalizaci
polohy dvojné vazby (Korf et al., 2019). Software CD 3.3 sbird nezpracovana data pro
kazdy analyzovany vzorek. CD 3.3 slouzi k zarovnani a normalizaci chromatografickych
pikti, porovnava referenéni MS/MS spektra pro anotaci sloucenin. Rovnéz lze v softwaru
provést zakladni statistickd vyhodnoceni (napt. posouzeni relativnich rozdilti mezi vzorky
nebo poukazani na signifikantni komponenty v urcitych skupinach vzorkii) (Cooper &

Yang, 2024).
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2.5.5 Statisticka analyza dat — statistické metody

vvvvv

podrobit statistické analyze (Ni et al., 2023). Statisticka analyza je velmi kritickym
krokem v oblasti ,,omickych* véd. Existuje Siroky vybér statistickych metod pro
vyhodnoceni dat, které maji své vyhody anevyhody v zavislosti na typu datového
souboru a cili studie. Statistické metody miizeme rozd¢lit do dvou skupin: jednorozmeérné
(univariacni) a vicerozmérné (multivariacni), které se dale déli na nesupervizované

a supervizované (Chen et al., 2022; Ni et al., 2023).
2.5.5.1 Jednorozmérné statistické metody

Jednorozmérna statistika je definovana jako analyza pouze jedné proménné. Univariaéni
analyza vétSinou podava piehled o charakteristice dat, které mohou byt stézejni pro
identifikaci studovanych podminek (Chen et al., 2022). Vzhledem ke generovani
multidimenzionéalnich dat u ,,omickych® véd je pouziti univariacni statistiky omezeno
(Wojtowicz et al., 2013). Mezi univaria¢ni metody se fadi napf. t-test ¢i analyza rozptylu
(ANOVA - ,,Analysis of variance®). ANOVA at-test jsou parametrické testy, coz
znamena, Ze jsou zaloZené na piedpokladech o parametrech rozdéleni pravdépodobnosti
(Checa et al., 2015). Tyto testy nalézaji vyuziti pii testovani statistické vyznamnosti
a porovnavani prameért definovanych souborti vzorkiti (napt. kontrolni vzorky proti
vzorkiim pacientll) (Saccenti et al., 2014; Ni et al., 2023). Test ANOVA je pouzivan pii
porovnavani vice nez dvou skupin (Chen et al., 2022). Lze vSak pouZit i neparametrické
testy, pokud nejsou splnény predpoklady o normalnim rozdéleni dat. Mezi
neparametrické testy, které¢ pracuji s hodnocenymi proménnymi, se fadi Mann-Whitney
U test, Wilcoxonuv ¢i Kruskal-Wallistiv test (Checa et al., 2015).

Biologické vzorky obsahuji velky pocet metabolitl (lipidil), pficemz kazdy metabolit
je podroben samostatnému statistickému testu. Znacny pocet proménnych zvysSuje Sanci
nalezeni FPV (Chen et al., 2022; Ni et al., 2023). Pro sniZeni rizika FPV je nutno pouzit
korekci pro ndsobné testovani hypotéz. Bézné vyuzivané jsou Bonferroniho
a Benjaminiho-Hochbergova  korekce, které  koriguji  hladinu  vyznamnosti
(p-hodnota — ,,p-value*)  (Saccenti et al., 2014; Ni et al, 2023).
Benjaminiho-Hochbergova korekce umoziluje kontrolovat miru faleSnych objevl

(FDR — ,,False discovery rate) u vSech vyznamnych vysledkt (Chen et al., 2022).
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2.5.5.2 Vicerozmérné statistické metody

Vysledkem necilenych lipidomickych experimentl jsou mnohorozmérnd data s dvéma ¢i
vice proménnymi. Aby byly analyzovany vSechny proménné soucasné, je nutné vyuzit
vicerozmérnych statistickych metod (Saccenti et al., 2014). Metody vicerozmérné
analyzy vyuzivaji vazené pruméry, aby ptivodni proménné byly shrnuty do mensiho poctu
proménnych (Chen et al., 2022).

Ve vétsing pripadl se jako prvni krok pfi statistické analyze ,,omickych dat pouziva
analyza hlavnich komponent (PCA - ,Principal component analysis®). PCA je
nesupervizovanou metodou, coz znamena, ze nema predchozi znalosti o souboru dat.
Prakticky PCA vede k projekci dat do redukovaného prostoru definovaného proménnymi,
jez se nazyvaji hlavni komponenty. PCA se snazi zachovat co nejvice relevantnich
informaci o datech, resp. vysvétluje jejich pozorovanou variabilitu (Bro & Smilde, 2014;
Saccenti et al., 2014; Ni et al., 2023). PCA mtiZe byt pouZzito napfi. k odhaleni vztahli mezi
proménnymi ¢i vzorky a k nalezeni odlehlych vzorkt (,,outliers®) (Bro & Smilde, 2014).

Intepretace PCA ve vétSiné pripadi probihad grafickym zndzornénim skoére (,,score
plots®) a zatiZeni (,,loading plots*). V grafu skoére se obvykle pozoruje podobnost mezi
vzorky. Za idedlni situaci 1ze povazovat, pokud dojde k zfetelnému oddéleni kontrolnich
a oSetfenych vzorkil (Checa et al., 2015). Proménné s vétSim vyznamem v kazdé hlavni
komponenté 1ze odhalit pomoci grafu zatizeni. Sou€asné posouzeni grafii skére a zatizeni
(spole¢né vytvafti tzv. biplot) vede k informacim o vztazich mezi vzorky a proménnymi
(Bro & Smilde, 2014; Checa et al., 2015).

Shlukova (klastrova) analyza (CA — ,,Cluster analysis®) je rovnéZ fazena mezi
nesupervizované statistické metody. Cilem CA je v souboru dat seskupovat jednotlivé
vzorky do skupin, tzv. shlukl. Vzorky pattici do rozdilnych shlukl se mezi sebou lisi vice
nez pokud jsou soucasti stejného shluku (Checa et al., 2015; Wierzchon & Klopotek,
2018). V ramci lipidomiky mtiZze odpovidat napf. na to, jaké lipidy vytvari rozdily mezi
skupinami vzorkl nebo jaké lipidy se ve studii spole¢né¢ meéni (Niemela et al., 2009).
Vysledkem hierarchického shlukovani je strukturovany graf ve tvaru stromu oznacovany
jako dendrogram. Dendrogramy se mohou zobrazovat i jako teplotni mapy (,,heat mapy*)
s cilem poskytnout informace o vlastnostech, které jsou zodpovédné za shlukovani
(Checa et al., 2015; Wierzchon & Klopotek, 2018).

Pouzivanym néstrojem pfi analyze ,,omickych* dat je diskrimina¢ni analyza metodou

nejmensich ¢astecnych ¢tvercti (PLS-DA — ,,Partial least-square discriminant analysis®).
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PLS-DA je supervizovanou metodou, kterou je vhodné pouzit jednak pro redukci
dimenzionality dat a jednak pro selekci a klasifikaci komponent (Ruiz-Perez et al., 2020).
Metoda PLS-DA pracuje se dvéma datovymi maticemi X a Y, kde X odpovidd matici
experimentalnich dat a Y odpovida matici skupiny, do které budou jednotlivé proménné
prisluset. Ugelem PLS-DA je spojeni X a Y pomoci malého poétu latentnich proménnych,
které odpovidaji maximalni kovarianci mezi X a Y (Checa et al., 2015).

Oblibenou variantou PLS-DA je jeji ortogonalni varianta (OPLS-DA — ,,Orthogonal
partial least-square discriminant analysis®). Jeji vyuziti ma opodstatnéni predevsim ve
snaz§i interpretaci oproti metodé PLS-DA (Checa et al., 2015). Hlavnim vystupem
metody OPLS-DA je graf, oznacovany jako ,,S-plot™. V ramci ,,S-plotu* je zobrazovana
na ose x modelovana kovariance a na ose y modelovand korelace zasazena do
rozptylového grafu. Za nejvyznamnéjsi proménné jsou povazovany metabolity, které
disponuji nejvyssimi hodnotami kovariance a korelace. Tyto metabolity jsou pak
vyhodnoceny jako nejvic diskriminantni mezi pozorovanymi skupinami vzorkt (Shyti et
al., 2015).

RovnéZ Ize z vahovych vektori PLS-DA ziskat hodnotu dileZitosti proménnych na
projekci (VIP skore), ktery usnadiiuje diskriminaci proménnych. VIP skore propiycuji
bodovou hodnotu kazdé proménné a tyto promeénné jsou fazeny podle jejich dulezitosti

v modelu PLS-DA. Z toho vyplyva, Ze ¢im vyssi je VIP skére proménné, tim je v daném
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje
3.1.1 Chemikalie

Acetonitril kvality HPLC LC-MS (Honeywell, USA)

Interni standard Cer (d18:1-d7/15:0) (MERCK KGaA, Némecko)
Interni standard FA 20:4 d8 (MERCK KGaA, Némecko)

Interni standard SPLASH Lipidomix (MERCK KGaA, Némecko)
Isopropanol (Honeywell, USA)

Mravenc¢an amonny (MERCK KGaA, Némecko)

Voda kvality HPLC LC-MS (VWR BDH Chemicals, Francie)

3.1.2 Pristroje a pomicky

Analytickd vaha KERN (Kern, Némecko)

Automatické pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Rotina 420R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

Hmotnostni spektrometr Orbitrap Ascend Tribrid (Thermo Fisher Scientific, USA)
Hmotnostni spektrometr Orbitrap Exploris 480 MS (Thermo Fisher Scientific, USA)
HPLC Chromatograf Dionex UltiMate™ 3000 Rapid Separation (Thermo Fisher
Scientific, USA)

HPLC Vialky (Chromservis (Simax), Ceska republika)

Kolona Accucore-Cso (Thermo Fisher Scientific, USA)

Mikrozkumavky 2,0 ml (Eppendorf, Némecko)

Odmémé valce (P-Lab, Ceska republika)

Orbitalni tfepacka IKA Vortex Genius 3 (IKA, Némecko)

Ultrazvukovy desintegrator (PS-40, Cina)

3.1.3 Biologicky material

Pro analyzu bylo pouzito devét vzorkl plazmy pacientl s diagnézou STEMI, které byly
poskytnuty odd€lenim kardiologie fakultni nemocnice Olomouc (FNOL). Celkem devét
vzorkd plazmy kontrolni skupiny byly pro analyzu poskytnuty oddélenim klinické
biochemie FNOL. Kontrolni skupina byla vybrana tak, aby odpovidala v€kem a pohlavim
pacientim. VSichni uCastnici této studie jsou/byli pacienti FNOL a podepsali
informovany souhlas. Dostupnd jsou vSechna potiebna meta-data ke studii. Studie byla

schvalena etickou komisi LF UPOL v ramci projektu AZV NU22J-02-00067 a AZV
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NU23-02-00479. V ramci ochrany citlivych informaci bylo v této praci pouzito zaslepeni
vzorkil, aby nebylo mozné jednotlivé ucastniky studie vyhledat na zaklad¢é predlozené

diplomov¢ prace.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava zasobniho roztoku mravenc¢anu amonného

Zasobni roztok mravenéanu amonného o koncentraci 400 mmol-1"! byl piipraven tak, Ze
bylo na analytické vaze navaZeno 5,04 g mravencanu amonného (M;= 63,06 g-mol '),
ktery byl rozpuStény ve 200,0 ml LCMS vody. Roztok byl nasledné sonikovéan

v ultrazvukovém desintegratoru po dobu 30 min.
3.2.2 Priprava extrakcéniho €inidla s internimi standardy

Extrakéni €inidlo bylo pfipraveno smichanim 28,5 ml isopropanolu s 1,5 ml interniho
standardu SPLASH Lipidomix. SPLASH Lipidomix obecné zahrnuje vSechny hlavni
ttidy lipidi v poméru k lidské plazmé. Nasledné bylo k extrakénimu ¢inidlu pipetovano
18,72 pl deuterovaného interniho standardu FA 20:4-d8 a 15,8 pl deuterovaného interniho
standardu Cer(d18:1-d7/15:0).

3.2.3 Priprava mobilnich fazi

Mobilni fize A pro oba ionizaéni mody se skladala z 20mmol-1"! roztoku mravencanu
amonného v 60 % acetonitrilu/ 40 % vodé&. Mobilni faze A o objemu 500,0 ml byla
pfipravena smichdnim 300 ml acetonitrilu se 175 ml LCMS vody. K mobilni fazi A bylo
pfidano 25 ml 400mmol-I"! roztoku mraven¢anu amonného.

Mobilni faze B pro oba ionizaéni mody se skladala z 20mmol1"! roztoku mravencanu
amonného v 85,5 % isopropanolu/ 9,5 % acetonitrilu/ 5 % vodé€. Mobilni faze B o objemu
500,0 ml pfipravena smichanim 450 ml isopropanolu s 50 ml acetonitrilu. Nasledn¢ byla
mobilni fize B promichdna. Z mobilni fize B bylo odpipetovano 25 ml s naslednym
nahrazenim 25 ml 400mmol-1"! roztoku mravené¢anu amonného do celkového objemu
500,0 ml.

Mobilni faze byly sonikovany po dobu 30 min a ptfes noc se nechaly stabilizovat pfi

laboratorni teplot¢.
3.2.4 Priprava vzorki

Do mikrozkumavky byl nejprve odebran alikvot plazmy o objemu 50 pl. Vzorek plazmy
byl extrahovan piidanim 150 ul isopropanolu, ktery byl pfipraven smichanim spolecné

s vySe zminénymi internimi standardy. VSechny vzorky byly 20 s vortexovany a nasledné
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se nechaly centrifugovat (20 min, ~21 000 x g, 4 °C). Po centrifugaci bylo pipetovano
150 pl supernatantu kazdého vzorku do HPLC vialky.

Dale byly ptipraveny dva slepé vzorky tzv. blanky (jeden na zacatek a druhy na konec
analyzy vzorkii na chromatografické kolong). Misto 50 ul plazmy bylo pouzito 50 pl
vody, k niz bylo ptidano 150 pl isopropanolu. Dal$i postup byl stejny jako u biologickych

vzorkd.
3.2.5 Priprava vzorki kontroly kvality

Vzorky kontroly kvality (QC) jsou souhrnnym vzorkem, ktery reprezentuje cely soubor
vzorkll. Vzorky QC byly pfipraveny smichanim 50 pl kazdého vzorku pacienta, resp.
kontroly do mikrozkumavky. Smichany vzorek QC (4. ,,pool) v mikrozkumavce byl po
dobu 2 min vortexovan. Poté bylo ptipraveno 15 alikvotii vzorki QC pipetovanim 50 pl
z ptipraveného ,,poolu®. Alikvoty vzorkli QC byly nasledné zpracovany stejné jako
vzorky plazmy a blank. VSechny vzorky véetné vzorkii QC a blanku byly pfipravovany

a nasledn¢ nastiikovany v randomizovaném potadi (Obr. 13).

QC 01 —QC 05
Blank 01
QC 06 —QC 10
Pacient 06
Kontrola 06
Pacient 01
Kontrola 07
Pacient 08
QC_11
Kontrola 09
Pacient 07
Kontrola 08
Pacient 09
Kontrola 05
QC 12
QC 14
QC_15
Blank 02

Obr. 13: Ukazka randomizovaného poradi nastfiku jednotlivych vzorkd na chromatografickou
kolonu.
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3.2.6 Analyza pomoci LC-MS

Separace byla provedena v chromatografickém usporadani HPLC v systému s reverzni
fazi s pripravenymi mobilnimi fdzemi na koloné¢ Accucore-Czo (150 mm x 2.1 mm,
velikost Castic 2.6 um). Gradientova eluce (Obr. 14) probihala néasledovné: po dobu
2,5 min pifi 20 % B, strmy narust obsahu B do 12 min na 60 %, ndrust obsahu B
pokracoval az na 100 % do 23 min s naslednym prudkym poklesem obsahu B na 20 %,
ktery byl udrzen do konce separace. Doba jedné separace Cinila 30 min s nastiikem 2 pl
vzorku. Po celou dobu separace byl nastaven priitok na hodnotu 400 pl-min~! a hodnota
teploty ¢inila 55 °C. Vzorky byly nastiikovany v randomizovaném poradi, aby
nedochézelo k tvorbé neZzadouciho efektu v rdmci posunu signalit béhem detekce v MS

(Jankevics et al., 2021).

General Settings | Flow Gradient I

100 — r5.00 -
% » milfmin |[ — oA
e - — %B
75+ 3. 75 Flow[ml/min]
50 F2.50
£5 =1.25
]III[II :
0 Lo.oo
r T T 1
0.0 10.0 20.0 30.0
Mo Time %%B Curve i
4 0.000 .
| 250 L
6 2800 L S
7 12.000 600 i5
8 12100 L S
9 15,000 90,0 ig
10 21.000 Loeen s r
11 23.000 :100.0 ‘5
12 23100 ¢ L S
13 NewRow | i ;
14 30000 . StopRun

Obr. 14: Grafické znazornéni gradientového pritoku pfi RP-HPLC za pouziti kolony
Accucore-Ci.
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Detekce probéhla v ramci hmotnostniho spektrometru Orbitrap Exploris 480 MS
s elektrosprejem jako iontovym zdrojem. Analyza probihala v pozitivnim i negativnim
ionizacnim moddu. Detekce probéhla ve ,fullscanu® s rozsahem m/z 150-2 000 pii
hmotnostnim rozliSenim 120 000 pii MS; skenech a 15 000 pii MS, skenech. Doba cyklu
jednoho skenu trvala 0,8 s. Zdroj EASY-IC byl zapnut. Radiofrekvence S-Cocky byla
nastavena na 70 %. U MS, skent hodnota m/z izola¢niho okna ¢inila 2,5. Méd srazkové
energie (HCD) byl odstupiiovan (%): 20, 40 a 100.

Vsechny datové soubory byly nahrany v profilovém modu. Hodnota napéti v ESI byla
nastavena na 3,5 kV pro pozitivni méd a 2,7 kV pro negativni mod. Byly nastaveny
parametry tlaku plynul: ,,sheath gas™ = 45 arb, ,,aux gas* =8 arb a ,,sweep gas*“ =1 arb.
Teplota na kapiléte Cinila 350 °C a teplota iontové pienosové trubice 300 °C.

Na dvou piipravenych vzorcich plazmy pacienti s diagnostikou STEMI byla rovnéz
provedena metoda k vytvoteni MS" spekter cilového seznamu ceramidi. Pro analyzu byl
vyuzit pfistroj Orbitrap Tribrid Ascend, ktery umoziuje vicestupnové fragmentace

pomoci HCD i UVPD.
3.2.7 Zpracovani a analyza dat

Pro nastaveni metody a ovladani kapalinové chromatografu s hmotnostnim
spektrometrem byl pouzit program XCalibur (Thermo Fisher Scientific). Chromatogramy
byly zpracovany v programu FreeStyle 1.8 (Thermo Fisher Scientific). ,,Processing®
ziskanych dat zinstrumentalni analyzy byl proveden v softwaru Compound
Discoverer 3.3 SP3. Navrzené identifikované slouceniny byly porovnany s hodnotami
z MS/MS spekter z databazi, které jsou kompatibilni s CD 3.3 (napf. mzCloud, mzVault,
LipidSearch, LipidBlast nebo ChemSpider). VSechny nazvy lipidii, které jsou uvedeny ve
vysledcich, byly identifikovany programem CD 3.3 na zaklad¢ srovnani MS/MS spekter
z vySe uvedenych databazi. Prvni filtrovani dat probéhlo na zéklad¢ rozpéti hmotnostni
chyby (od —5 do 5 ppm). Pro zmenSeni poc¢tu detekovanych slou€enin bylo provedeno
filtrovani pomoci hodnoceni chromatografickych piki (,,peak rating®). Filtr ,,peak rating*
umoziiuje odstranit chromatografické piky nizké kvality, aniZ by se musel nastavovat
omezujici filtr pro prahovou hodnoty intenzity pikd. Pro zacileni na jednotlivé tfidy
a podtiidy lipidi byly pouzity filtry, které¢ zahrnuji pouze urcitou tiidu lipidd, poptipadé
pouze jen jeji malou cCast. Vizualizace a grafické zpracovani dat prob&hlo rovnéz

v softwaru CD 3.3 a pomoci programovaciho jazyku R (https://www.r-project.org/).
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Molekularni sit’ PCs byla vytvofena v programu GNPS. Analyza lipidovych drah byla
provedena pomoci nastroje BioPAN (https://lipidmaps.org/biopan/).
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4 VYSLEDKY

4.1 Chromatograficky zaznam po instrumentalni analyze

Na Obr. 15 jsou zobrazeny chromatogramy po LC-MS analyze jednoho kontrolniho
(nahote) a jednoho pacientského vzorku (dole). Rovnéz jsou na Obr. 15 zahrnuty ptiblizné

retencni ¢asy vybranych podtiid lipidi.
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Obr. 15: Vysledny chromatogram kontrolniho vzorku (nahote) a vzorku pacienta (dole) spolecné s vyznacenim ptiblizného rozsahu retencnich ¢ast riznych
podtiid lipidu.
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4.2 Filtrovani dat v programu Compound Discoverer 3.3

Necilenym lipidomickym pfistupem bylo po zpracovani a prvnim filtrovani dat
detekovano v pozitivnim modu 1 790 sloucenin z 5 717 navrzenych po procesovani dat
pied pouzitim filtru. V negativhim modu bylo po nastaveni filtru ponechano 1 122
sloucenin z 3 568 navrzenych rovnéz po procesovani dat pied jejich filtrovanim.

Kvili vysokému poctu komponent, které¢ by byly soucasti analyzy, byl pouzit filtr
hodnotici kvalitu chromatografickych pikt, tzv. ,,peak rating*. V pozitivhim modu bylo
po ,peak rating” filtru a vylouceni sloucenin bez anotovanych MS/MS spekter
detekovano 875 sloucenin a v negativnim modu €inil pocet 631 sloucenin (Obr. 16). Mezi
vyfiltrovanymi slouc¢eninami jsou zahrnuty struktury lipidt, 1éky podavané pacientim

1 slou€eniny, jez maji pfifazeny sumdrni vzorec bez znalosti nazvu.

I 887 sloucenin E 632 sloucenin

1000 - 800+
871;98.20%

800

626, 99.05%

600+

600+

400

4004

200+

Pocet sloucenin s MS/MS spektry (DDA)

200

Pocet slouc¢enin s MS/MS spektry (DDA)

12;1.35% 4,0.45% 1;0.16%
0+ T 0 T

DDA pro preferovany ion DDA pro preferovany ion
Bez MS2 DDA pro jiny ion Bez MS2 DDA pro jiny ion

5,0.79%

Obr. 16: Pocty sloucenin v pozitivnim modu (vlevo) a negativnim modu (vpravo), které prosly
»peak rating® filtrem. Slouceniny, kterym nebyly nalezeny programem MS/MS spektra byly
z analyzy vyfazeny.
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4.3 Analyza hlavnich komponent

Vzorky pacientti a kontrol byly analyzovany spole¢né se vzorky QC pfistupem necilené
lipidomiky. K prvotni charakterizaci vzorki byla vyuzita nesupervizovana statisticka
metoda PCA pro vSechny slouceniny po prvnim filtrovani na zdklad¢ hmotnostni chyby.
Skupiny jednotlivych vzorkti byly vyneseny do dvourozmérného rozptylového diagramu
skore o nejvyssi mozné kumulativni vysvétlené variabilité 31,3 % v pozitivnim méodu
(Obr. 17) a 27,2 % v negativnim modu ionizace (Obr. 18).

Pro anotované ceramidy a struktury odvozené od ceramidu jsou vyobrazeny
ve dvourozmérnych rozptylovych diagramech skore v pozitivnim modu (Obr. 19), resp.
negativnim modu (Obr. 20). Struktury odvozené od ceramidu zahrnuji hexosylceramidy
a 1-O-eikosanoyl-Cer(d18:1/16:0) v pozitivnim modu. V negativnim moddu se jednalo
rovné€Z o hexosylceramidy a PEs spojené s ceramidy (pt. PE-Cer 20:2;20/24:1). Nejvyssi
moznd kumulativni variabilita mezi skupinami vzorka €inila 47,4 % v pozitivhim modu
a 63,6 % v negativnim moddu. Skupina vzorkt kontrol ¢i pacient se k sobé dostate¢né
neshlukuji, respektive od sebe neodd¢€luji. Rozdily mezi skupinami vzorka je tak vhodné
dale analyzovat pomoci supervizovanych statistickych metod. Zaroven se predpoklada,
Ze ne vSechny ceramidy jsou zvySeny pravé ve vzorcich pacientd.

PCA byla také provedena pro anotované TG v pozitivnim médu (Obr. 21). V tomto
pfipadé€ 1ze pozorovat zajimavy trend blizkého shlukovani pacientskych vzorkd, ktery je
spojen s parenteralni vyzivou pacientli v nemocnici.

Ve vSech ptipadech dochazi k tésnému shlukovéani vzorkli QC, coz poukazuje na

dobrou stabilitu analytického systému v pribéhu méteni.
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Obr. 17: Dvourozmérny rozptylovy diagram komponentnich skore pro skupiny vzorkd pacienti
a kontrol v pozitivnim mddu pro vSechny identifikované slouceniny po filtrovani. Pro sestrojeni
diagramu bylo pouzito centrovani a $kdlovani s normalizovanymi oblasti.
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Obr. 18: Dvourozmérny rozptylovy diagram komponentnich skore pro skupiny vzorkd pacienti
a kontrol v negativnim modu pro vSechny identifikované slouceniny po filtrovani. Pro sestrojeni
diagramu bylo pouzito centrovani a skalovani s normalizovanymi oblasti.
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Obr. 19: Dvourozmérny rozptylovy diagram komponentnich skore pro skupiny vzorkl pacienti
a kontrol v pozitivnim médu. PCA byla provedena pouze pro anotované ceramidové komponenty.
Pro sestrojeni diagramu bylo pouzito centrovani a skalovani s normalizovanymi oblasti.
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Obr. 20: Dvourozmérny rozptylovy diagram komponentnich skore pro skupiny vzorkl pacienti
a kontrol v negativnim médu. PCA byla provedena pouze pro anotované ceramidové komponenty.
Pro sestrojeni diagramu bylo pouzito centrovani a skalovani s normalizovanymi oblasti.
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Obr. 21: Dvourozmeérny rozptylovy diagram komponentnich skore pro skupiny vzorkil pacientti
a kontrol v pozitivnim médu. PCA byla provedena pouze pro anotované triacylglyceroly. Pro
sestrojeni diagramu bylo pouZito centrovani a $kalovani s normalizovanymi oblasti.

4.4 Diskriminaéni analyza

Diskriminaéni analyza byla provedena pomoci metody diferencni analyzy zobrazujici
vulkénovy graf (,,volcano plot“) a metody PLS-DA, resp. jeji ortogonalni varianty
OPLS-DA.

Vsechny detekované lipidy, které prosly ,,peak rating* filtrem byly v pozitivnim modu
vyobrazeny pomoci datovych bodi ve vulkdnovém grafu (Obr. 22). Bylo detekovano
29 lipidi, jejichZ hladiny byly ve vzorcich pacient zvySeny (p <0,05). Modré datové
body odpovidaji lipidové tfid¢ sfingolipid, konkrétné sloucenindm ceramidii a
sfingomyelinil. Na levé stran¢ grafu (Obr. 22) jsou rovnéz zobrazeny tmavé datové body,
které znazornuji podtiidu glycerolfosfolipidi, konkrétné PC a PE a navic 1 jednu
molekulu TG (TG 17:1 18:1 18:1). Stejnym zpisobem byl vynesen vulkénovy graf
v negativnim modu (Obr. 23). V negativnim modu bylo detekovano 16 lipidd, jejichz
hladiny byly ve vzorcich pacientii zvyseny (p <0,05). Modré datové body odpovidaji
lipidové ttidé sfingolipidil, konkrétné sloucenindm ceramidil a sfingomyelinii. Tmavé
datové body na levé stran¢ grafu (Obr. 23) vyobrazuji lipidy PC 16:0 20:4 a PC
17:0 18:1.
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Obr. 22: Vulkanovy graf pro vSsechny detekované lipidy v pozitivnim modu po ,,peak rating®
filtru. V grafu je vynesen na ose x zaporny logaritmus se zakladem 2 miry zmény a ortogonalné
k nému zaporny dekadicky logaritmus p-hodnoty (zvolena hodnota p <0,05).
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Obr. 23: Vulkanovy graf pro vSechny detekované lipidy v negativnim modu po ,,peak rating™
filtru. V grafu je vynesen na ose x zaporny logaritmus se zdkladem 2 miry zmény a ortogonalné
k nému zaporny dekadicky logaritmus p-hodnoty (zvolena hodnota p <0,05).

Na Obr. 24 je ilustrovan ,,S-plot* pro pozitivni mdd ionizace. V grafu jsou zobrazeny

glycerolfosfolipidy a sfingolipidy, které podle vulkanového grafu nejvice diskriminuji od

sebe vzorky kontrol a pacientii. Konkrétné¢ jde o podtiidy ceramidl, sfingomyelini,

fosfatidylcholint a fosfatidylethanolaminti. Za pomoci ,,S-plotu” jsou vizualizovany
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vybraného studijniho faktoru, tj. diagnostiky STEMI, bylo pomoci CD 3.3 vybrano
10 lipidi z vySe zminénych tiid. VEtsi modré a oranzové datové body zndzoriuji
10 nejsignifikantnéjSich lipida nejvice odlisSujici vzorky pacientt a kontrol. Mensi modré
datové body rovnéz oznacuji vyznamné zvysSené hladiny ceramidii a sfingomyelint
u vzorkt pacientt (p <0,05) Oranzové datové body reprezentuji PC 16:0 22:5 a PC 37:5
a PC 39:5.

Statisticka specifikace lipidl, jez jsou na Obr. 24 vyobrazeny pomoci barevnych
datovych bodi, je zaznamenana v Tab. 2. Pro vypocet p-hodnoty, které slouzi k porovnani
vyznamnosti lipidti mezi dvéma skupinami, byl pouzit dvouvybérovy Studentiiv t-test.

Pomoci ,,violin-plots®, které jsou graficky informativnéjsi alternativou krabicovych
grafli, byla srovnana relativni koncentrace jednotlivych ceramidi mezi vzorky pacientl
a kontrolni skupiny (Obr. 25). ,,Violin-plots* zobrazuji tvar podle rozlozeni dat, coz je
vhodné predevsim pro vétsi soubory dat. Ve ,,violin-plots* byly vyneseny ceramidy, které

jsou pfedmétem diskuse a diagnostickych testi.
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Obr. 24: ,,S-plot™ vychazejici z metody OPLS-DA v pozitivnim modu pro podttidy lipida (GP,
SP), jejichz hladiny se potencialné¢ zvySuji ve vzorcich pacienti pti kardiovaskularnich
onemocnénich. Vét§i modré a oranzové datové body znazornuji 10 nejsignifikantnéjSich lipida
nejvice odlisujici vzorky pacientl a kontrol. Mensi modré datové body rovné€z oznacuji vyznamné
zvySené hladiny ceramidl a sfingomyelint u vzorkli pacientti (p <0,05) Oranzové datové body
znazornuji PCs.
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Tab. 2: Statisticka specifikace lipidd, které podle diskriminacnich analyz nejvice od sebe rozdé€luji
vzorky pacientdl a kontrol v pozitivnim mddu ionizace (p <0,05). Pozn. SM 34:2;30 znaci dva
ruzné lipidy, jejichz ptesny strukturni vzorec nebyl anotovan.

Lipidy p-hodnota (t-test) ~ Mira zmény (Fold change, K/P)
Cer 42:5;20 0,032 —-0,37
Cer 43:5;20 7,5E—3 —0,63
Cer 18:1;20/16:0 8,5E—4 —0,42
Cer 18:1;20/18:0 0,032 -0,52
Cer 18:1;20/24:1 1,7E-3 -0,49
Cer 18:1;20/24:2 7,2E-3 -1,10
Cer 18:2;20/23:0 0,030 —0,74
Cer 18:2;20/24:1 6,9E—4 —0,77
Cer 18:2;20/25:0 4,5E-3 —0,69
Hex3Cer 18:1;20/24:1 5,4E-3 —0,28
PC 39:5 4,5E-3 —-0,39
PC 16:0 22:5 4,6E-3 -0,34
PC 37:5 5,6E—4 —0,45
SM 34:2;30 0,045 —-0,22
SM 40:3;30 0,041 -0,29
SM 42:3;30 4,5E-3 —-0,46
SM 42:4;30 0,012 —0,55
SM 43:3;30 4,1E-3 —-0,64
SM 34:2;30 8,7E-3 —0,37
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Obr. 25: ,,Violin-plots* vygenerované programovacim jazykem R pro porovnani relativnich
koncentraci vybranych ceramidii v jednotlivych skupinach vzorka. V grafech jsou na osach x
zobrazeny skupiny vzorkli spoleéné s jejich poftem. Na ose y pak intenzita plochy
chromatografického piku.
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Na Obr. 25 je vyobrazen ,,S-plot“ metody OPLS-DA pro negativni ioniza¢ni mod.
V grafu jsou zobrazeny glycerolfosfolipidy a sfingolipidy, které nejvice diskriminuji od
sebe vzorky kontrol a pacientii. Konkrétné jde o podtiidy ceramidd, sfingomyelint,
fosfatidylcholini a fosfatidylethanolaminii. Vét§i modré a oranzové datové body
znazornuji 10 nejsignifikantnéjSich lipida nejvice odliSujici vzorky pacienti a kontrol.
Oranzové datové body (programem vyhodnocené jako signifikantni) znaci lipidy
podtiidy PC (PC 18:0 18:2, PC 18:0 20:2) a slouCenina  N-acyl-
lysofosfatidylethanolaminu (LNAPE 18:2/N-20:0), jez disponuji vys$imi hladinami ve
vzorcich kontrol.

Statistickd specifikace lipidii, jez jsou na Obr. 25 vyobrazeny pomoci barevnych
datovych bodl (mimo oranzovych), je zaznamenéna v Tab. 3. Pro vypocet p-hodnoty byl

pouzit dvouvybérovy Studentilv t-test.
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Obr 26: ,,S-plot* vychézejici z metody OPLS-DA v negativnim modu pro podttidy lipida (GP,
SP), jejichz hladiny se potencialné zvySuji/snizuji ve vzorcich pacientli pti kardiovaskularnich
onemocnénich. VEtsi modré a oranzové datové body znazoriuji 10 nejsignifikantnéjsich lipida
nejvice odliSujici vzorky pacientli a kontrol. Oranzové datové body znaci lipidy podtiidy PC a
lipid LNAPE.
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Tab. 3: Statisticka specifikace lipidd, které podle diskriminacnich analyz nejvice od sebe rozdé¢luji
vzorky pacientil a kontrol v negativnim médu ionizace (p <0,05).

Lipidy p-hodnota (t-test) Mira zmény (Fold change, K/P)
Cer 18:1;20/24:1 7,7E-3 —0,53
Cer 18:2;20/24:1 2,9E—4 —0,83
Cer 40:2;20 0,021 -0,19
Cer 41:2;20 0,011 —0,59
Cer 41:2;20 0,027 —0,46
GlcCer(d18:1(82)/16:0(20H[R])) 0,013 -0,39
PE-Cer 16:2;20/26:0 6,9E-3 -0,29
PE-Cer 20:2;20/24:1 3,0E-3 -0,39
SM 41:3;30 0,016 -0,70
SM 18:2;20/16:0 0,038 -0,12
SM 18:2;20/24:1 3,2E-3 -0,36
SM 34:1;30 0,042 -0,21
SM 34:2;30 7,1E-3 -0,44

4.5 Strukturni identifikace @ vybranych  ceramidi  pomoci
fragmentacnich spekter
Fragmenta¢ni hmotnostni spektra pomahaji pii strukturni identifikaci lipidi a umoziiuji
tak potvrzeni informaci o komponentech ziskanych necilenym lipidomickym pfistupem,
napt. u lipidd, které nejsou v programech ke zpracovani dat anotovany. MS/MS
fragmentaéni spektra byla vytvofena pomoci nové technologie ultrafialové disociace
(UVPD). Na Obr. 27 je zobrazeno MS/MS spektrum Cer(d18:1/22:0) (m/z = 622,6136)
se sumarnimi vzorci fragmenti v pozitivnim ionizaénim modu ([M+H]). Cer(18:1) po
ztraté zbytku FA vytvaii charakteristicky produktovy iont s m/z 264 a 282, kdy hodnota
m/z 264 [C1sH33N + H'] je dana odsté€penim H,O ze struktury s m/z 282 [C1sH3sNO + H].
Zbytek mastné kyseliny [C22HssNO + H'] je zaznamenam produktovym iontem
(m/z 340), ktery ma vSak nizky pomér signalu k Sumu (S/N — ,,Signal to noise ratio®).
Produktové ionty s hodnotami m/z 604 a 586 jsou dany ztratou vody [M—H,O+H"] pii
fragmentaci matefského iontu. Na Obr. 28 je ilustrovan fragmenta¢ni strom
Cer(d18:1/22:0) ze strukturni databdze SIRIUS (https://bio.informatik.uni-
jena.de/sirtus/). SIRIUS je nastroj, ktery napomaha strukturni anotaci sloucenin a je
schopen porovnavanim MS/MS spekter s jinymi databdzemi ziskévat sumarni vzorce po

jednotlivé produktové ionty.
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Obr. 27: Fragmenta¢ni MS/MS spektrum Cer(d18:0/22:1) s vyzna¢enymi sumarnimi vzorci fragmentu.
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Obr. 28: Fragmenta¢ni strom Cer(d18:1/22:0) ze strukturni databaze SIRIUS, ktery odhaduje
strukturu, molekulovou hmotnost a relativni intenzitu na zaklad¢ fragmenta¢nich MS/MS spekter.

Vice stejnych lipidi mulze disponovat stejnymi molekulovymi hmotnostmi. Na
zaklad¢ fragmenta¢nich hmotnostnich spekter Ize ve vétSiné pripadi piesné urcit
strukturni vzorec dané slouceniny. Na Obr. 29 je vyobrazeno MS/MS spektrum dvou
riznych ceramidii se stejnou molekulovou hmotnosti (nahote Cer(d18:1/24:1) a dole
Cer(d18:2/24:0)). Hodnota m/z 366 nalezi zbytku FA (24:1) a stejny charakteristicky
prekurzorovy iont m/z 264. V ptipad¢ Cer(d18:2/24:0) je diky dvojné vazb¢ hodnota m/z
ceramidového zbytku 262 [Ci3H31N + H'] a naopak zbytek FA [C24H4oNO + H'] ma m/z

o dve vyssi, resp. 368.
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Obr. 29: Srovnani dvou fragmentacnich MS/MS spekter ceramidii se stejnou molekulovou
hmotnosti. Konkrétné se jedna o Cer(d18:1/24:1) nahote a Cer(d18:2/24:0) dole.
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4.6 Molekularni sit’ a analyza metabolickych drah

Na Obr. 30 lze vidét molekularni sit’ fosfatidylcholint s pfislusSnymi molekulovymi
hmotnostmi, kterd slouzi jako dopln¢k ke studiu zastoupeni dal§ich PCs v lipidomu
nedisponuji modrou barvou, jsou podobné struktury PCs jiz k znamym PCs. Tyto
podobné struktury maji tendenci vytvaiet podobné vzory ve fragmenta¢ni hmotnostnich
spektrech (MS»). Tato sit’ je tedy obohacena o anotaci experimentalnich MS; spekter PCs

vuci MS; spektralnim databazim.
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Obr. 30: Molekularni sit’ fosfatidylcholint s jejich molekulovymi hmotnostmi. Molekularni sit’ byla vygenerovana v programu GNPS.
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Pomoci néstroje BioPAN byla vytvoiena mapa analyzy lipidomickych drah, pomoci
niz byly vyhledavany vztahy obecné mezi lipidovymi podtiidami (Obr. 31) i mezi
jednotlivymi vyfiltrovanymi lipidy (Obr. 32). BioPAN je schopen vypocist statistické
skore pro vSechny mozné lipidové drahy, které jsou aktivni nebo potlacené ve vzorcich
pacienti oproti kontrolni skupin€. Pracovni postup se opird o tzv. Z-skore, které
zohlediiuje primér a smeérodatnou odchylku experimentu. Z-skore se pouziva
k ptedpovédi, zda se urCitd reakce vyznamné méni (zvolend hodnota p <0,001) mezi
pacientskou a kontrolni skupinou. Zelené uzly reprezentuji aktivni lipidy. Zelené
stinované Sipky nalezi aktivnim drahdm a disponuji pozitivnim Z-skére. Fialové Sipky
maji naopak negativni Z-skore, coz znamena, ze se jednd o mén¢ aktivni drahu ve skupiné
pacientll. Navic je nastroj BioPAN schopen pro reakéni fetézec predpovédet, jaké enzymy
jsou jeho soucésti a do jaké miry jsou zodpovédné za rozdily mezi sledovanymi

skupinami.

e -0.984
Iy - 2.046
0.7
-0.991

0.58

H Cer |e—1.067—

dhCer

Obr. 31: Vystup z analyzy lipidomickych drah, které reprezentuji vztahy mezi jednotlivymi
podtiidami lipida vyplivajicich ze studovanych skupin vzorku.
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Obr. 32: Reprezentativni vystup z analyzy lipidomickych drah pro jednotlivé lipidy. Na obrazku je zobrazena pouze ¢ast drahy. Z diivodu velikosti mapy vSech
lipidt a shlukovani lipidi a jejich drah v urcitych mistech mapy neni mozno generovat obrazek v lepsi kvalite.
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S DISKUSE

Pokrok v technikdch zaloZenych na hmotnostni spektrometrii umoznil identifikovat velké
mnozstvi lipidit obsazenych v lidské plazmé. V soucasnosti necileny lipidomicky ptistup
umoziuje detekci aidentifikaci stovek az tisicti lipidii. To miize vést k odhaleni
uzite¢nych informaci spojenych s dysregulaci metabolismu lipidi. Pravé dysregulace
urcitych lipidi mtze hrat kli¢ovou roli pfi patofyziologii KVO. Necileny lipidomicky
pristup Ize napt. vyuzit k objeveni potencialnich lipidovych biomarkert predpovidajicich
riziko onemocnéni, které budou citlivéjsi nez soucasné pouzivané biomarkery. Rovnéz
muze slouzit k nalezeni novych metabolickych drah lipidd, které mohou souviset
s patogenezi onemocnéni (Brown & Hazen, 2014; Ding & Rexrode, 2020).

Na zaklad¢ vyslednych chromatogramii a reten¢nich cast lipidit z jednotlivych
lipidovych tfid se podafilo pomoci stacionarni faze Cso separovat tfidy lipidd jako ve
zminénych studiich Narvaez-Rivas & Zhang (2016) a Jankevics et al. (2021).

Pro hodnoceni rizika a diagnostiku KVO jsou stézejni lipidové tiidy
glycerolfosfolipidl a sfingolipidl. Kolektiv autorii Sigruener et al. (2014) se své studii
(LURIC — Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health) zamétily na ESI-MS/MS
analyzu plazmatickych lipidi a jejich souvislost s celkovou umrtnosti pacienti
s mortalitou pacienti nejvice spojovan PC 32:0 (pravdépodobné PC 16:0 16:0),
SM(d18:1/16:0), SM(d18:1/24:1), Cer(d18:1/16:0) a Cer(d18:1/24:1). Z vysledku
diplomoveé prace je patrné, ze Cer(d18:1/16:0) a Cer(d18:1/24:1) jsou signifikantné
zvySeny ve vzorcich pacientl ve srovnani s kontrolami. Dva vySe zminéné sfingomyeliny
byly vramci experimentdlni ¢asti diplomové prace detekovany také. AvSak nebyly
vyhodnoceny jako diskriminantni lipidy, jejichZ relativni koncentrace by ve vzorcich
pacient byly vyznamné zvySeny. Rovnéz byl identifikovan se zvySenou hladinou
v pacientskych vzorcich PC 16:0 16:0 (PC 32:0). Hladiny PC 16:0 16:0 byly mirn¢
zvySeny ve vzorcich pacientli s hodnotou p = 0,046 a mirou zmény (K/P) —0,13. Tyto
hodnoty vsak nebyly dostacujici, aby byl PC 16:0 16:0 v rdmci metody OPLS-DA
vybran jako signifikantni.

Postupné se vyzkumné skupiny zacaly zajimat o tfidu sfingolipiddi, zejména o podtiidu
ceramidi a jejich souvislosti s KVO. Laaksonen et al. (2016) byli prikopniky ve vyvoji
ceramidového testu (CERT1 — ,Coronary Event Risk Test 1) pro predikci

kardiovaskularniho rizika. Autofi této studie prokazali, ze nékteré ceramidy obsazené
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v séru mohou slouzit jako potencidlni biomarkery rizika pacienti se stabilni ICHS a ACS.
V piipad€ pacientii s infarktem myokardu (studie Corogene) byly vyznamné zvySeny
(» <0,001) koncentrace N-palmitoyl-sfingosinu (Cer(d18:1/16:0)), N-stearoyl-sfingosinu
(Cer(d18:1/18:0)) a N-nervonoyl-sfingosinu (Cer(d18:1/24:1)) ve srovnani s kontrolni
skupinou. Mediany u jednotlivych ptipada Cinily +17,0 %, +10,3 % a +11,2 % vuaci
kontrolam. To je potvrzeno i u pacientd s diagnostikou STEMI v ramci vysledkt
diplomov¢ prace (mediany vypoctené z hodnot ploch (,,areas*) chromatografickych piki
¢ini +33,7 % pro Cer(d18:1/16:0), +42,4 % pro Cer(d18:1/18:0) a +40,9 % pro
Cer(d18:1/24:1) oproti kontrolni skupiné vzorkil). Na druhou stranu u N-lignoceroyl-
sfingosinu (Cer(d18:1/24:0)) byl ve studii Laaksonen et al. (2016) pozorovan odlisny
trend. Vypocteny median pro vzorky pacientd byl o 14,9 % mensi nez u kontrol.
V ptedlozené diplomové praci byla relativni koncentrace Cer(d18:1/24:0) vyssi ve
vzorcich pacientii (median +7,4 % oproti kontrole), av§ak na zaklad¢ statistické analyzy
nebyl tento ceramid vyhodnocen jako signifikantni (p = 0,97, mira zmény (K/P) = —0,10).
Na zékladé ploch chromatografickych pikli se navic jednd o nejvice zastoupeny ceramid
jak v kontrolni, tak v pacientské skuping. Cer(d18:1/24:0) je zastoupen u zdravych
1 nemocnych jedinct a jedna se tak o uzite¢ny normaliza¢ni faktor pro intraindividualni
variabilitu ceramidovych koncentraci (Meeusen et al., 2018; https://www.mayoclinic.org/
(15.4.2024)).

Kolektiv autori Meeusen et al. (2018) se snazil ovéfit uZitecnost plazmatickych
ceramidi pro predikci zavaznych KVO u pacientli po koronarografii. Konkrétn¢ se
zam¢éfili na Ctyfi vySe zminéné ceramidy z prace autorti Laaksonen et al. (2016). Podle
vysledki potvrdili, Ze Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0) a Cer(d18:1/24:1) jsou
vyznamn¢ prognostické pro kombinovany vysledek infarktu myokardu, cévni mozkové
vzorkt. Cer(d18:1/24:0) nebyl vyhodnocen jako prediktivni. Poméry téchto signifikantné
prediktivnich ceramidi s Cer(d18:1/24:0) vSak zvySily souvislost se zavaznymi
kardiovaskularnimi piihodami. Autofi vSak uvadeji, Zze ceramidy nebyly vyznamné
spojeny s korondrnim onemocnénim (Meeusen et al., 2018).

Podobnych vysledkl bylo dosazeno 1 pti prospektivni studii autord Havulinna et al.,
2016 (FINRISK MACE — ,,Major Adverse Cardiovascular Event*). Sérové koncentrace
Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0) a Cer(d18:1/24:1) byly v ptipad¢ pacientl vyssi nez
u kontrolni skupiny: mediany +11,4 %, +21,3 % a +17 % (p <0,001 pro vSechny Cer).
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Poméry ceramidi Cer(d18:1/18:0)/Cer(d18:1/24:0) a Cer(d18:1/24:1)/Cer(d18:1/24:0)
byly rovnéz vyssi u pacientd se zdvaznymi nezddoucimi KVO (Havulinna et al., 2016).

Kolektiv autorti Pan et al. (2020) pomoci jednorozmérné regresni analyzy ukazal, ze
koncentrace  plazmatickych  Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0), Cer(d18:1/24:0)
a Cer(d18:1/24:1) byly signifikantné vyssi u pacientl s diagnostikovanym STEMI nez
u kontrol a pacientl se stabilni anginou pectoris (p <0,001 pro vSechny Cer).

Konkrétné pacientim se STEMI byla vénovana dalsi studie, kde se autofi zabyvali
ceramidy jako prognostickymi biomarkery velké zatéze trombu. Zatéz trombu je
hodnocena pomoci vysledkli z angiografie. Na zakladé¢ analyzy ROC (,,Receiver
operating characteristic*) urcili citlivost (senzitivitu) a specifitu ceramidi vzhledem
k tvorb¢ intrakoronarniho trombu. Sérové hladiny Cer(d18:1/24:0) a Cer(d18:1/24:1)
byly autory vyhodnoceny jako vyznamné prediktory. Senzitivita 80 % a specifita 66 %
byla vyhodnocena pro Cer(d18:1/24:0) s koncentraci 6,77 pmol-1"!. Senzitivita a specifita
Cer(d18:1/24:1) s koncentraci 2,71 pmol1"! ¢inila 85 % a 75 %. Jako nesignifikantni
prognosticky biomarker u pacientli se STEMI byl vyhodnocen Cer(d18:1/16:0) 1 pies
zvySené hladiny ve vzorcich pacientli (Karagiannidis et al., 2021).

Autofi Hilvo et al. (2020) se ve své praci zabyvali vyvojem a validaci nového
rizikového skore CERT?2 (,,Coronary Event Risk Test 2°). Jejich vyzkum byl zaméten na
studium kombinace ceramidi s fosfatidylcholiny, které budou vhodné k prognostickému
hodnoceni KVO wu pacienti s ACS. Vramci rizikového skore CERT2 jsou
vyhodnocovany dva pomery Cer/PC (Cer(d18:1/16:0)/PC 16:0 22:5
a Cer(d18:1/18:0)/PC  14:0 22:6), jeden pomér Cer(d18:1/24:1)/Cer(d18:1/24:0)
a samostatné¢ PC 16:0 16:0 (diskutovan vyse). Autofi na zaklad¢ ziskanych vysledkl
tvrdi, Ze komponenty testu CERT2 vykazuji vy$§i poméry rizik (,,hazard ratios*) nez diive
publikované testy zaloZené pouze na ceramidech a jejich pomérech ve vSech tfech
zkoumanych prospektivnich studiich. Ve vysledcich diplomové prace byl PC 16:0 22:5
vedle ceramidli vyhodnocen jako jeden z nejsignifikantnéjSich lipidd, jehoz hladiny jsou
v pacientskych vzorcich vyznamné zvysSeny (medidn o 26,8 % vysS$i nez u kontrol).
PC 14:0 _22:6, ktery je v ramci CERT2 vyuzit v poméru s ceramidem, byl v diplomové
praci zvysen v kontrolni skupiné vzorka (median o 57,3 % vys$i nez u pacienttt).

Pro rutinni klinickou analyzu Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0), Cer(d18:1/24:0)
a Cer(d18:1/24:1) v plazmé¢ byla validovana LC-MS/MS metoda, kterda je vhodna
k diagnostickému pouziti (Kauhanen et al., 2016). Analyza je navic pomémné rychla

(5 min na vzorek) a vykazuje vysokou citlivost. Autofi studie dospé¢li k zavéru, ze tato
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metoda poskytne zlepSenou diagnostiku pacientl s koronarnimi onemocnénimi. Rovnéz
by méla vést k pochopeni role vybranych plazmatickych ceramida vzhledem ke KVO
(Kauhanen et al., 2016).

V ramci sit¢ nemocnic Mayo Clinic (https://www.mayoclinic.org/) se v soucasnosti
vyuziva tzv. CERAM test, znamy také jako ,,MI Heart Ceramides*. CERAM test zahrnuje
kvantifikaci hladin ceramidti v plazm¢ zalozenou LC-MS/MS metod¢. Jedna se o prvni
klinicky vyuzivany test na bazi lipidovych biomarkert AIM a ACS. Pro vyhodnoceni
rizik zavaznych nezadoucich KVO béhem jednoho az péti let jsou vyuzivany hladiny
Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0), a Cer(d18:1/24:1) a jejich poméry s Cer(d18:1/24:0)
(https://www.mayoclinic.org/ (15. 4. 2024)).
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6 ZAVER

Tato diplomové prace byla zamétena na lipidové profilovani plazmatickych vzorka
pacientt s diagnostikou STEMI a kontrolni skupiny. Teoretickd Cast diplomové prace
byla primarné vénovana kardiovaskuldrnimu systému, jeho poruchdm, diagnostice ACS
a pracovnimu postupu pii lipidomickych analyzich. Rovnéz byl zpracovan piehled
o analytickych metodach. Konkrétné byla pospana metoda HPLC-MS se zaméfenim na
pouzivané kolony pro separaci jednotlivych lipidovych tfid a na vyvoj a instrumentaci
hmotnostniho analyzatoru na principu orbitalni pasti.

V experimentalni ¢asti bylo za pomoci necileného lipidomického pftistupu
analyzovano 9 vzorkd pacientli s diagnostikou STEMI a 9 vzorkd kontrolni skupiny
populace bez diagnozy STEMI.

K charakterizaci naméteného souboru vzorkti byly pouzity supervizované
1 nesupervizované statistické metody.

Jako nejvice diskriminujici tfidy lipidd byly vyhodnoceny glycerolfosfolipidy
(pfedevsim podtiida PC) a sfingolipidy (zejména ceramidy a sfingomyeliny). Ve vzorcich
pacienti se STEMI byly zaznamenény signifikantné zvySené ceramidy Cer(d18:1/16:0),
Cer(d18:1/18:0), a Cer(d18:1/24:1). To potvrzuje vysledky vétSiny studii, ve kterych se
autofi zaméfujyi na lipidové biomarkery v souvislosti s KVO. Stejny vysledek byl
potvrzen pro PC 16:0 22:5, ktery je soucasti vyhodnocovaciho testu CERT2.

Souhrnné lze konstatovat, Ze necileny lipidomicky pfistup se zda byt vhodnym
nastrojem pro hledani potencidlnich novych biomarkerti. Dostate¢né zacileni na tyto
jednotlivé lipidy a jejich absolutni kvantifikace by mohla ptinést presnéjsi vysledky, se
kterymi by se dale mohlo pracovat jako s potencidlnimi biomarkery onemocnéni. AvSak
pro aplikaci komplexnich lipidovych profild, které by slouzily k diagnostice onemocnéni

v klinické praxi, je zapotiebi analyzovat vice vzorkl a idealné 1 vice diagnoz.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACS Akutni koronarni syndromy

Ag-HPLC Argentacni chromatografie

AIM Akutni infarkt myokardu

ANOVA Analyza rozptylu

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku

BNP Mozkovy natriureticky peptid

CA Shlukova (klastrova) analyza

CCTA Koronarni vypocetni tomografie (koronarni angiografie)
CD3.3 Compound Discoverer 3.3

Cer Ceramid

CID Kolizi indukovana disociace

CK Kreatinkinasa

CK-MB Kreatinkinasa (myokardialni isoenzym)

CL Kardiolipin

CRP C-reaktivni protein

cTns Kardialni troponiny

DDA Akvizice zavisla na datech

DESI Desorp¢ni ionizace elektrosprejem

DG Diacylglyceroly

DIA Akvizice nezavisla na datech

DIMS Hmotnostni spektrometrie s diferencialni iontovou mobilitou
EKG Elektrokardiografie

ESI Elektrosprej

ETD Disociace prenosem elektront

FA Mastné kyseliny

FDR Mira falesnych objevil

FNV Fale$né negativni vysledky

FPV Fale$né€ pozitivni vysledky

FTICR Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
FWHM RozliSeni piku v poloviné maxima

GL Glycerolipidy
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GNPS
GP

HCD
HDL
HDL-C
HILIC
HPLC
HRMS
ICHS
IL-6
IRM
KVO
LBBB
LC-MS
LDL
LMSD
LNAPE
MALDI
MG

MN
MRM
MS
MS/MS
MSI
MUFA
NAP
NSTE-ACS
NSTEMI
NT-proBNP
OPLS-DA
QC

PC

PCA

PE

Global Natural Products Social Molecular Networking
Glycerolfosfolipidy

Disociace indukovana vyssi energii

Lipoproteiny s vysokou hustotou

HDL cholesterol

Hydrofilni interak¢éni chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
Ischemicka choroba srde¢ni

Interleukin 6

Transportni multipol pro ionty

Kardiovaskularni onemocnéni

Blokéda levého Tawarova raménka

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Lipoproteiny s nizkou hustotou

Strukturni databaze LIPID MAPS
N-acyl-lysofosfatidylethanolamin

Laserova desorpce/ionizace za pfitomnosti matrice
Monoacylglyceroly

Molekularni sit’

Monitorovani vicenasobnych reakci

Hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie

Hmotnostné spektrometrické obrazkovani
Mononenasycené mastné kyseliny

Nestabilni angina pectoris

Akutni koronarni syndrom bez elevace ST useku
Infarkt myokardu bez elevace ST tseku
N-terminalni fragment proBNP

Ortogonalni diskriminac¢ni analyza nejmensSich ¢aste¢nych ctverci
Vzorky kontroly kvality

Fosfatidylcholin

Analyza hlavnich komponent

Fosfatidylethanolamin
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PG

PI
PLS-DA
PRM

PS
PUFA
RP-HPLC
SIMS
SM

SP
STEMI
SWATH
TG
TNF-a
TOF
UVPD

Fosfatidylglycerol

Fosfatidylinositol

Diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢aste¢nych Ctverca
Monitorovani paralelnich reakci

Fosfatidylserin

Polynenasycené mastné kyseliny

HPLC v systému s reverzni stacionarni fazi
Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontt
Sfingomyelin

Sfingolipidy

Infarkt myokardu projevujici se elevaci ST tseku

Sekvencni akvizice oken vSech teoretickych hmotnostnich spekter

Triacylglyceroly
Faktor nadorové nekrézy a
Hmotnostni analyzéator doby letu

Fragmentace iontii pomoci ultrafialové fotodisociace
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9 PRILOHY

77



