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Kvalitativni analyza vybranych podtiid glykosfingolipidu
izolovanych z lidské krevni plasmy pomoci HILIC-ESI-MS/MS

Abstrakt

Tato bakalarskd prace se zabyva kvalitativni analyzou vybranych podtiid
glykosfingolipidi izolovanych z lidské krevni plasmy pomoci hydrofilni interakéni
kapalinové chromatografie s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou hmotnostni
detekci (HILIC-ESI-MS/MS). Glykosfingolipidy jsou vSudypfitomné a strukturné velmi
rozmanité slozky bunéénych membran podilejici se a ovlivilyjici mnoho bunéénych
funkci. Bylo prokazano, ze zmény ve strukturach glykosfingolipid a v jejich rozdilné
expresi mohou predstavovat kliCovy faktor pfi vyvoji mnoha onemocnéni a rdznych
typt rakoviny.

Teoreticka Cast je vénovana shrnuti zakladnich poznatkli o glykosfingolipidech,
jejich biosyntéze, klasifikaci, biologickych funkci a jejich souvislosti s riznymi typy
onemocnéni a rakoviny. Dale jsou zde popsany metody izolace, pieCisténi a analytické
moznosti stanoveni glykosfingolipidi z biologickych vzorka.

V ramci experimentalni Casti prace byl proveden odbér a zpracovani vzorku krve
spolu s piipravou potfebnych roztokt, vzorka plasmy a standardd. Dale byla provedena
testovaci analyza, optimalizace gradientu mobilni faze, srovnani nejcasteji pouzivanych
extrakénich metod, a to metod podle Folcha, Bligh a Dyera, Matyashe a Alshehryho,
a frakcionace lipidového extraktu. Nedilnou soucasti praktické casti byla rovnéz
identifikace a strukturni charakterizace glykosfingolipidi v ramci vybranych podtiid,
veetné sestaveni jejich profilu v lidské krevni plasmé.

V zavéru prace jsou shrnuty vysledky prace a odpovédi na stanovené vyzkumné

otazky vcetné zhodnoceni moznych zlepseni v dané oblasti.

Kli¢ova slova
Glykosfingolipidy; Plasma; Extrakce; Kapalinova chromatografie; Hmotnostni

spektrometrie; Frakcionace; Profil lipidt; Strukturni identifikace; Fragmentace



Qualitative analysis of selected glycosphingolipid subclasses isolated

from human blood plasma using HILIC-ESI-MS/MS

Abstract

This bachelor thesis deals with the qualitative analysis of selected subclasses of
glycosphingolipids isolated from human blood plasma using hydrophilic interaction
liquid chromatography coupled with electrospray ionization tandem mass spectrometry
(HILIC-ESI-MS/MS). Glycosphingolipids are ubiquitous and structurally very diverse
components of cell membranes involved in many cellular functions. It has been shown
that changes in the structures of glycosphingolipids and their distinct expression can
pose a key factor in the development of numerous diseases and different types of
cancer.

The theoretical part of this thesis is dedicated to a summary of fundamental
knowledge about glycosphingolipids, their biosynthesis, classification, biological
functions and their association with various types of diseases and cancers. Furthermore,
methods of isolation, purification and analytical possibilities for the determination of
glycosphingolipids in biological samples are described here.

In the experimental part, blood samples were taken and processed together with the
preparation of the necessary solutions, plasma samples, and standards. Moreover, a test
analysis, optimization of mobile phase gradient and comparison of the most frequently
used extraction methods according to Folch, Bligh and Dyer, Matyash, and Alshehry
alongside fractionation of lipid extract is described in this part. An integral part of the
experimental section was the identification and structural characterization of
glycosphingolipids within selected subclasses, including the generation of GSL profiles
in human blood plasma.

In conclusion, the results of the work and answers to the stated research questions

are summarized, including the evaluation of possible improvements in this field.

Keywords

Glycosphingolipids; Plasma; Extraction; Liquid chromatography; Mass

spectrometry; Fractionation; Lipid profile; Structural identification; Fragmentation
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1 UVOD

Lipidomika je mlady védni obor zabyvajici se studiem a analyzou lipidomu, tedy
veSkerych lipidd v burice, tkani nebo organismu. Hlavnim cilem lipidomiky je
identifikace a kvantifikace lipidovych druhl, a to za GCelem pochopeni funkci lipidu
v zivych systémech a zmén, k nimz dochazi béhem naruSeni jejich metabolismu.

Lipidy jsou pfirodni latky jak rostlinného, tak zivocisného puvodu, které jsou
obvykle nerozpustné ve vodée, ale dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech.
Lipidy tvori zékladni stavebni slozku bunéénych membran, slouzi jako zasoba energie
a maji fadu dalSich klicovych biologickych funkci. Z chemického hlediska predstavuji
lipidy heterogenni skupinu hydrofobnich ¢i amfipatickych slou€enin o relativné nizké
molekulové hmotnosti. Molekuly lipidi jsou typické pritomnosti rizné dlouhych
alkylovych fetézci (obvykle se sudym poctem atomu uhliku), anebo izoprenovych
jednotek v linearnim ¢i cyklickém uspotfadani. Molekuly lipida byvaji rovnéz casto
modifikovany riznymi funk¢énimi skupinami nebo jsou kovalentné spojeny s jinymi
malymi polarnimi molekulami (napf. glycerolem, sacharidy, zbytkem H3POs, apod.),
které zvyraznuji jejich amfipaticky charakter.

Lipidy jsou nedilnou soucasti naseho Zivota a hraji velmi dulezitou roli pfi vzniku
a prubéhu mnoha onemocnéni vCetné rakoviny. V piipadé rakovinného bujeni, kdy
dochazi k nekontrolovanému mnozeni bunék, je zapotiebi velké mnozstvi stavebniho
materialu k tomu, aby mohl nador rist a dale se rozvijet. Timto stavebni materialem
jsou z velké ¢asti prave lipidy, jez burika ziskava ze svého okolniho prostredi. Odliseni
zdravé a nemocné buiiky je tedy zalozeno na predpokladu, ze se od sebe vzajemné lisi
skladbou lipidomu. Zaroven se predpoklada, ze se tyto zmeény mohou projevit i ve
slozeni télnich tekutin jako je napf. krev, plasma, sérum nebo moc.

Prestoze analyza lipida je vzhledem k jejich velké strukturni rozmanitosti velice
naro¢nym ukolem, pravé znalost slozeni a metabolismu lipidl je velmi dilezita, nebot
poruchy v metabolismu lipidd mohou souviset s fadou zavaznych onemocnéni vCetné
raznych typt rakovin. Komplexni analyza lipida tedy mtze vést k lepSimu porozuméni
prubéhu téchto onemocnéni ¢i k objeveni biomarker(, které by umoznily odhalit dané
onemocnéni ¢i rakovinu v raném stadiu a zvysit tak Sanci na zachranu mnoha lidskych

zivotu.



2 TEORETICKA CAST

Lipidy jsou dle klasifikace, kterou uvadi (Fahy et al. 2005; Fahy, Subramaniam,
a Murphy 2009) a webovy portal LIPID MAPS (Lipid Metabolites and Pathways

Strategy, https://www.lipidmaps.org/), rozdéleny do 8 kategorii, a to na mastné

kyseliny, resp. acyly (FA), glycerolipidy (GL), glycerofosfolipidy (GP), sfingolipidy
(SP), steroly (ST), prenoly (PR), sacharolipidy (SL) a polyketidy (PK). Kazda kategorie
lipidi ma také svoji vlastni hierarchii subklasifikace. Lipidy, které se nejcastéji
vyskytuji v eukaryotickém systému, jsou znazornény na obr. 1.

V ramci této bakalarské prace jsem se zameéftila vyhradné na kvalitativni analyzu
vybranych podtiid glykosfingolipidt, které patii mezi hlavni a zaroven nejruznorod€jsi
podtiidu sfingolipidd, nebot prave tato skupina lipidd ma velky potencial pii hledani

vhodnych biomarkert.

i |

| | | | | | |

lI(V[ ::ltil:lc Glycerofosfolipidy Glycerolipidy Sfingolipidy Steroly Prenoly Polyketidy Sacharolipidy
Y(F ) v (GP) (GL) (SP) (SL) (PR) (PK) (SL)

volné¢ MK fostfatidylcholiny triacylglyceroly sfingosiny steroidy vitaminy flavonoidy
eikosanoidy |- fosfatidyletanolaminy [ diacylglyceroly ceramidy steroly rozpustné
vosky fosfatidylseriny monoacylglyceroly cerebrosidy vitaminy v tucich
fosfatidylglyceroly gangliosidy rozpustné dalsi
fosfatidylinositoly sulfatidy v tucich terpenoidy
kyselina fosfatidova sfingomyeliny
dalsi GP globosidy

dalsi SP
Obr. 1: Hlavni skupiny lipida vyskytujici se v eukaryotickych buikach — upraveno.
Klasifikace ptevzata z LIPID MAPS a od Fahy et. al (2005, 2009).

2.1 Glykosfingolipidy

Glykosfingolipidy (GSL) byly poprvé objeveny a popsany roku 1942 Ernstem
Klenkem po jejich izolaci z mozkové tkané (X. Zhang a Kiechle 2004). GSL jsou
vSudypfitomné slozky bunécnych membran (viz obr. 2) a membranové vazanych
subcelularnich organel témér vSech eukaryotnich organismu. GSL rovnéz mohou
cirkulovat v télnich tekutinach bud ve formé volné a/nebo vazané na proteiny.

(Barrientos a Zhang 2020).


https://www.lipidmaps.org/
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Obr. 2: Struktura bunécné membrany eukaryotické buriky — pfevzato a upraveno

(Isaac 2005).

GSL jsou amfipatické sloucCeniny a piedstavuji jednu z hlavnich a strukturalné
nejvice heterogennich podtiid sfingolipidi. Molekula GSL (obr. 3) je slozena
z hydrofilni hlavni skupiny s alespoil jednou monosacharidovou jednotkou (obecné
znaceno jako Hex, hexodza) pfipojenou prostifednictvim glykosidové vazby k hydrofobni
ceramidové Casti (Barrientos a Zhang 2020). Prvni cukry, které se béhem biosyntézy
pripojuji k ceramidovému fetézci, jsou nejcastéji glukdza (Glc) nebo galaktoza (Gal)
(Schnaar a Kinoshita 2017). Cely sacharidovy fetézec je pak pfipojen na primarni
hydroxylovou skupinu ceramidu. Ceramidova ¢ast GSL se skladd ze zbytku mastné
kyseliny (acylu) pfipojené amidovou vazbou k zékladnim dlouhému fetézci sfingoidni
baze (Breimer et al. 2017). Mastné acyly v GSL jsou obecné dlouhé (nejcastéjsi pocet
uhliku je 16 az 26, C16—C26) a nasycené nebo mononasycené (Barrientos a Zhang 2020).
Velikost sacharidové ¢asti se bézné pohybuje od jedné do dvanacti monosacharidovych
jednotek, ale byly také popsany GSL s vice nez tficeti monosacharidovymi jednotkami
(Breimer et al. 2017).
Prvnim charakterizovanym glykosfingolipidem byl galaktosylceramid, ktery se radi
mezi nejjednodussi glykolipidy a je také jednou z nejhojnéjSich molekul v mozku

obratlovct (Schnaar a Kinoshita 2017).
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Obr. 3: Priklad struktury glykosfingolipidu (GSL) dihexosylceramidu 18:1;02/16:0
(4. Hex2Cer 34:1;02) — vlastni tvorba.

2.1.1 Klasifikace a biosyntéza GSL

GSL jsou obecné klasifikovany na 2 zakladni skupiny, a to na neutralni a kyselé, tj.
sialované a sulfatované GSL (Schnaar a Kinoshita 2017). Neutralni GSL se skladaji ze
dvou podskupin: monoglykosylceramidy (cerebrosidy) a oligoglykosylceramidy
(globosidy), kyselé GSL se dale rozdéluji na sialované glykosylceramidy (gangliosidy)
a sulfoglykosylceramidy (sulfatidy) (Farwanah a Kolter 2012; Malhotra 2012; X. Zhang
a Kiechle 2004). GSL mohou byt dale klasifikovany na zakladé podobnosti struktury
oligosacharidu do raznych sérii, napf. ganglio-série, globo-série, lakto-série apod.
(T. Zhang et al. 2019).

Cesta pro biosyntézu desitek, stovek ¢i tisici GSL je pomérné slozita (obr. 4), a je
ji prekvapivé dosazeno za pouziti pouze nékolika glykosyltransferaz, které spojuji
prekurzory s meziprodukty za vzniku konkrétnich produktl na zakladé specifi¢nosti
enzyml. Enzymy prenaseji specificky cukr z pfislusného cukerného nukleotidu na
ceramidovy zakladni fetézec nebo na neredukujici konec rostouciho sacharidového
fetézce pripojeného k ceramidu. Glukosylceramidy (GlcCer) a galaktosylceramidy
(GalCer) jsou syntetizovany pomoci enzymid UDP-Glc (uridin  difosfat
glukoza):glukosylceramid syntazy (ceramid glukosyltransferaza, CGIcT) a UDP-Gal
(uridin difosfat galaktoza):galaktosyl syntazy (ceramid galaktosyltransferaza, CGalT).
Syntéza GlcCer muze byt inhibovana strukturnimi analogy ceramidu. Zatimco GlcCer
je syntetizovan na cytosolové strané Golgiho aparatu, GalCer je syntetizovan

v endoplazmatickém retikulu (ER) (A. H. Merrill 2008).
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Obr. 4: Priklad ,,de novo* biosyntézy ceramidu 34:1;02, pfevzato a upraveno

(A. H. Merrill 2008; Skotland er al. 2016).

“De novo* biosyntéza ceramidu, napt. 18:1;02/16:0 (obr. 4), probiha ve Ctyfech
krocich na cytosolové strané ER, zatimco syntéza GSL z ceramidového fetézce probiha

pfevazné v Golgiho aparatu (Skotland et al. 2016). Ceramidy (Cer) jsou zakladni
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molekuly, ze kterych probiha syntéza slozitéjsich sfingolipidl, jako jsou sfingomyeliny
a glykosfingolipidy. Prvnim krokem je kondenzace aktivované Cis mastné kyseliny
palmitoyl-CoA a aminokyseliny L-serinu, ktery je katalyzovan palmitoyltransferazou.
Vyslednym produktem je 3-ketosfinganin (3KS), ktery je dale redukovan na sfinganin
za pomoci 3-ketosfinganin reduktazy zpusobem spojenym s pfeménou NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfatu). Sfinganin je dale N-acylovan pasobenim Sesti
izoforem ceramid syntazy (CerS1-6). CerS5 a CerS6 pouzivaji jako substrat palmitoyl-
CoA, ¢imz vznikd produkt dihydroceramid (Cer 18:0;02/16:0). Posledni krok
v “de novo“ biosyntéze je katalyzovan dihydroceramidem A4-desaturazou (DEGS),
ktery se vyskytuje ve dvou izoformach: DEGS; a DEGS,. Pomoci DEGS dochazi
k zavedeni hydroxylované skupiny do polohy C4 hlavniho fetézce pomoci
molekularniho kysliku. Nésleduje dehydratacni reakce, ve které DEGS prostfednictvim
NADPH zavadi dvojnou vazbu mezi uhliky C4 a C5 za vzniku charakteristické
struktury jadra ceramidu (Cer 18:1;02/16:0). Vytvorené Cer jsou nasledné presunuty do
Golgiho aparatu, kde jsou dale metabolizovany na GSL (Wigger et al. 2019).

2.1.2 Biologické funkce GSL

GSL plni mnoho dilezitych funkci v organismu. Hraji dulezitou roli v molekularni
signalizaci, bunééné komunikaci a bunécné adhezi (M. Wong et al. 2018). Vykazuji
fadu funkci v bunécné diferenciaci a interakci. Je také znamo, Ze hraji roli receptort pfi
invazi patogenu (T. Zhang et al. 2019).

GSL se primarné nachazi na vné¢jsi strané plazmatické membrany bunék tak, aby
jejich glykany sméfovaly k vnéj§imu prostfedi a byla tak umoznéna mezibunécna
komunikace zprostfedkovana vazbou na komplementarni molekuly na druhé strané
plazmatické membrany, coz predstavuje jednu z jejich nejdilezitéjSich funkci. Druhou
nejdulezitéjsi funkci je modulace aktivit proteint na téze stran€ plazmatické membrany.
Na urovni jedné buriky nejsou GSL pro zivot nezbytné, bunky bez GSL prezivaji, mnozi
se, a dokonce se diferencuji. GSL jsou vSak vyzadovany pro vyvoj na arovni celého
organismu (Schnaar a Kinoshita 2017). V plazmatické membrané hraji GSL roli
v infek¢énich nemocich, kde plsobi jako bunécné receptory a koreceptory pro viry,
bakterie a mikrobialni toxiny, mohou ale také pusobit jako antigeny v nékterych
autoimunitnich onemocnénich (Barrientos a Zhang 2020; Hoftejsi et al. 2021). GlcCer

hraje dulezitou roli v kizi, kde slouzi jako prekurzor, ktery je hydrolyzovan na kozni
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ceramidy za vzniku propustné bariéry. GlcCer je také nezbytny pro intracelularni
membranovy transport, bunécnou proliferaci a preziti. Rovnéz ma dualezitou roli na
rezistenci vici 1é¢ivim a funkci bun€k ptirozenych zabijaki. Mimo jiné jsou hladiny
GlcCer zménény Sirokym spektrem nemoci, vcetné¢ kardiovaskularnich chorob,
rakoviny, cukrovky a rGznych koznich poruch. GalCer a jeho sulfatované derivaty,
nazyvané sulfatidy, jsou hlavnimi slozkami myelinu a bylo hlaSeno, ze vzajemné
interaguji prostfednictvim interakci sacharid—sacharid (A. H. Merrill 2011).

Meén€ znadmou a prozkoumanou funkci GSL je jejich role ve funkci imunitnich
bunék. Jak jiz bylo zminéno, GSL se skladaji z glykant vazanych na ceramidové jadro.
Rozmanitost glykanovych struktur na GSL je fizena fadou proteind zapojenych do
glykanové biosyntézy. Tyto proteiny jsou odliSné exprimovany v celém imunitnim
systému, coz vede k velké variabilit¢ GSL, coz naznacuje funkéni roli GSL ve vyvoji
nebo aktivaci imunitnich bunék. GSL jsou nezbytné pro nabor imunitnich proteini do
specifickych membranovych mikrodomén a interakce pfimo s molekulami na jinych
typech bunky dale formuji mnohostrannou funkci GSL v imunité. GSL jsou tedy
dilezitymi slozkami funkéniho imunitniho systému a hraji vSestranné role ve fyziologii

a patofyziologii (T. Zhang et al. 2019).

2.1.3 GSL jako biomarkery pro riznd onemocnéni

GSL predstavuji vysoce heterogenni tfidu lipidi s mnoha bunécnymi funkcemi
zapojenymi do Sirokého spektra nemoci, véetné riznych typu rakoviny. GSL hraji
klicovou roli v mnoha fyziologickych procesech (napf. béhem bunécného vyvoje,
diferenciace, rozhodovani o osudu bunky apod.). Zmeénéna exprese GSL muze
podporovat patofyziologické procesy jako je bunécna invaze, rezistence vi¢i mnoha
1éciviim a epitelialné-mezenchymalni prechod v maligni tkan (Bien et al. 2020).

Lipidomika, jakozto rychle se rozvijejici v€dni obor zamé&fujici se na identifikaci
a kvantifikaci riznych lipidovych druhd v lipidomu, se nyni objevuje v poptedi
védeckého vyzkumu pravé kviali dalezitosti lipidi v bunééném metabolismu,
a to zejména s ohledem na prokazanou vazbu k riznym nemocem vcetné rakoviny.
Schopnost analyzovat tyto malé molekuly vedla klepsimu porozuméni nékolika
mechanism fizenych lipidy a k identifikaci biomarkeri na bazi lipida
u neurodegenerativnich onemocnéni, rakoviny, sepse, hojeni ran a preeklampsie.

Identifikace biomarkeri a porozuméni specifickym lipidovym draham spojenych
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s chorobnou patologii mohou tvofit zaklad ve vyvoji novych terapeutik s nadgji
vyléCeni raznych lidskych nemoci (Stephenson, Hoeferlin a Chalfant 2017). Lipidomika
zalozend na hmotnostné-spektrometrickych metodach ma tedy veliky potencial
v mediciné, vCetné diagnostiky a nasledné terapie a analyzy mechanismu, které jsou
zakladem riznych onemocnéni, nebo jinych patofyziologickych stavii a vyzivy (Uphoff
et al. 2008).

Dédicné metabolické poruchy zahrnujici enzymatické drahy GSL zpuasobuji
glykosfingolipidozy. Glykosfingolipidozy jsou nejvice prevladajici podskupinou
lysozomalnich poruch, jenz jsou charakterizovany akumulaci jednoho nebo vice GSL
v buiikach nebo tkanich. K akumulaci GSL dochazi v dasledku chybé&jiciho ¢i
nedostacujiciho mnozstvi enzymu blokujici degradaci specifickych GSL v lysozomech
(Barrientos a Zhang 2020; X. Zhang a Kiechle 2004). K degradaci GSL dochazi na
povrchu intraendolysozomalnich luminalnich vacku a lze ji zablokovat vrozenou vadou
lysozomalni hydrolazy nebo pfislusného aktivacniho proteinu (Breiden a Sandhoff
2019). Jelikoz jsou GSL hojné exprimovany v centralnim nervovém systému,
glykosfingolipidézy jsou cCasto charakteristické progresivnim neurodegenerativnim
prubéhem. Mezi tato onemocnéni patii Fabryho choroba, Gaucherova choroba,
Tay-Sachsova nemoc a Sandhoffova nemoc, které jsou zptisobeny nedostatecnou funkci
enzymu (X. Zhang a Kiechle 2004).

Slozeni nebo mnozstvi glykani muiize kolisat v prubéhu progrese onemocnéni
a mohou tedy slouzit jako potencialni biomarkery pro dané onemocnéni. Mnoho
mozkovych onemocnéni ma dysregulovany metabolismus gangliosidi a sulfatidu.
Dysregulace GSL se také podili na autoimunitnich, metabolickych a dalSich
komplexnich onemocnéni. Jelikoz GSL mohou indukovat terapeutické cytokiny, reakce
zprosttedkované burikami jsou proto slibnymi cili pro imunoterapii. Jeden takovy typ
bunék, pfirozeni zabijeci (buiikky iNKT) rozpoznavaji GSL a uvoliyji cytokiny, které
zabijeji rakovinné nebo virem infikované buriky, coz se jevi jako potencialni zpisob
1écby rakoviny a infekEnich chorob. Znalost konkrétnich molekularnich struktur GSL
a zapojenych metabolickych cest by dale urychlila terapeutické aplikace cilené na GSL
(Barrientos a Zhang 2020).
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2.1.4 GSL arakovina

Rizné bunky a tkané vykazuji rozdilnou expresi GSL a ke zménam ve strukturach
glykanovych skupin GSL dochazi i béhem vyvoje mnoha typu rakovin (Zhuo, Li,
a Guan 2018). Ackoliv je rakovina obecné popisovana jako genetické onemocnéni,
nedavné studie ukazaly, ze tumorogenni fenotypy jsou vysledkem tfady mutacnich
udalosti, které kombinuji zmény vice signalnich cest, vnitinich 1 vnéjSich, které méni
zékladni bunéény metabolismus a poskytuji podporu tfi zakladnich potfeb nezbytnych
pro déleni bunék: (1) rychla tvorba ATP (adenosintrifosfat) k udrzeni energetického
stavu, (2) zvySena biosyntéza makromolekul a (3) zpfisnéné udrzovani piislusného
stavu bunécného redoxu. Lipidy hraji mnoho klicovych roli ve v§ech téchto zakladnich
procesech nezbytnych pro vyvoj nadoru (Han 2016). Nadory casto vykazuji vysoké
hladiny GSL, které interferuji se zabijeci schopnosti imunitniho systému. Tyto vysoké
hladiny GSL maji za nasledek vysoké koncentrace volnych GSL v mikroprostiedi
nadoru. U nékterych nadord, jako je napiiklad neuroblastom, byla plasmaticka
koncentrace nadorovych derivati GSL 50krat zvysena ve srovnani se stejnymi pacienty
po 1é¢bé nebo u zdravych kontrol (T. Zhang er al. 2019). Rakovinné buriky mohou byt
potencialné odliSeny od zdravych bunék, a to na zakladé jejich riznych
glykosfingolipidovych profild (Barrientos a Zhang 2020). Imunoterapie rakoviny je
velmi slibny pfistup, ktery vyuziva imunitni systém k 1é€bé€ rakoviny (Zhuo, Li, a Guan
2018). V rakovinnych bunkach je nékolik proteind, které jsou bud’ zapnuty, nebo
vypnuty, coz dramaticky meéni metabolismus a celkovou aktivitu butiky (Daniotti et al.
2013). GSL spojené s rakovinou mohou byt pouzity nejen jako nadorové markery, ale
také jako funkCni molekuly regulujici rizné signaly zavedené membranovymi
mikrodoménami. Existuje fada zprav o specifické expresi riznych GSL u jednotlivych
rakovin. Radi se sem gangliosid GD3 u melanomd a lymfoblastické leukémie, GD:
u neuroblastomu, osteosarkomu, rakoviny plic a prsu, a také globotriaosylceramid (Gb3)
u Burkittovych lymfoma. Gangliosidy se dvéma vazanymi kyselinami sialovymi
(ti. GD2 a GD3) podporuji maligni vlastnosti v riznych rakovinnych systémech.
Zejména tandemove opakované struktury kyseliny sialové (jako jsou ty v GD3 a GD»)
zvysily maligni vlastnosti rakovinnych bunék, jako je bunécna proliferace, bun&cna
invaze a migrace, bunécnad adheze a metastazy. Naproti tomu gangliosidy s pouze
jednou vazanou kyselinou sialovou (tj. GMi, GM2, GMs3) cCasto potlacuji maligni

vlastnosti riznych rakovinnych bunék (Furukawa et al. 2019). Mnoho gangliosidu je

16



povazovano za antigeny asociované s nddorem, jenz jsou nadmémé exprimovany pii
rakoviné. V tomto disledku bylo vyvinuto pouziti protinadorovych gangliosidovych
monoklonalnich protilatek pro diagnostiku, monitorovani a 1écbu pacientt s rakovinou

(Groux-Degroote, Guérardel, a Delannoy 2017).

2.2 Metody izolace a precisténi GSL z biologickych vzorki

GSL se vyskytuji ve vSech tkanich, organech a biologickych tekutinach. Znac¢né
mnozstvi GSL bylo nalezeno napf. v plicich, srdci, stfevech, ledvinach, sitnici
a mozkomi$nim moku. Zejména pak biologické tekutiny jako je krev a moc jsou vhodné
pro studie biomarkert, a to hned z n€kolika davodi. Tyto biologické vzorky lze jednak
velmi snadno ziskat a jednak béhem patologickych stavi muze navic dochazet
k odlouceni GSL z povrchu poskozenych tkani a jejich naslednému presunu do
krevniho obéhu (Barrientos a Zhang 2020). Krev, zejména plasma a sérum, patii mezi
nejCastéji pouzivané typy lidského biologického materidlu v soucasné lipidomické
analyze (Wolrab et al. 2019). Krevni plasma je hlavnim transportérem strukturalné
odlisnych molekul mezi organy v lidském téle, pfiCemz metabolity krevni plasmy se
bézn€ pouzivaji pro klinickou diagnostiku (Lee et al. 2014). Pfed samotnou
chromatografickou analyzou je zapotiebi provést konvencni upravu vzorku, ktera
zahrnuje oddéleni lipidi od ostatnich molekul a ionti pfitomnych ve zkoumaném
vzorku (Novakova a Dousa 2013b; Uphoff 2008). Efektivni extrakce lipidu
z biologickych vzorkll je dilezita pro uspésnou kvalitativni a kvantitativni analyzu
lipidd (Bang, Byeon, a Moon 2014). Mezi nejrozsifenéjsi zpusoby se fadi srazeni
proteinti (deproteinizace), extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a extrakce na tuhou

tazi (SPE), popiipadé kombinace vySe zminénych metod (Novakova a Dousa 2013b).

2.2.1 SraZeni proteini (deproteinizace)

Metodu deproteinizace 1ze pouzit jako alternativni zpasob pro extrakci lipida, kdy
vysrazeni proteinu probiha nejCastéji ve vodé rozpustnym organickym rozpoustédlem
(Satomi, Hirayama, a Kobayashi 2017). Existuje nékolik zpusobl, jak mize byt
precipitace (srazeni) proteini provedeno, napf. pfidanim silnych kyselin, organického
rozpoustédla misitelného s vodou, soli vicemocnych iontd, kombinaci deproteinizacnich

¢inidel nebo saturaci materialu siranem amonnym (Novakova a Dousa 2013b).
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Vysrazeni proteint z télnich tekutin za pomoci organickych rozpoustédel je
nejjednodussi proces pripravy vzorku pro analyzu lipida (Wolrab er al. 2019).
Z organickych rozpoustédel misitelnych svodou lze pro srazeni proteind pouzit
rozpoustédla jako je acetonitril (ACN), metanol (MeOH), etanol (EtOH), aceton (ACE)
a izopropylalkohol (IPA). Bylo vsak zjisténo, ze ACN neni piili§ vhodnym ¢inidlem pro
extrakci lipida, jelikoz potencialné aktivuje nékteré enzymy béhem procesu srazeni
proteint (Satomi, Hirayama, a Kobayashi 2017). Mnoho studii také prokazalo, ze pro
profilovani polarnich sloucenin pomoci hmotnostni spektrometrie jsou nejvhodnéjsi
metody srazeni proteini za pouziti studenych organickych rozpoustédel, pificemz
nejCastéji pouzivanym rozpoustédlem je metanol (Lee et al. 2014).

Béhem procesu srazeni proteini by mélo dojit k odstranéni proteinti i o malé
molekulové hmotnosti. Supernatant ziskany odstfedénim je nasledné pouzit bud’ pifimo
k analyze, nebo je nejprve odpafen do sucha a vznikly odparek je rozpustén v mobilni
fazi a nasledné analyzovan (Novakova a Dousa 2013b)

Horejsi et al. (2021) uvadi, ze deproteinizace pomoci ACN neni efektivni metodou
pro extrakci GSL kvili vyznamnému poklesu intenzity lipidovych druht a zaroven neni
pravdépodobné dostateCna k vysrazeni vSech proteint ve vzorku. Dale uvadi, ze pouziti
ACE sice prinasi lepsi vysledky, ale stale ne dostacujici, ¢imz dospiva k zavéru, ze
precipitace na bazi alkoholu pfedstavuje jeden z nejvice vyhovujicich postupu pripravy

vzorku pro analyzu GSL na bazi LC-MS.

2.2.2 Extrakce typu kapalina—kapalina (LLE)

Jednou znejvice vyuzivanych extrakénich metod v lipidomice je extrakce
z kapaliny do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction). Tento zplsob extrakce je hojné
vyuzivan piedevs§im kvuli nenaro¢nosti provedeni, pomoci néhoz lze extrahovat latky
ve vysokych vytézcich, a to i z méné koncentrovanych vzorkt. Tato metoda neni rovnéz
naro¢na z hlediska pfistrojového vybaveni. Princip LLE spociva vtom, ze se analyt
prevede z vodné faze do organického rozpoustédla, které je s vodou nemisitelné a tim
dojde k vyextrahovani pozadovaného analytu ze vzorku (Novakova a Dousa 2013Db).

Mezi nejCastéji vyuzivané extrakce typu LLE patii metoda dle Folche (1957)
Bligha and Dyera (1959), Mathyase (2008) a Alshehryho (2015). Lipidy byly a stale
jsou tradiéné extrahovany smeési rozpoustédel zahrnujici chloroform a metanol. Mezi

tyto metody radime extrakce podle Folche a Bligha a Dyera, které byly pivodné
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vyvinuty pro extrakci lipidi zejména ztkani a tekutin. Ob&€ zminéné metody jsou
zalozené na vytvoreni dvoufazového systému, ve kterém jsou lipidy rozdéleny do
organické faze (Griffiths er al. 2020).

Bylo zji§téno, ze Folchova metoda je nejucinnéj§i LLE metodou pro extrakci
Siroké Skaly lipidovych tfid, tj. ziskani celkového lipidového extraktu. Pouziva se jako
referencni proces extrakce v mnoha laboratofich pro §irokou skalu biologickych tekutin,
veetné krve, moci, slin ¢i mozkomisniho moku. Pfi pouziti této metody je vzorek
homogenizovan smeési rozpoustédel chloroform/metanol v objemovém poméru 2:1.
(Folch, Lees, a Stanley 1957; M. W. K. Wong et al. 2019). Po utvoreni dvou fazi je
spodni organicka faze shromazdéna a pouzita pro analyzu lipidi. Horni vodna faze se
pouziva k analyze primarnich metabolitt (Lee et al. 2014).

V néavaznosti na Folche predstavili Bligh a Dyer metodu, pfi niz probih4 extrakce
a rozdé€leni soucasné. Tato metoda je zvlasté vhodna pro extrakci lipidd z inkuba¢niho
média, tkanovych homogenati nebo bunécnych suspenzi. Nevyhodou této metody je
poskytovani vyrazné nizSich odhadd obsahu lipidi ve vzorcich obsahujicich vice nez
2 % lipidd v porovnani s Folchovou extrak¢éni metodou (Folch, Lees, a Stanley 1957).
Pfi pouziti této metody je vzorek smichan se smési chloroform/metanol jak je tomu
u Folchovy metody, akorat v obraceném objemovém pomeéru 1:2. Horni vodna faze je
pouzita pro analyzu primarnich metaboliti a spodni organicka faze slouzi pro
profilovani lipidt po pfedchozim vysuseni (Lee ef al. 2014).

Dalsi extrakce typu LLE je Matyashova metoda, ktera vyuziva pro extrakci lipidu
methyl-terc-butylether (MTBE) (Matyash et al. 2008). Nahrazeni chloroformu za
MTBE prokazalo podobnou extrakci hlavnich lipidovych tfid. Tato metoda je vyznamna
zejména pro extrakci sfingolipidd a bylo prokazano, ze dosahuje podobné ¢i dokonce
lepsi Gcinnosti pii extrakei lipidd jak metoda Folchova (M. W. K. Wong et al. 2019).
V ramci této metody se vzorek misi se smési MTBE/metanol v objemovém poméru
10:3 a nasledna fazova separace je dosazena pomoci ptidavku vody. Kvili nizké hustoté
MTBE tvoii organickd faze obsahujici lipidy horni vrstvu béhem separace (Matyash
et al. 2008).

Jednim z nejnovejSich typd LLE extrakce je Alshehryho metoda. Oproti
pfedchozim zminénym metodam se jedna o jednofazovou extrakci smeési rozpoustédel
metanol/1-butanol v objemovém pomeru 1:1. Tato novéjsi metoda (spolecné s MTBE)
eliminuje potiebu pipetovat lipidy ze spodni faze, ¢cimz do jisté miry omezuje moznou

kontaminaci extraktu v disledku naruSeni mezivrstvy slozené z neextrahovatelnych
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zbytk (NZ), jak je tomu u metody podle Folche a Bligha a Dyera. MTBE metoda je
zarovenl bezpecnéjsi a Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi, jelikoz neni v této metodé pouzit
chloroform. Alshehryho metoda naopak nezahrnuje dvoufazovou separaci rozpoustédel,
a proto by mohla poskytovat lepsi vytéznost lipidi nez metoda Matyasova (M. W. K.
Wong et al. 2019).

Extrakce lipidu lze také provadét pomoci rozpoustédel na bazi alkoholu, jak je
tomu u Alshehryho metody nebo nedavno publikované metody zalozené na kombinaci
srazeni proteinii pomoci smési etanolu a vody s naslednym preci§ténim pomoci extrakce
na tuhé fazi (Hotejsi er al. 2021). Rozdéleni nerozpusténych zbytkd (NZ), vodné (A)

a organické (O) faze u vyse zminénych extrakénich metod je uvedeno na obr. 5.

Folchova Blight a Dyer Matyashova Alshehryho Hoftejsiho

metoda metoda metoda metoda metoda
A (0) 0
NZ—¥ NZ—¥ O A
(0) A A

\/ \/ NZ NZ NZ

Obr. 5: Znazoréni separace jednotlivych fazi u nejbéznéjsich typt LLE extrakci

pouzivanych v lipidomické analyze — vlastni tvorba.

2.2.3 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce na tuhou fazi (SPE, solid-phase extraction) je typ extrakce, pii niz
dochazi k rozdéleni analytu mezi tuhou fazi (sorbent v extrakéni kolonce) a kapalnou
fazi (kapalny vzorek obsahujici analyty). Tato extrakéni metoda zaroven pfinasi mnoho
vyhod. Mezi hlavni benefity SPE extrakce lze zahrnout moznost ucinného
zakoncentrovani a preciSténi analytu, vysokou vytéznost i lep§i moznost automatizace
(Novakova a Dousa 2013b).

Pro tuspésnou SPE extrakci je dulezité dodrzet nekolik zasad, které se tykaji
spravného zachazeni se vzorkem i sorbentem. Existuje velké mnozstvi sorbentd, napf.
nepolarni faze C18 nebo C8, dale polarni faze (napf. aminopropyl, silikagel, oxid
hlinity), iontové vyménné materialy, rGzné polymerni materidly (napt. PMMA,
polymethylmethakrylat) a mnoho dalSich. Po pfevedeni vzorku do kapalné faze je nutné
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modifikovat kapalnou fazi tak, aby byla kompatibilni s tuhou fazi v kolonce. Metoda
SPE zahrnuje nékolik kroku jdoucich po sobé — kondicionovani (aktivace sorbentu),
ekvilibraci (pfiprava pred nanesenim vzorku), naneseni vzorku, promyvani (odstranéni
nezadoucich latek) a eluci (vymyti pozadovanych analyt) (Novakova a Dousa 2013b).

V lipidomice se SPE extrakce Casto vyuziva pro extrakci polarngjsich lipida
z biologickych tekutin, a to zejména pokud je potieba vyssi selektivita a citlivost.
(Griffiths er al. 2020; Wolrab et al. 2019).

Mezi SPE metody mizeme zaradit také extrak¢éni metodu Quechers (quick, easy,
cheap, effective, rugged, safe), ktera byla pivodné vyvinuta pro multirezidualni analyzu
pesticidi obsazenych v potravinach, dale byla vyvinuta pro extrakci polycyklickych
aromatickych uhlovodikti v rybach, rezidui veterinarnich 1éCiv ve zvifeci tkani a 1éCiv
z plné krve. Prvnim krokem Quechers metody je extrakce acetonitrilem, ktery je
nasledné oddélen od vodné matrice za pouziti bezvodého siranu hotecnatého
absorbujiciho vodu a octanu sodného ke zvySeni separace fazi. Druhym krokem je
disperzni extrakce v pevné fazi k vycCisténi necistot pomoci sorbenti. (Bang, Byeon,
a Moon 2014).

Nové vyvinutd metoda vyuzivajici pro izolaci a Cisténi GSL z lidské krevni plazmy
jednofazovy systém rozpoustédel etanol/voda, jako bezpecné€jsi alternativu
k chloroformu, nasledovana SPE extrakci na bazi C18, se ukazala jako optimalni
metoda pro izolaci a purifikaci GSL z lidské krevni plazmy. Pfi pfipravé vzorki pro
analyzu GSL z krevni plasmy by méla byt vyzadovana SPE extrakce, protoze eliminuje
znacné mnozstvi soli, které mohou zplsobovat potlaceni signalu v iontovém zdroji,
a v koneéném dusledku tak muaze vyrazné€ zvysit citlivost dané metody. Moznou
nevyhodou vSak muze byt ztrata urCité Casti analytu béhem procesu SPE extrakce
(Hotejsi et al. 2021).

SPE extrakce ssebou nese i dal§i nevyhody mezi které lze zaradit relativné
vysokou spotiebu vzorku i rozpoustédel a nekolika krokovy zpusob piecisténi,
popiipadé nutnost odpafeni extraktu a jeho opétovné rozpusténi ve vhodném
rozpousSteédle ¢i mobilni fazi. Méné€ zavaznym problém je vétSinou jednoradzové pouziti
SPE kolonek, které vede ke zvySeni ekonomickych nakladd, i pfes to je ale extrakce na
tuhou fazi jednou z nejrozsifenéjsich technik vyuzivanou v laboratofich pro upravy

vzorkl pted samotnou analyzou (Novakova a Dousa 2013b).
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2.3 Analytické moznosti stanoveni GSL v biologickych vzorcich

2.3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC, Liquid Chromatography) patfi mezi nejcastéji
pouzivané analytické metody v lipidomické analyze. Kapalinova chromatografie se radi
mezi separaCni techniky zalozené na rozdilné distribuci délenych latek ve smési mezi
dvé rizné nemisitelné faze. Mobilni (pohyblivou) fazi v kapalinové chromatografii je
kapalina a stacionarni (nepohyblivou) fazi mize byt tuha latka ¢i kapalina ukotvena na
tuhém nosici, ktera je umisténa v chromatografické kolon¢ ve formé sorbentu, jimz
protéka mobilni faze. Fazové rozhrani je zde dualezité pro distribuci mezi stacionarni
a mobilni fazi (Novakova a Dousa 2013a).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, High-Performance Liquid
Chromatography) je nejcastéjsSim druhem kapalinové chromatografie, pfi kterém je
mobilni faze ptivadéna do systému pomoci Cerpadla za vysokého tlaku (Novakova
a Dousa 2013a). HPLC ma vyhodu vtom, Ze je pomérne€ levna a velice uznavana
v oblasti lipidomiky pro rutinni analyzu komplexich lipidovych smési (Haynes et al.
2009; Pham et al. 2019).

Mezi zakladni casti kapalinového chromatografu (viz obr. 6) patii zasobniky
mobilni faze (1), odplyfiovac (2), sméSovaci zafizeni (3), vysokotlaké Cerpadlo (4),
autosampler + davkovaci ventil (5), chromatograficka kolona (6), detektor (7), sbérac¢

frakci nebo nadoba na odpad (8) a pocitac (9).

9
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Obr. 6: Schéma kapalinového chromatogramu (ptevzato z Novakova a Dousa 2013a).
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VHPLC je mobilni faze pifivadéna pomoci vysokotlakého Ccerpadla pres
odplyniovac¢ do sméSovaciho zafizeni odkud je nasledné vedena do davkovaciho zafizeni
(tzv. autosampleru). V autosampleru dochazi k néstriku vzorku do proudu mobilni faze
a vzorek je dale unaSen na chromatografickou kolonu, kde dochazi k separaci
jednotlivych slozek vzorku na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti. Po prichodu
chromatografickou kolonou jsou analyty v mobilni fazi detekovany detektorem.
Vystupem detektoru je graficky zaznam zavislosti odezvy detektoru na case, tzv.
chromatogram (Klouda 2016; Kiizek a Sima 2015; Novakova a Dousa 2013a).

Separace na chromatografické koloné muze probihat pfi stejném slozeni elucniho
¢inidla po celou dobu analyzy (tzv. izokraticka eluce), nebo se mize béhem analyzy

slozeni elu¢niho Cinidla meénit (tzv. gradientova eluce) (Novakova a Dousa 2013b).

2.3.2 Hmotnostni spektrometrie

Jednou z nedilnych soucasti analyzy pomoci kapalinové chromatografie je spojeni
s hmotnostni spektrometrii (MS, Mass Spectrometry). Hmotnostni spektrometrie je
analyticka metoda zalozena na prevedeni molekul analyti na ionty a jejich nasledném
rozdéleni podle poméru jejich hmotnosti k néboji (m/z). Vysledkem je zaznam
zavislosti relativni intenzity iontll na poméru m/z, tzv. hmotnostni spektrum (Klouda
2016; Kiizek a Sima 2015). Mezi zakladni &asti hmotnostniho spektrometru patii
iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor, vakuovy systém a vyhodnocovaci

zafizeni (viz obr. 7).

Vstup | IONTOVY | HMOTNOSTNI ,
vzorku ZDROJ ANALYZATOR DETEKTOR
(vakuum) vakuum

Obr. 7: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru (Novakova a Dousa 2013a).

Cely proces v hmotnostnim spektrometru probiha celkem ve tfech fazich._ Nejprve jsou
neutralni molekuly analytu pfivedeny do iontového zdroje, kde jsou pirevedeny na
nabité cCastice, tzv. ionty. Typ iontového zdroje se 1isi podle druhu pouzité ionizacni
techniky. V lipidomické analyze patfi mezi nejCastéji pouzivané ionizacni techniky ve

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnosti detekci (LC-MS) ionizac¢ni techniky za
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atmosférického tlaku (tzv. API techniky). Zejména elektrosprejova ionizace (ESI) se
stala prulomovou technikou, nebot’ jeji oblast pouZiti pokryva Siroky rozsah polarit, a to
od stfedné polarnich az po iontové slouceniny. V pfipad€ malo polarnich ¢i nepolarnich
sloucenin mohou nastat problémy. Kromé toho je i rozsah molekulové hmotnosti ESI
vyrazné §ir§i nez u jinych API technik jako je chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI) nebo fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), a to i kvili tvorbé
vicenasobné nabitych iontd pro proteiny a jiné biopolymery. Typickymi aplikacemi ESI
jsou ruzné tiidy bio(makro)molekul napf. peptidy, proteiny, nukleotidy, polysacharidy
nebo fosfolipidy (Holcapek, Jirasko a Lisa 2010). Princip ESI spoc¢iva v tom, Ze analyt
rozpustény ve vhodné mobilni fazi je pfivadén tenkou kapilarni jehlou, na niz je
vlozeno vysoké napéti. Pomoci proudu zmlzujiciho plynu (napf. Nz) dochézi
k postupnému odpafovani rozpoustédla, zvySovani povrchového naboje a nasledné
coulombické explozi, ¢imz vznika velmi jemny aerosol nabitych Castic. Takto vzniklé
nabité Castice jsou nasledn€ urychleny a transporotvany pomoci iontové optiky z ¢asti
s atmosférickym tlakem do oblasti vysokého vakua hmotnostniho analyzatoru. ESI
muize byt provadéna v kladném nebo zaporném rezimu (Farwanah a Kolter 2012).
V hmotnostnim analyzatoru nasledné dochazi k rozdé€leni iontd podle jejich poméru
m/z, a to na zakladé rozdilnych principli v zavislosti na pouzitém typu hmotnostniho
analyzatoru. Mezi hmotnostni analyzatory fadime napf. iontové pasti, kvadrupolovy
analyzator, analyzator doby letu, orbitrap nebo iontovou cyklotronovou rezonanci
(Klouda 2016; Kiizek a Sima 2015). V poslednim kroku dochazi k detekci proudu
iont, zesileni signalu detekovanych iontd pomoci elektronovych nasobici nebo
systému konverznich dynod a fotonasobice, a naslednému pievodu signalu do podoby

hmotnostniho spektra (Novakova a Dousa 2013b).

2.3.3 Prehled metod a pristupu pouZivanych v lipidomice

Enormni rist v oblasti hmotnostni spektrometrie (MS) a jeji propojeni se
separacnimi technikami v poslednich desetiletich stale pokracuje, coz generuje zejména
obrovské mnozstvi novych HPLC-MS systémd (vysokoucinna kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci) instalovanych po celém svété v akademickych,
prumyslovych, farmaceutickych a klinickych laboratorich. Spojeni separacnich technik
s MS je jiz dlouhou dobu predmétem velkého zajmu kvili potencialu pfi identifikaci

chromatografickych pikt (HolCapek, Jirasko, a Lisa 2010).
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Hmotnostni spektrometrie se ukazala jako vhodna metoda pro analyzu lipida
(Farwanah, Kolter, a Sandhoff 2011). Studie prokazaly, ze hmotnostni spektrometrie je
vhodna pro lipidomickou analyzu z n€kolika divodi. Poskytuje vysokou specifi¢nost
s ohledem na identifikaci a strukturni charakterizaci komplexnich slouc€enin (moznost
MS?, popi. MS" experimentil), lepsi uroveil citlivosti, odezvu signalu lze korelovat
s koncentraci analytu a také poskytuje Siroky dynamicky rozsah (A. H. Merrill et al.
2005).

Lipidy se tradi¢né analyzuji pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC), plynové chromatografie (GC) a chromatografie na tenké vrstvé (TLC) (Uphoff
2008). Posledni z vyse zminénych metod (tj. TLC), 1ze vyuzit k izolaci specifickych tfid
GSL. Izolace se provadi na TLC desti¢ce a za pomoci vhodného rozpoustédlového
systému s naslednou detekci pomoci barviv (Barrientos a Zhang 2020). TLC na
silikagelu je po desetileti zakladnim kamenem biochemické detekce gangliosidli a je
dnes stale Siroce vyuzivana, protoze nabizi fadu vyhod vcetné nizké nakladnosti,
jednoduchosti a moznosti kvantifikace pomoci kolorimetrickych metod. TLC separace
umoznuje nejen ucinnou detekci molekularnich druht, ale také jejich piipravu pro dalsi
strukturalni analyzy (Groux-Degroote, Guérardel, a Delannoy 2017). Ackoliv TLC je
vysoce pouzivanou technikou pro analyzu lipidd, profilovani pomoci MS je zcela
nepostradatelné pro ziskani strukturnich informaci o riznych molekularnich druzich
v ramci danych tfid lipida (Kouzel ez al. 2014).

V soucasné lipidomické analyze 1ze rozlisit tfi hlavni pfistupy: (1) analyza ptimou
infuzi do MS (tzv. shotgun analyza), (2) analyza pomoci kapalinové chromatografie ve
spojeni s hmotnostni detekci (LC-MS) a (3) hmotnostné-spektrometrické zobrazovani
(MSI, mass spectrometry imaging) vyuzivajici desorpcni ionizacni techniky (HolCapek,

Liebisch, a Ekroos 2018).

1. Primd infuze (,, shotgun“)

U ,,shotgun‘‘ pristupu jsou lipidy analyzovany pomoci MS ze surovych lipidovych
extraktl bez predchozi chromatografické separace (Farwanah a Kolter 2012). Tento
pristup je povazovan za jednoduchy a Gcinny zejména pro materialy bohaté lipidy. Mezi
hlavni nevyhodu patii vysoké potlaceni signalu, nebot’ veskeré lipidy vCetné biologické

matrice jsou analyzovany v jeden Cas (Farwanah, Kolter, a Sandhoff 2011).
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2. Kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

Pii analyze sfingolipidd se ukazaly velmi uzitecné dva typy kapalinové
chromatografie (LC). Jednak LC s reverzni fazi (RP-LC), ktera se vyuziva pro separaci
v zavislosti na délce a stupni nasyceni ceramidové Casti molekuly (tj. separace na
jednotlivé molekularni druhy) a jednak LC s normalnimi fazemi (NP-LC), pfi niz
dochazi k separaci sloucenin primarné¢ podle hydrofilni hlavni c¢asti molekuly
(tj. separace na jednotlivé podtridy) (A. H. Merrill et al. 2005; A. H. Merrill 2011).

Elektrosprejova ionizace (ESI) je nejCastéji pouzivand ionizacni technika
v lipidomické analyze (Farwanah a Kolter 2012), ktera ve spojeni s kapalinovou
chromatografii a tandemovou hmotnostni detekci (LC-ESI/MS?) poskytuje zlepSenou
citlivost, selektivitu, moznost separace izomernich slouCenin a moznost vysoce
vykonnych experimentll v porovnani s pifimou infuzi do MS (shotgun) (Groux-
Degroote, Guérardel, a Delannoy 2017). LC-ESI/MS? je tedy jedna z nejvhodné&jsich
a preferovanych analytickych metod, ktera je schopna poskytnout nezbytnou citlivost,
a zaroveil umoznit kompletni kvalitativni 1 kvantitativni lipidomickou analyzu
i v malych mnozstvich vzorku (Haynes et al. 2009; A. H. Merrill et al. 2005).

V soucasné dobé je také patrny znacny zajem o pouziti kapalinové chromatografie
s hydrofilni interakci (HILIC), ktera umoziuje separaci tiid lipidi na zakladé slozeni
hlavnich skupin (Pham er al. 2019). HILIC je zvlasté vhodna pro analyzu polarnich
ionizovanych rozpusténych latek, které je obtizné separovat pomoci technik s reverzni
fazi (RP-LC). Mimo jiné ma oproti RP-LC 1 dal§i vyhody, jako jsou napfiklad kratsi
doba analyzy a spole¢na eluce analyt a jejich vnitinich standarda (Farwanah a Kolter
2012). Nevyhodou této metody muze byt zejména delsi doba ekvilibrace kolony

a nemoznost separace isomert (McCalley 2018).

3. Hmotnostné-spektrometrické zobrazovani

Hmotnostné spektrometrické zobrazovani (MSI) ma v lipidomice velky potencial.
VétSina studii analyzy lipida zalozenych na MSI pouziva jako ioniza¢ni metodu ionizaci
laserem za ucasti matrice (MALDI). MALDI lze mozné provadét ve vakuu nebo pii
atmosférickém tlaku (Griffiths er al. 2020; Uphoff 2008). ESI a MALDI patii mezi
nejrozsifenéjsi ionizacni techniky pro identifikaci polarnich lipidd, zatimco pro
nepolarni lipidy je preferovana chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

(Lisa, Cifkova, a Holcapek 2011). Vzorky pro MALDI se Casto pfipravuji smichanim
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roztoku obsahujiciho analyt s roztokem obsahujici matrici, kterd je obvykle ve vétsi
koncentraci nez analyt (Haynes et al. 2009). Rovnéz vhodny vybér matrice je velice
dulezity, jelikoz muze vyznamné ovlivnit vysledky (Farwanah a Kolter 2012). Matrice
pro MALDI jsou nejcastéji malé substituované organické kyseliny, které obsahuji ¢ast
schopnou absorbovat energii laseru, coz zpusobi pfenos molekul matrice, iontd
a molekul analytu do plynné faze a nasledné¢ dochézi kionizaci analytu. MALDI
technika produkuje primarné jednonasobné nabité ionty, coz v kombinaci s MS pfistroji
s vysokym rozliSenim (napf. analyzator doby letu, TOF) napomohlo pfi pozorovani
GSL s vyssi molekulovou hmotnosti (Haynes er al. 2009). Hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za ucCasti matrice a analyzatorem doby letu
(MALDI-TOF-MS) muze byt aplikovana na vSechny znamé tfidy lipidi pro stanoveni
strukturnich charakteristik lipidi z bunék, tkani, télnich tekutin a pro analyzu jejich

lipidomt (Kouzel et al. 2014).
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3 CIiLE PRACE A VYZKUMNE OTAZKY

Pro tuto bakalarskou praci byly stanoveny nasledujici cile:

e Vypracovat literarni reSersi na dané téma

e Provést testovaci analyzu glykosfingolipidi v lidské krevni plasmé pomoci
metody HILIC-ESI-MS/MS

e Provést srovnani alesponn 3 ruznych postupt extrakce pro izolaci vybranych
podtiid glykosfingolipidi z lidské krevni plasmy vcetné nasledného hodnoceni

e Provést identifikaci a strukturni charakterizaci glykosfingolipidi detekovanych
v lidské krevni plasmé pomoci metody HILIC-ESI-MS/MS

e Vytvorit profil glykosfingolipidii v lidské krevni plasmé

Na zakladé stanovenych cilt byly sestaveny vyzkumné otazky:

e Jaky je souCasny stav poznani v analyze glykosfingolipidi v biologickych
vzorcich?

e Jaké podtiidy glykosfingolipidi se vyskytuji v krevni plasme?

e Jaké metody jsou vhodné pro izolaci glykosfingolipida z krevni plasmy?

o Koreluje struktura glykosfingolipidi s jiz diive publikovanymi vysledky?

o Které konkrétni glykosfingolipidy se vyskytuji v krevni plasmg?
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzité chemikalie a rozpoustédla

e Etanol — Cistota pro LC: > 99,9 % (Merck)

e Metanol — Cistota pro LC-MS: > 99,9 % (Honeywell, Riedel-de Haén)

e Chloroform stab. 1 % etanolu — Cistota pro analyzu: > 99,8 % (Penta Chemicals)

e Metyl terc-butyleter — Cistota pro analyzu: > 99,5 % (Merkc)

e Butan-1-ol — Cistota pro analyzu: > 98 % (Chromservis)

e Dusik — ¢istota 4.0 (produkovany generatorem dusiku, viz nize)

e Deionizovana voda (Milli-Q)

e Dezinfekce Betadine kozni roztok (75 mg/ml)

e Kyselina octova — Cistota pro LC-MS: > 99,9 % (Sigma Aldrich)

e QOctan amonny — Cistota pro LC-MS: > 99,9 % (Sigma Aldrich)

e Acetonitril — Cistota pro LC-MS: > 99,9999 % (Fisher Chemical)

e Zasobni roztok standardu GlcCer 30:1;02 (18:1;02/12:0) o molekulové
hmotnosti 643,935 g/mol a koncentraci 2 mg/ml (Avanti Polar Lipids)

e Zasobni roztok standardu GalCer 30:1;02 (18:1;02/12:0) o molekulové
hmotnosti 643,935 g/mol a koncentraci 2 mg/ml (Avanti Polar Lipids)

e Zasobni roztok standardu LacCer 30:1;02 (18:1;02/12:0) o molekulové
hmotnosti 806,076 g/mol a koncentraci 2 mg/ml (Avanti Polar Lipids)

e Zasobni roztok standardu Gbsz 35:1;02 (18:1;02/17:0) o molekulové hmotnosti
1038,360 g/mol a koncentraci 500 ug/ml (Matreya LLC)

4.2 Instrumentalni vybaveni, pomucky a spotfebni material

e Kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific)

e Hmotnostni spektrometr Velos Pro (Thermo Fisher Scientific)

e Chromatograficka kolona Ascentis Si (581502-U) 15 cm X 2,1 mm; 3 um
(Sigma Aldrich)

e Generator dusiku Genius 1022 (Peak Scientific)

e Analytické vahy MS105DU (Metler Toledo)

e Centrifuga Sigma 3-30 K (Sigma Laborzentrifugen GmbH)

e Ultrazvukové lazen Powersonic 603 (Hwashin Technology Company)

e Vakuovy manifold na SPE kolonky s pfisluSenstvim (BDL)
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Koncentrator vzorkti s vyhfivanymi termobloky Stuart SBH130D/3 (Bibby
Scientific Limited)

Vortexova tiepacka V3 S000 (IKA)

Orbitalni tfepacka Orbit 1000 (Labnet)

Vyrobnik deionizované vody Barnstead Smart2Pure Water Purification system
6 UV/UF (Thermo Fisher Scientific)

Automaticka davkovaci pipeta TransferPette®™ o objemu 0,5-5 ml, sériové &islo
06C0378 (Brand)

PLUS

Automaticka davkovaci pipeta BioPette

440960561 (Labnet)

o objemu 100-1000 pl, sériové ¢islo

Automaticka davkovaci pipeta BioPette"-VS

440950503 (Labnet)

o objemu 20-200 pl, sériové cislo

Automaticka davkovaci pipeta BioPette™ VS

440930369 (Labnet)

o objemu 2-20 pl, sériové Cislo

Automaticka davkovaci pipeta BioPette?"VS

440920165 (Labnet)

o objemu 0,5-10 pl, sériové ¢islo

SPE kolonky Spe-ed C18/18, 500 mg sorbentu, velikost ¢astic 40 um, porozita
60 A (Applied Separations)

Sklenéné lahve s GL uzavérem o objemu 250 ml a 500 ml

Odmeérné baiiky o objemu 250 ml a 500 ml

Stficka s destilovanou vodou a stficka s etanolem

Kéadinky o objemu 50, 100 a 250 ml

Zkumavky na odbér krve Vacutest Kima o objemu 6 ml (K2EDTA)

Sklenéné vialky se Sroubovacim uzavérem o objemu 4, 8 a 40 ml

Sklenéné krimpovaci vialky o objemu 2,0 ml

Plastové stojanky na vialky a mikrozkumavky

Plastové drzaky jehel

Hlinikova krimpovaci vicka ND11 se septem pryz/PTFE (Thermo Fisher
Scientific)

Spigky pro automatické pipety o objemu 10, 200, 1000 a 5000 pl

Inserty o objemu 200 pl (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG)

Plastové zkumavky s uzédvérem o objemu 15 ml (Fisherbrand)
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Plastové mikrozkumavky o objemu 1,5 ml — typ eppendorf (Thermo Fisher
Scientific)

Jehly na odbér krve Vacutest o priméru 0,8 a 0,9 mm

Manualni krimpovaci klesté (11 mm)

Turniket (42—45 cm)

Ochranné (nitrilové) rukavice

Keramicka navazovaci lodicka

Kopist

Ostatni pomucky: lihové popisovace, bunicita vata
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4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Priprava mobilni faze

Mobilni faze A (MF-A) byla pfipravena odmeéfenim 250 ml acetonitrilu (ACN)
pomoci odmérného valce (250 ml) do 500ml odmérné bariky, velmi slabé okyselena
odpipetovanim 2,5 ul kyseliny octové (CH3COOH) pomoci automatické davkovaci
pipety (0,5-10 pl) a nasledné doplnéna acetonitrilem po rysku.

Mobilni faze B (MF-B) byla pfipravena navazenim 0,19465 g octanu amonného
(CH3COONH4). Navazka byla nasledné kvantitativné prevedena do 250ml odmérné
baitky pomoci 10% roztoku acetonitrilu v destilované vodé€, velmi slabé okyselena
odpipetovanim 1,25 ul kyseliny octové (CH;COOH) pomoci automatické davkovaci

pipety (0,5-10 pl) a nasledné doplnéna 10% roztokem acetonitrilu ve vodé po rysku.

4.3.2 Priprava smésného roztoku standardi

Smeésny roztok standardid o celkovém objemu 100 pl byl pfipraven pipetovanim
jednotlivych zasobnich roztokt standardi a metanolu do sklenéné krimpovaci vialky

s insertem (200 pl) a to dle postupu uvedeného v tab. 1.

Tab. 1: Priprava smésného roztoku standardi.

Objem zas. Objem Vysledna
Standard roztoku MeOH Kkoncentrace
[r] (] [ng/ml)]
GlcCer 30:1;02 5 100
GalCer 30:1;02 5 . 100
LacCer 30:1;02 5 100
Gb3 35:1;02 10 50

4.3.3 Priprava extrakcnich rozpoustédel pro srovnani extrakci

Pro ucely srovnani extrakci pro izolaci GSL z lidské krevni plasmy bylo nejprve
potieba pripravit prislu§né smeési extrak¢nich Cinidel. Nize uvedena extrakcni Cinidla
byla pripravena v dostatecném objemu odpipetovanim pfislusnych rozpoustédel
(tj. metanolu, MeOH; chloroformu, CHCl3, metyl terc-butyleteru, MTBE a butanolu)

v daném poméru pomoci automatické davkovaci pipety (0,5-5 ml), a to do sklenénych
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vialek se Sroubovacim uzévérem o celkovém objemu 40 ml. Slozeni pfislusnych smési

extrak¢nich ¢inidel pouzitych pro srovnani LLE extrakci je uvedeno v tab. 2.

Tab. 2: Slozeni ptislusnych extrak¢nich Cinidel pro srovnani LLE extrakci.

LLE extrakce Folchova Bligh a Dyer Mathyasova Alshehryho

metoda metoda metoda metoda
Smés CHCIsMeOH CHClyMeOH MTBE/MeOH Butanol/MeOH
rozpoustédel
Pomér 2/1 (v/v) 172 (v/v) 10/3 (v/v) 1/1 (v/v)
Folch et al. ;
Zdroj Blight a Dyer =~ Matyash eral.  Alshehry et al.

1957 1959 2008 2015

4.4 Odbér a zpracovani vzorku krve

4.4.1 Odbér vzorku krve

Odbéry krve byly provedeny na Katedfe chemie PfF JU v Ceskych Bud&jovicich
poté, co byly obdrzeny informované souhlasy od vSech darct (zdravych jedincu), ktefi
byli pfedem podrobné seznameni s podminkami, prubéhem a ucelem odbéru krve.
Odbér vzorka plné krve byl proveden vSeobecnou sestrou Mgr. Pavlou Karsulinovou.
Vzor informovaného souhlasu je uveden v Priloze 1.

Vzorky plné krve byly odebrany rano na lacno z periferni zily natazené paze
(loketni jamka) pomoci uzavieného odbérového systému, a to od 8 zdravych jedincu
oznacenych PO1 az P08 (tj. 4 muzi a 4 zeny), jejichz Udaje jsou uvedeny v tab. 3. Pied
samotnou venepunkci byla paZe zatazena pomoci turniketu a nasledn€ bylo misto
vpichu jehly vydezinfikovano. Po napichnuti zily byl turniket uvolnén a vzorek krve byl
odebran do zkumavek Vacutest Kima (objem 6 ml) s protisrazlivym roztokem K:EDTA
(fialové vicko). Odebrané vzorky byly ithned po odbéru 6—8krat mirné promichéany, aby

doslo k dokonalému promiseni krve s protisrazlivym roztokem (tzv. nesrazliva krev).
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Tab. 3: Udaje zdravych jedinct (dobrovolnikt) zahrnutych v této praci.

Dotaznik — otazka €.
Ev. Vyska Viha BMI® Krev.

tislo Pohlavi Ro¢nik [em] [ke] (1] ok N 5 3

P01 muz 1993 196 110 28,63 0 NE NE Alergie ATB ?

P02 zena 1999 168 52 18,42 B NE NE Alergie PY,R
P03 muz 1992 192 90 2441 AB |NE NE NE
P04 zena 1993 165 57 20,94 0 NE ANO:HA NE
P05 muz 1994 160 70 27,34 B NE NE SKP

Po6 zena 1994 170 55 19,03 A NE NE Alergie PY,PL

P07 muz 1981 170 83 28,72 A NE NE NE

P08 zena 1999 172 71 24,00 0 NE NE NE

* Index t€lesné hmotnosti (BMI) byl vypo&ten podle vzorce: BMI = hmotnost [kg] / (vyska)? [m]
2 Mate aktudln¢ n¢jaké zdravotni potize?

b Uzivate posledni mésic néjaké Iéky? Uved'te které; hormonalni antikoncepce (HA)

¢ Trpite né¢jakym onemocnénim? Jakym?

pyl (PY), pliseni (PL), roztoCi (R), antibiotikum (ATB), typ neni znam (?), srust kréni patete (SKP)

4.4.2 Zpracovani krve — separace plasmy

Plasma byla oddélena od ostatnich slozek krve (tj. krevnich desti¢ek — trombocyta
a krevnich bunék — erytrocytid a leukocytd) centrifugaci odebranych vzorkd krve pfi
2500 x g (~ 4250 ot./min) v rotoru s fixnim uhlem 25° po dobu 10 min pii teploté 20 °C
(viz obr. 8). Horni vrstva (plasma) byla rozdélena na stejné podily (1,2 ml) pipetovanim
pomoci automatické pipety (100-1000 ul) do plastovych mikrozkumavek o objemu
1,5 ml, které byly ihned zmrazeny a uskladnény v hlubokomrazicim boxu pfi teploté
-80 °C. Separace plasmy byla provedena vzdy do 60 minut od odbé&ru krve.

V odbérové zkumavce bylo v tésné blizkosti fazového rozhrani ponechdno malé

mnozstvi plasmy, aby se zabranilo kontaminaci plasmy ostatnimi slozkami krve.
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<« pl -
centrifugace plasma (~ 55 %)

)
2500xg, 10 min, 20 °C

plna
krev

leukocyty a trombocyty (~ 1 %)
= tzv. buffy coat

erytrocyty (~ 44 %)

Obr. 8: Separace krevnich slozek pomoci centrifugace.

4.4.3 Priprava smésného vzorku plasmy

Za ucelem pokryti nehomogenniho lipidového slozeni krevni plasmy byl pfipraven
smesny vzorek plasmy umoziujici identifikaci co mozna nejvét§iho mnozstvi GSL. Pro
pfipravu byly pouzity vzorky plasmy 8 zdravych jedinct (POl az PO8) a to tak, ze do
plastové zkumavky (15 ml) bylo odpipetovano pomoci automatické pipety 2 x 0,75 ml
plasmy od kazdého zdravého jedince (tj. celkem bylo ziskano 12 ml smésné plasmy).
Vznikly smésny vzorek plasmy byl dale homogenizovan pomoci vortexové tiepacky pri
6000 ot./min po dobu 60 sekund. V konecné fazi byl homogenizovany vzorek smésné
plasmy rozpipetovana na stejné podily (1,2 ml) do novych plastovych mikrozkumavek
o objemu 1,5 ml, které byly nasledné také zmrazeny a uchovany v hlubokomrazicim

boxu pii teplote -80 °C do dal§iho pouziti.

4.5 Izolace a extrakce GSL z lidské krevni plasmy

4.5.1 Priprava extraktu plasmy pro ucely testovani a optimalizaci

Pro ucely testovani a nasledné optimalizace LC-MS metody byla provedena mirné
upravena extrakce smeésného vzorku plasmy postupem, ktery uvadi Horejsi e al. (2021)
zahrnujici odstranéni proteind (tzv. deproteinizaci) a precis§téni pomoci SPE extrakce.

Pomoci automatické pipety bylo do 4ml sklenéné vialky se Sroubovacim uzavérem
odpipetovano 250 pl smésného vzorku plasmy, poté byly pfidany 3 ml etanolu a vzorek
byl dikladné promichan pomoci vortexové tiepacky po dobu 1 minuty pii 6000 ot./min.

Vzorek byl nasledné€ umistén do plastového stojanu a vlozen do ultrazvukové lazné, kde
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byl ponechan homogenizaci pfi teplot€¢ 40 °C po dobu 10 minut. Homogenizovany
vzorek byl posléze vyndan z ultrazvukové lazné a vytemperovan na okolni teplotu. Déle
bylo ke vzorku pfidano 600 pl deionizované vody a vzorek byl opét promichan pomoci
vortexové tiepacky po dobu 1 minuty pii 6000 ot./min. Timto zpisobem pfipraveny
vzorek byl nasledné odstfedén pomoci centrifugy pii 5000 x g a 20 °C po dobu 5 minut.
Vysledny supernatant byl prenesen pomoci automatické pipety do nové sklenéné vialky
(4 ml) a odpafen ve vyhiivaném termobloku pii 40 °C proudem dusiku do sucha. Pelet
nebyl dale pouzit a byl vyhozen. Ziskany odparek byl znovu rozpustén pifidavkem 1 ml
deionizované vody za pomoci vortexové tiepacky pii 6000 ot./min po dobu 1 minuty.
Timto postupem byl ziskan vzorek deproteinizované plasmy.

Deproteinizovana plasma byla dale piecisténa pomoci SPE extrakce na kolonce
Spe-ed C18/18 (500 mg sorbentu) a za pomoci vakuového manifoldu. SPE kolonka byla
nejprve kondicionovéana 3 x 1 ml metanolu a ekvilibrovana 3 x 1 ml deionizované vody.
Nésledné byl na SPE kolonku nanesen 1 ml deproteinizované plasmy, kolonka byla
promyta 3 x 1 ml deionizované vody (odstranéni soli) a vysusena pomoci podtlaku po
dobu 2 minut. Pozadované analyty (tj. lipidy) zadrzené na SPE kolonce byly nasledné
vymyty 3 x 1 ml metanolu do 4ml sklenéné vialky a odpateny ve vyhiivaném bloku pfi
40 °C proudem dusiku. K ziskanému odparku bylo pfidano 50 ul metanolu a vzorek byl
60 sekund michan pomoci vortexové trepacky pfi 6000 ot./min. V posledni fazi byl
ziskany extrakt plasmy prenesen do 2ml sklenéné vialky s insertem (200 pl) a nasledné

pouzit pro LC-MS analyzu, popt. zmrazen a uchovan pii teploté -80°C do dalsi analyzy.

4.5.2 Extrakce GSL z plasmy — srovnani extrakci

Extrakce GSL z lidské krevni plasmy pro ucely srovnani extrakci byla provedena
pro celkem pét riznych extrakénich metod (viz kapitola 2.2.2), jenz se v lipidomické
analyze b&zné pouzivaji. Postup extrakce byl nasledujici: do Ciré sklenéné vialky se
Sroubovacim uzéavérem (4 ml) bylo odpipetovano pomoci automatické pipety 250 pl
smeésného vzorku plasmy a nasledné byly pfidany 3 ml extrakéniho rozpoustédla
charakteristického pro danou extrakéni metodu (viz tab. 2 v kapitole 4.3.3). Vzorek byl
nasledné vortexovan pii 6000 ot./min (60 sekund) a poté vlozen do ultrazvukového
homogenizatoru, kde byl ponechan 10 min pii 40 °C. Homogenizovany vzorek byl poté
vyjmut z ultrazvukové 14zn€ a prendan na orbitalni tfepacku, kde byl ponechéan tfepani

po dobu 1 hodiny pii 300 ot./min. Rozdéleni organické a anorganické (vodné) faze
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u dvoufazovych metod (tj. metody podle podle Folche, Bligha a Dyera a Matyashe)
bylo vyvolano pfidavkem 600 ul deionizované vody a naslednym promichanim na
vortexové tiepaCce. Pro dosazeni dukladnéjsi separace jednotlivych fazi byl vzorek
centrifugovan pfi 1000 x g po dobu 5 minut. Oddélena organicka faze byla pomoci
automatické pipety prenesena do nové sklenéné vialky (4 ml) a odpafena ve vyhfivaném
bloku pii 40 °C pod proudem dusiku do sucha. Anorganicka (vodnd) faze nebyla dale
vyuzivana. V pfipadé jednofazovych metod (tj. metody dle Alshehryho a Hotejsiho) byl
pouzit cely supernatant.

Ziskany odparek byl znovu rozpustén pridavkem 50 pl MeOH a néaslednym
michanim pomoci vortexové tiepacky (1 min). Vysledny extrakt byl pfenesen do Ciré
sklenéné krimpovaci vialky (2 ml) s insertem (200 pl). Takto pfipravené vzorky byly

nasledné analyzovany pomoci LC-MS.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Testovaci analyza

Za Gcelem zjisténi, které konkrétni podtiidy GSL se vyskytuji v lidské plasmé&, byla
nejprve provedena LC-MS testovaci analyza. Pro tento ucel byl pouzit extrakt smésného
vzorku plasmy, ktery byl ziskan postupem uvedenym v kapitole 4.5.1 vychazejici
z nedavné prace HotejSiho er al. (2021). LC-MS testovaci analyza byla provedena
vrozmezi m/z 600-2000, a to vobou modech polarity ionizace, pozitivnim
i negativnim, aby bylo zjisténo, pfi jakém modu ionizace poskytuji nalezené podtiidy
GSL vyssi odezvu.

Identifikace piki a jejich prifazeni ke konkrétni podtfidé GSL bylo provedeno na
zékladé hodnot reten¢niho Casu, hmotnostnich spekter a interni databaze hodnot m/z
protonovanych [M+H]" a deprotonovanych [M-H]" molekul lipidd a jejich sodnych
[M+Na]*, draselnych [M+K]* a/nebo amonnych [M+NH4]* adukti. Vzhledem ke
skuteCnosti, ze v pripadé HILIC analyzy jednotlivé lipidové druhy v ramci dané
podtiidy GSL koeluuji, popt. eluuji ve vzijemné tésné blizkosti, byl pro ucely
vyhodnoceni testovaci analyzy vybran v ramci dané podtiidy GSL vzdy jeden konkrétni
endogenni lipid se slozenim ceramidu 34:1;02 (resp. 18:1;02/16:0). Ovéfeni reten¢niho
chovani pfislusnych GSL bylo provedeno na zakladé analyzy smésného vzorku
standardu (ST). Pro kazdou podtiidu GSL byl tedy vybran jeden konkrétni endogenné

zastoupeny GSL a k nému jeden standard (viz podrobnéj§i informace shrnuté v tab. 4).

Tab. 4: Glykosfingolipidy a pfislu§né standardy pouzité v ramci testovaci analyzy.

SloZeni lipidu Elementarni m/z m/z

GSL podtrid zZeni
podtiida Ceramid sloZeni [M+H]* [M-HJ

Hex;Cer (monohexosylceramidy) | Hex;Cer  34:1;02 | C4H7NOg 700.6 698.6
GlcCer (glukosylceramidy) GlcCer*  30:1;02 | CiHeNOs 6445 -
GalCer (galaktosylceramidy) GalCer*  30:1:02 CyHeNOs 6445

Hex;Cer (dihexosylceramidy) HexoCer  34:1;02 | Cu4HssNOis 862.6 860.6

LacCer (laktosylceramidy) LacCer*  30:1;02 | CoHuNOi; — 806.6 -
HexzCer (trihexosylcermidy) HexsCer 34:1;02 | CsxHyNOys 10247 1022.7
Gbs (globotriaosylceramidy) Gbs* 35:1:02 Cs3HooNO 5 10387  -—--

HexsCer (tetrahexosylceramidy) | HexsCer  34:1;02 | CeoHi10N2O2  1227.8  1225.7
Gby (globotetraosylceramidy)

* znaci pouzité standardy

38



Endogenné zastoupené (tj. pfirozené se vyskytujici) GSL s ceramidovym slozenim
34:1;02 byly vybrany na zakladé skutecCnosti, ze sfingosin 18:1;02 je nejbéznéji se
vyskytujici sfingoidni baze u GSL v zivociSnych bunkach a zaroven N-vazana kyselina
hexadekanova (tj. 16:0) patii mezi nejCastéji se vyskytujici nasycené mastné kyseliny
v lidském téle, tudiz ceramid 34:1;02 patii mezi nejbéznéjsi a nejvice zastoupené.

Extrahované iontové chromatogramy vybranych GSL (viz tab. 4), které byly
ziskany LC-MS analyzou extraktu smésného vzorku plasmy v pozitivnim i negativnim
(+EST a —ESI) modu ionizace a smésného vzorku standarda jsou uvedeny na obr. 9.
Vychozi podminky chromatografické separace a hmotnostni detekce byly prevzaty

z publikace Hoftejsiho (2021) a jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach 5.1.1 a 5.1.2.

Hex,Cer
100 1.39 LaczCer
-| Hex,Cer
80 4 ——, +ESI, plasma
{ Gal Odezva
P o Hex,Cer 2,1x107
40 —0.95 gg; PE Gb,
20 N 6.41 PC
?J T8 ‘
(= _
PI
g 100 — ’
S 80 a _ESI, plasma
g = Odezva
k= 2,2x107
z PE
o A
m .
ST-1 = GlcCer 30:1;02
ST-2 = GalCer 30:1;02 +ESI, ST
ST-3 = LacCer 30:1;02 Odezva
ST-4 = Gb, 35:1;02 2,3x107
4 6 8 10 12 14
Cas [min]

Obr. 9: Extrahované iontové chromatogramy GSL ziskané v ramci testovaci analyzy.

V ramci testovaci analyzy (obr. 9) bylo detekovano a identifikovano celkem 5 pika

odpovidajici podtfidam GSL s 1-4 cukernymi jednotkami. Mezi tyto GSL patfily zejm.
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HexCer s retencnim ¢asem 0,95 min a 1,10 min, Hex»>Cer s retencnim ¢asem 1,39 min
a dale HexsCer s retenénim ¢asem 2,39 min a Hex4Cer s retenénim Casem 6,41 min
a 7,05 min. Po ovéfeni reten¢niho chovani s pomoci smésného vzorku standardu (ST-1
az ST-4) bylo zji§téno, ze tyto podtiidy GSL koeluuji s uvedenymi standardy a 1ze tedy
fici, ze se jedna konkrétné o GlcCer a GalCer v ptipadé HexCer, LacCer v ptipade
Hex2Cer, Gbs v piipadé HexsCer a Gbs v piipadé Hex4Cer. Retencni chovani Gb4 vSak
nebylo mozné ovéfit, nebot’ v soucasné dobé neni standard pro Gbs komercné dostupny.
Identifikace tedy byla zalozena na pfisluSnych hodnotach m/z, pfitomnosti aduktd
a s ohledem na vysledky uvedené v praci Hotejsiho er al. (2021).

Bylo také zji§téno, ze oba casteCné rozdelené piky v retenénim Case 6,41 min
a 7.05 min vykazuji velmi podobna MS spektra. Toto Castecné rozdéleni muze byt
zpusobeno Spatnou separaci na chromatografické koloné nebo pfitomnosti isomernich
slouCenin, nicméné tato skuteCnost nemohla byt ovérena, nebot standard pro Gbas neni
dostupny a MS/MS spektra molekularnich iont o stejného hodnoté m/z pro oba piky
byla prakticky totozna. Hotejsi er al. (2021) ve své praci také uvadi, ze se muze jednat
o isoglobotetraosylceramidy (iGbs), tj. isomery Gbs liSici se typem vazby mezi
sousedicimi galaktozami (tj. Galal,4Gal u Gbs a Galal,3Gal u iGb4). Tato moznost je
vSak malo pravdépodobna, nebot’ enzym produkujici iGbs (al,3-galaktosyltransferaza)
neni povazovana za aktivni v lidském téle (A. H. Merrill 2011).

V ramci testovaci analyzy byla také na zakladé hodnot m/z ziskanych z vefejné
pristupné databaze LIPID MAPS zjisténa pravdépodobna piitomnost nékterych
fosfolipidd, a to fosfatidylinositolt (PI), fosfatidyletanolainti (PE) a fosfatidylcholint
(PC) a dale také sulfatovanych derivatu GSL (tj. sulfatidi). Tyto lipidy vSak nebyly dale
zkoumany z divodu zaméfeni prace pouze na neutralni GSL.

Z obr. 9 je také na prvni pohled patrné, ze neutralni GSL (tj. GlcCer, GalCer,
LacCer, Gbz a Gb4) poskytuji vys§i odezvu v pozitivhim modu ionizace, nicméné
i v negativnim moédu ionizace davaji tyto podtiidy GSL urcitou odezvu, ktera je vSak
zastinéna vysokou intenzitou pritomnych fosfolipidu. Jako pfiklad pro porovnani jsou
na obr. 10 zndzornéna hmotnostni spektra GSL, konkrétné Gbsz 34:1;02 a Gb4 34:1;02
v pozitivnim (+ESI) 1 negativnim (-ESI) modu ionizace. Z obr. 10 Ize tedy vycist, ze
hodnota odezvy detektoru pro Gbs a Gbs je vyrazné lepsi v pozitivni modu ionizace,
a to priblizné 18x vyssi (pro Gbs) a 3x vyssi (pro Gbs). Z tohoto divodu byly veskeré
nasledujici analyzy zameéfené na analyzu a identifikaci GSL provadény pouze

v pozitivnim modu ionizace.
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Obr. 10: Hmotnostni spektra Gbs a Gb4 s ceramidem 34:1;02 ziskana v ramci testovaci

analyzy extraktu smésného vzorku plasmy v obou médech polarity.
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5.1.1 Vychozi podminky chromatografické separace

Vychozi podminky chromatografické separace vramci testovaci analyzy jsou

uvedeny v nasledujici tabulce (tab. 5).

Tab. 5: Vychozi podminky chromatografické separace.

Parametr Udaj/Hodnota
Chromatograficka kolona | Ascentis Si (150 % 2,1 mm; 3 um), Supelco Sigma Aldrich
Teplota kolony 40+1 °C
Teplota autosampleru 50,5 °C
Objem nastiiku 3ul
Pratok mobilni faze 0,5 ml/min (konstantni po celou dobu analyzy)
Slozeni mobilni faze MF-A: ACN

MEF-B: 10 mM CH3COONH4 v ACN/H20 (1/9, v/v)

MF okyseleny ptidavkem 0,5 ul CH3COOH na 100 ml MF

Gradientovy program Cas [min] 0 7 16 18 19 25
ME-B [%] 10 114 20 20 10 10

5.1.2 Vychozi podminky hmotnostni detekce

Vychozi podminky hmotnostni detekce v ramci testovaci analyzy jsou uvedeny

v nasledujici tabulce (tab. 6).

Tab. 6: Vychozi podminky hmotnostni detekce.

Parametr Udaj/Hodnota
Teplota transferové trubice 300 °C
Teplota kapilary 300 °C
Napéti na kapilare -3,0 kV (-ESI), +3,0 kV (+ESI)
Pomér pratokt plynu (S/A) 35/10 Arb. (celkovy pratok 8 1/min)
Elektrické napéti na F-Cockach 90V
Elektrické napéti na S-Cockach +60 V
Typ skenu Full MS v rozmezi 600-2000 m/z
Doba plnéni pasti 250 ms
Pocet mikroskent 1

S —hlavni zmlzyjici plyn, A — pomocny zmlzujici plyn
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5.2 Optimalizace gradientu mobilni faze

Za ucelem dosazeni lepsi chromatografické separace GSL a zkraceni doby analyzy
pfi soucasném dosazeni co nejvyssi odezvy detektoru byla provedena optimalizace
gradientu mobilni faze. LC-MS analyza byla provedena v rozmezi m/z 600-1500, a to
pouze v pozitivnim moédu ionizace, kde poskytuji GSL vyS$si odezvu detektoru.

Za timto ucelem byl pouzit lipidovy extrakt smésného vzorku plasmy, ktery byl
ziskan zpusobem uvedenym v kapitole 4.5.1. Celkem byly porovnany Ctyfi gradienty
mobilni faze (viz obr. 11). Jako vychozi (tj. gradient 1) byl pouzit gradient mobilni faze,
ktery uvadi Horejsi et al. (2021). Dalsi tfi rizné gradienty (tj. gradient 2 az 4) byly
nasledné vytvoreny, a to pfevazné zvySovanim procentualniho obsahu MF-B (tj. vodné
slozky), postupnym zvySovanim a zkracovanim strmosti prvni 1 druhé gradientové Casti

a zkracenim doby ekvilibrace chromatografické kolony.
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Obr. 11: Gradienty mobilni faze pouzité v ramci optimalizace

Vyhodnoceni optimalizace gradientu mobilni faze bylo provedeno na zakladé
srovnani hodnot reten¢nich Cast nejbézné€ji se vyskytujiciho lipidu v ramci dané
podtiidy GSL (tj. lipid se slozenim ceramidu 34:1;02), ktery zaroven ve vétSiné piipadu
predstavoval i nejvice zastoupeny lipid, a dale pak s ohledem na celkovou dobu analyzy
a Sitku piku v polovin€ vysky. Prislusné chromatogramy extrahovanych ionti ziskané
LC-MS analyzou extraktu smesného vzorku plasmy pro jednotlivé gradienty mobilni

faze jsou uvedeny nize na obr. 12.
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Obr. 12: Extrahované iontové chromatogramy smésného vzorku plasmy ziskané LC-MS

analyzou pro Ctyfi ruzné gradienty mobilni faze.

Z obr. 12 je ztejmé, ze v pripadé vychoziho gradientu mobilni faze (tj. gradient 1)
doslo oproti testovaci analyze (obr. 9) k mirnému posunu retencniho Casu v ptipadé Gbs
(pfiblizné o 0,3 min). Zajimavé také je, ze nebyl jednoznacné identifikovan pik pro
HexCer (tj. GlcCer a GalCer) a zaroveri nedoslo k rozdéleni pika téchto dvou isomert.
Pfi¢inou tohoto problému byla pravdépodobné pfitomnost kontaminanti eluujicich
v reten¢nim Case 0,6—1,0 min, které ziejmé pochazeli z pryzové Casti septa vicka vialky.
Moznou piic¢inou muze byt také eluce téchto podtiid GSL v blizkosti mrtvého objemu
kolony, kde se zaroveri vymyvaji i velmi nepolarni lipidy, coz muize plsobit urcité
problémy s ionizaci téchto sloucenin. Obdobny problém byl pozorovan i v pifipadée
analyzy smésného vzorku standardii (viz Pfiloha 2). Vzhledem k Casové tisni v pribéhu
zpracovani této prace vSak nebyla skuteCna pficina tohoto problému dale zjistovana

a pro vyhodnoceni byly pouzity pouze podtiidy LacCer, Gbs a Gba.
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Hodnoty zjisténych retencnich Casu (tab. 7) a Sitky pikt v polovin€ vysky (tab. 8)
vybranych podtiid GSL pro vSechny Ctyfi gradienty testované v ramci této kapitoly,
které byly pouzity pro vyhodnoceni optimalizace gradientu mobilni faze, jsou uvedeny

v nasledujicich dvou tabulkach.

Tab. 7: Retencni Casy pro vybrané podtiidy GSL a piislusné gradienty mobilni faze.

Retencni ¢as [min]
Podtrida GSL
Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3 Gradient 4
Hex2Cer LacCer 1,33 1,29 1,31 1,31
HexsCer Gbs 2,37 2,33 2,26 2,18
Hex4Cer Gbg4 6,66/7,36%* 5,83/5,98%* 4,36 3,60

Symbol * znaci dvojité piky pozorované pro podtiidu Gb4

Z tab. 7 a obr. 12 je patrné, ze zvySovani procentualniho obsahu MF-B (tj. vodné
slozky mobilni faze) nema prakticky zadny nebo jen minimalni vliv na zménu retence
GSL patiicich do podttid LacCer a Gbs. Naopak u podttidy Gb4 je vliv zmény retence
jiz pomérné vyznamny a pii vzajemném porovnani vSech Ctyt gradientd dochazi k témér
dvojnasobnému snizeni retencniho ¢asu z 6-7 min na 3,6 min. Z tab. 7 a obr. 12 si lze
také povSimnout, ze v ptipadé gradientt 1 a 2 byly pro podtiidu Gbs pozorovany dvojité
piky, zatimco u gradientt 3 a 4 byl pozorovan jiz pouze jeden pik. S ohledem na tyto
skuteCnosti se jevi jako optimalni pouziti gradientu 3 nebo 4, kde doslo k vyznamnému

zkraceni ¢asové prodlevy mezi Gbs a Gbs.

Tab. 8: Hodnoty Sitky pikt vybranych podtfid GSL v poloviné vysky.

Podtfida Sitka piku v 50 % vysky [min]
GSL Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3 Gradient 4
0,27 0,28 0,25 0,26
LacCer
P:1,51; L:1,24 P:1,50; L:1,22 R:1,48;L:1,23 R:1,49; L:1,23
Ghb 0,35 0,34 0,23 0,21
3 P:2,60; L:2,25 R:2,56; L:2,22 R:2,39; L:2,16 R:2,27; L:2,06
Gh 0,53 0,39 0,36 0,25
4 P:6,98; L:6,45 R:6,11;L:5,72 R:4,60; L:4,24 R:3,73; 1.:3,48
Doba 25 min 13 min 10 min 10 min
analyzy

Pismena P a L znaci hodnotu reten¢niho Casu pravé (P) a levé (L) casti piku v 2 vysky
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Dalsi parametry, jez byly brany v potaz pii vyhodnocovani optimalizace gradientu
mobilni faze, byly Sitka piku v poloviné jeho vysky a celkova doba analyzy (viz tab. 8).
Hodnota Sitky piku v poloviné vysky byla vypocitana jako rozdil retencniho Casu pravé
a levé strany piislusného chromatografického piku. Z vysledk uvedenych v tabulce je
patrné, ze hodnoty pro LacCer byly ve vSech pfipadech témér totozné, coz bylo
vzhledem k téméf stejné retenci u vSech Ctyf zkoumanych gradientd ocekavano.
Pomémeé znacné rozdily vsak nastaly v ptipadé podtiid Gbs a Gbas, kde se Sitka piku
v poloviné vysky se zménou gradientu od 1 do 4 postupné a vyznamné zmensovala.
V ptipadé Gbs doslo ke snizeni z hodnoty 0,35 min (vychozi gradient) postupné na
hodnotu 0,34 min (gradient 2), 0,23 min (gradient 3) a 0,21 min (gradient 4). Obdobny
a mnohem vyrazngjsi trend byl pozorovan u Gba, kde se hodnoty Sitky pikll v poloviné
vysky pohybovaly v rozmezi 0,25-0,53 min. Na zakladé téchto zjisténi l1ze usoudit, ze
jako nejoptimalnéjsi se jevi gradienty 3 a 4, u nichz bylo dosazeno pro Gbs piiblizné
1,5% niz§i hodnoty Sitky piku ve srovnani s vychozim gradientem. Pro Gbs4 byly tyto
hodnoty v porovnani pfiblizné 1,5 (u gradientu 3) a 2x (u gradientu 4) niz§i. V piipade
gradientt 3 a 4 bylo rovnéz dosazeno vyrazného snizeni doby analyzy, a to o 15 minut.
I prestoze pro gradient 4 bylo dosaZeno pro Gbs a Gb4 lepSich hodnot Sitky pikt (tj. uzsi
piky) ve srovnani s gradientem 3, jako nejoptimalnéjsi byl zvolen gradient 3. Hlavnim
divodem této volby byla skuteCnost, ze v pfipadé gradientu 4 doSlo v porovnani
s gradientem 3 ke dvojnasobnému poklesu relativni intenzity Gbs, coz je patrné
i z obr. 12. Obecné lze fici, Ze oba gradienty (tj. gradient 3 a 4) poskytuji velmi podobné
vysledky a zaroven vyznamné snizuji celkovou dobu analyzy, a tim 1 spotfebu mobilni
faze (resp. snizuji naklady na analyzu. Testovani zvySeni prutoku mobilni faze nebylo
provedeno, nebot’ nema tak vyrazny vliv na retenci analyti jako slozeni mobilni faze,

resp. gradientu. Zaroven by tim doslo ke zvySeni spotfeby mobilni faze.

5.2.1 Reprodukovatelnost retencéniho casu

V ramci optimalizace gradientu mobilni faze bylo také provedeno zkraceni doby
ekvilibrace chromatografické kolony z 5 minut na 2 minuty, a to za uCelem zkraceni
celkové doby analyzy. S ohledem na tuto skuteCnost bylo nutné ovéfit, zda je tato doba
ekvilibrace dostate¢na a zda nedochazi ke zméné retencniho ¢asu zkoumanych analyta.
Za timto ucelem bylo provedeno celkem 20 po sobé jdoucich nastfiku lipidového

extraktu ziskaného ze smésného vzorku plasmy (viz postup extrakce v kapitole 4.5.1),
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které byly analyzovany pomoci LC-MS za vyuziti gradientu 3, ktery byl zvolen jako
nejoptimalnéj§i. Vyhodnoceni bylo provedeno na zakladé srovnani hodnot RSD
jednotlivych podtiid GSL vypocitanych pro 20 nastiika téhoz vzorku. Ziskané hodnoty

retencnich Cast (vCetné priméru) a vypocitané hodnoty RSD jsou uvedeny v tab. 9.

Tab. 9: Hodnoty reten¢nich Cast pro 20 nastiikt lipidového extraktu.

. Podtrida GSL
Nastrik c.

GlcCer GalCer LacCer Gbs Gba

1 0,93 1,06 1,40 2,38 4,57

2 0,94 1,07 1,40 2,35 4.49

3 0,94 1,09 1,43 2,36 4,50

4 0,94 1,08 1,42 2,43 4,49

5 0,94 1,07 1,43 2,44 448

6 0,94 1,06 1,42 2,37 4,49

7 0,94 1,06 1,43 2,39 445

8 0,94 1,05 1,42 2,41 446

- 9 0,94 1,06 1,43 2,44 445
Retencni 10 0,94 1,07 1.41 2.41 446
[;f;;] 11 0,94 1,05 1,42 2,39 4,49
12 0,94 1,05 1,41 2,43 444

13 0,94 1,06 1,42 2,39 447

14 0,93 1,06 1,42 2,40 445

15 0,93 1,06 1,40 2,40 448

16 0,95 1,04 1,43 2,43 4.47

17 0,95 1,04 1,42 2,42 448

18 0,95 1,04 1,43 2,42 4.47

19 0,95 1,04 1,43 2,42 447

20 0,95 1,04 1 44 2,42 4.47

Priimér 0,94 1,06 1,42 2,41 448
SD 0,0064 0,0141 00115  0,0261 00274
RSD [%] 0,68 1,33 0,81 1,08 0,61

Z vysledkti uvedenych vtab. 9 je zfejmé, ze i pres zkraceni doby ekvilibrace
chromatografické kolony z ptivodnich 5 minut na vysledné 2 minuty dochazi v pripadé
zkoumanych podtiid GSL pouze k minimalni zméné reten¢niho ¢asu. Hodnoty RSD pro
jednotlivé podttidy GSL se pohybovaly v rozmezi 0,61-1,33 %, coz lze povazovat za
velmi dobré a zcela akceptovatelné hodnoty, tudiz zkraceni doby ekvilibrace je mozné.
Dulezité je zminit, ze zde doslo k rozdéleni isomert GlcCer a GalCer, ¢ehoz nebylo

v predchozim kroku dosazeno z pravdépodobnych pficin, jez byly uvedeny vyse.
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5.3 Srovnani extrakénich metod pro izolaci GSL z lidské plasmy

Srovnani extrak¢énich metod, jejichz detailni prehled je uveden v kapitole 2.2.2,
bylo provedeno za Gcelem zjiSténi, kterd extrakéni metoda je nejvhodnéjsi pro extrakci
GSL z lidské krevni plasmy. Za timto ucelem byly porovnany ¢tyii nejcastéji pouzivané
extrakce v lipidomické analyze, a to extrakéni metody podle Folcha, Bligha a Dyera,
Matyashe a Alshehryho spolu s nedavno vyvinutou metodou podle Hotejsiho. Extrakce
GSL ze smésného vzorku plasmy byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole
4.5.2 s pouzitim pfislusnych smési rozpoustédel (viz kapitola 4.3.3).

Pro kazdou extrakéni metodu bylo provedeno celkem 5 nezavislych opakovani,
pti¢emz pro vyhodnoceni byly pouzity GSL s ceramidy 34:1;02. Extrakcni metoda, pfi
niz bylo dosazeno nejvyssi relativni intenzity a zaroven piijatelné smérodatné odchylky,
byla vybrana jako optimalni metoda vhodna pro analyzu GSL v lidské plasmé& pomoci

LC-MS. Vysledky srovnani extrakénich metod jsou znadzornény na obr. 13. Primarni

IZZI

namefena data pro srovnani extrakci jsou uvedena v Piiloze 3.
Hortejsi
® Matyash

20 - I
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12 1 I
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(GlcCer) (GalCer) (LacCer) (Gbs) (Gb,)
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I

Intenzita GSL s ceramidem 34:1;02 [cps x 107]

Obr. 13: Srovnani extrakénich metod pro izolaci GSL z lidské krevni plasmy.
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Obrazek 13 znazornuje vysledky porovnani extrak¢nich metod. Relativni intenzita
je vyjadiena jako aritmeticky pramér =+ relativni smérodatna odchylka (RSD, n = 5). Na
zakladé vysledkt uvedenych na obr. 13 a v Piiloze 4 bylo zjisténo, ze nejvyssi relativni
intenzity a zaroven pfijatelné hodnoty RSD (3,4-15,7 %) bylo dosazeno v piipadée
pouziti Matyashovy metody. Velmi podobnych vysledkd bylo dosazeno i v piipadé
metody podle Folcha a Bligh-Dyera, kde bylo dosazeno podobnych hodnot relativnich
intenzit u podtiid LacCer, Gbs a Gb4, zatimco v piipadé podtiid GlcCer a GalCer byly
hodnoty relativnich intenzit pro ob& uvedené podtiidy vyrazné nizsi. Souc¢asné hodnoty
RSD byly v ptipadé Folchovy (6,5-13,1 %) a Bligh-Dyerovy (6,7-9,8 %) metody
srovnatelné ¢i dokonce nizs§i v porovnani s Matyashovou metodou. Dale bylo zji§téno,
ze metoda podle Hoftejsiho poskytovala vyrazné nizsi hodnoty relativnich intenzit pro
podtiidy LacCer, Gbs a Gbs ve srovnani s metodami podle Folcha, Bligh-Dyera
a Matyashe. V ptipadé GSL podttidy HexiCer (resp. GlcCer a GalCer) bylo u metody
podle Hotejsiho dosazeno srovnatelné nebo vyssi relativni intenzity, ale s vyrazné vyssi
hodnotou RSD (16,5 % pro GlcCer a 25,3 % pro GalCer). Vyssich hodnot RSD
u Hoftej§itho metody bylo dosazeno 1 u LacCer (20,4 %), Gbs (21,5 %) a Gb4 (23.2 %).
Alshehryho metoda nebyla do srovnani zahrnuta, nebot z neznamého divodu, ktery
nebyl dale zkouman, nebylo mozné ve vzorcich identifikovat piky GSL, tudiz tato
metoda byla vyhodnocena jako nevhodné pro analyzu GSL z lidské plasmy.

Je dulezité také zminit, ze podtiidy GlcCer a GalCer jsou velmi slabé poutany
stacionarni fazi chromatografické kolony a eluuji v pomémneé tésné blizkosti mrtvého
objemu (tm = 0,36 ml), kde se vymyvaji spolu se siln€ nepolarnimi lipidy a jinymi
nepolarnimi slou¢eninami. Zaroven v této oblasti dochazi ke koeluci uvedenych podtiid
GSL (tj. Hex1Cer) s hojné zastoupenymi fosfolipidy (zejména fosfatidylinositoly), coz
muze mit za nasledek ovlivnéni (potlaceni) G¢innosti ionizace té€chto podtiid GSL.

S ohledem na vyse uvedené vysledky a popsané zavéry byla jako optimalni metoda
extrakce pro analyzu GSL zlidské plasmy zvolena Matyashova metoda vyuzivajici
smeés MTBE a MeOH v objemovém pomeéru 10:3. Vyhodou této metody je nahrazeni
chloroformu (CHCI3), ktery se pouziva u metody podle Folche a Bligh-Dyera, za méné
Skodlivou a bezpecnéjsi alternativu MTBE, ktery nevykazuje takovou toxicitu jako
chloroform. Dalsi vyhodou je odebirani horni (organické) vrstvy po rozdéleni vrstev,
¢imz také dochézi k minimalizaci mozné kontaminace anorganickou (vodnou) fazi ¢i

neextrahovatelnymi zbytky jako v pfipadé Folchovy ¢i Bligh-Dyerovy metody.
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5.4 Frakcionace lipidového extraktu

Lipidovy extrakt ziskany ze smésného vzorku plasmy pomoci Matyashovy metody
byl nasledné frakcionovan pomoci LC-MS metody s optimalizovanym gradientem
mobilni faze za ucelem izolace, precisténi a nasledného zakoncentrovani vybranych
podtiid GSL od ostatnich slozek ve vzorku. Hlavnim cilem frakcionace bylo zvyseni
intenzity zejména méné zastoupenych GSL a ptipadné snizeni pozadi (Sumu), a to za
ucelem potencialni identifikace vétsiho poctu GSL v ramci dané podtiidy.

Frakcionace extraktu plasmy byla provedena pro celkem 20 nastiikii vzorku, kdy
jednotlivé frakce byly sbirany kapilarou pfimo na vystupu z chromatografické kolony
a jimany do sklenéné vialky (40 ml) v Casovych intervalech odpovidajicich eluci dané

podtiidy GSL (viz tab. 10).

Tab. 10: Casové intervaly (frakce) odpovidajici eluci vybranych podtiid GSL.

FRAKCE
F1 F2 F3 F4
Podtfida GSL | GlcCer+GalCer LacCer Gbs Gby
Usek [min] 0,8-1,15 1,2-1,8 2,1-2,6 4,2-4.8

Ziskana frakce (tj. smés frakci F1-F4) byla nasledné odpafena ve vyhtivaném
termobloku pii 40 °C pod proudem dusiku a vznikly odparek byl rozpustén ve 20 pl
MeOH a analyzovan pomoci LC-MS. Vzhledem ke skuteCnosti, ze na kolonu bylo
celkem nastfiknuto 20 x 3 ul vzorku (). celkem 60 pl) a vysledny odparek byl
rozpustén ve 20 pul MeOH, byl vysledny vzorek 3% zakoncentrovan.

Na obr. 14 je uveden extrahovany iontovy chromatogram extraktu smésného
vzorku plasmy ziskaného pomoci extrakéni metody dle Matyashe (MTBE) a za vyuziti
LC-MS metody s optimalizovanym gradientem mobilni faze. Na obrazku jsou také pro
lepsi predstavu zndzornény Casové useky sbéru danych frakci (viz §edé zony). Srovnani
MS spekter vybranych podtiid GSL (Gbs a Gbs) identifikovanych ve smésném vzorku

plasmy pred a po frakcionaci je uvedeno na obr. 15
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Obr. 14: Extrahovany iontovy chromatogram smeésného vzorku plasmy extrahovaného

Matyashovou metodou a analyzovany optimalizovanou LC-MS metodou.
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Obr. 15: Srovnani MS spekter vybranych podtiid GSL, konkrétné Gbs a Gbs

(modie: MS spektra bez frakcionace, Cervené: MS spektra po frakcionaci)

Na zakladé MS spekter vybranych podtfid GSL (Gbs a Gbs4) uvedenych na obr. 15
lze fici, ze pomoci frakcionace a nasledného zakoncentrovani bylo pro uvedené
podtfidy GSL dosazeno pfiiblizn€¢ 4x vyssi odezvy detektoru nez v pfipadé analyzy

vzorku bez ptfedchozi frakcionace a zakoncentrovani. Zaroven také doSlo k potlaceni
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vzniku sodnych adukta (tj. [M+Na]*) nejvice zastoupenych GSL v ramci dané podtiidy,
coz je nejvice patrné u podtfidy Gbs. I presto, ze pomoci frakcionace bylo dosazeno
vyrazné vy$si odezvy GSL vramci dané podtiidy, coz je dulezité a vyhodné pii
provadéni MS/MS experimentll zejména minoritnich slouCenin, jedna se o pomérné
dosti Casové naro¢ny krok, ktery lze vyuzit prakticky pouze pro kvalitativni analyzu.
Moznou alternativou by mohla byt pfiprava extraktu plasmy z vétSiho mnozstvi
biologického materidlu a jeho nasledné preciSténi a frakcionace pomoci sloupcové

chromatografie.

5.5 Analyza vybranych podtiid GSL v lidské plasmé
5.5.1 Strukturni charakterizace GSL

Struktura jednotlivych lipidovych druhtit GSL byla zjisténa pomoci typickych
fragmentaénich vzorct, které jsou velmi dobfe prostudovany (A. H. Merrill et al. 2005;
Schweppe et al. 2010), a to na zakladé hodnot m/z prekurzorovych a produktovych
iontl a s ohledem na hodnoty retencnich ¢ast. Nazvoslovi fragmenti pouzité v této
préci je v souladu se zavedenym znacenim (Ann a Adams 1992; Costello a Vath 1990;
B. Domon, Vath, a Costello 1990; Bruno Domon a Costello 1988).

Hmotnostni spektra v rozsahu hmot m/z 600-1500 byla ziskana v pozitivnim modu
ionizace pro vSechny piky odpovidajici zkoumanym podtiidam GSL (GlcCer, GalCer,
LacCer, Gbs a Gba). Jednotlivé lipidové druhy v ramci kazdé podttidy byly pozorovany
jako protonované molekuly [M+H]". MS/MS spektra jednotlivych lipidovych druht
byla ziskana fragmentaci [M+H]" ionti pomoci kolizi indukované disociace (CID,
Collision Induced Dissociation), a to za pouziti normalizované kolizni energie 40 %.
Pro MS/MS analyzu bylo vyuzito datové zavislého sbéru dat (DDA, Data-Dependent
Acquisition) s nastavenym limitem pro MS/MS experimenty 1000 counts.

Interpretace MS/MS spekter reprezentativnich lipidovych druht z kazdé zkoumané
podtiidy GSL, spolu se znazornénim piislusného fragmentacniho schéma, je uvedena na
obr. 16. Konkrétn¢ se jednalo o lipidy GlcCer a GalCer 18:1;02/16:0 (m/z 700,6),
LacCer 18:1;02/16:0 (m/z 862,7), Gbs 18:1;02/16:0 (m/z 1024,7), Gbs 18:1;02/16:0
(m/z 1227,8). Pro zjednoduseni je na obr. 16 uvedeno pouze jedno MS/MS spektrum
lipidd HexiCer 18:1;02/16:0, nebot MS/MS spektra pro GlcCer a GalCer jsou

prakticky totozna vzhledem ke stejnému fragmentacnimu mechanismu.
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Obr. 16: MS/MS spektra vybranych lipidovych druhit GlcCer a GalCer (m/z 700,6),
LacCer (m/z 862,7), Gbz (m/z 1024,7) a Gbs (m/z 1227,8) s ceramidem 18:1;02/16:0.

Z obr. 16 je ziejmé, ze sekvence monosacharidi v glykanové cCasti molekuly GSL
je velmi dobfe demonstrovana charakteristickou sérii malo intenzivnich Y-iontd, které
jsou doprovazeny intenzivnéjSimi Z-ionty pochazejicimi z dodatecné ztraty vody
z pfislu$ného Y-iontu (tj. Am/z = 18). Pro ur€eni poctu a sekvence monosacharidovych
jednotek ve struktuie GSL jsou tedy dulezité zejména dvojice iontt znacené jako Y a Z.
Na obr. 16 Ize pro uvedené GSL pozorovat dvojice iontd Y3/Z3 pii m/z 1024,6 a 1006,6
odpovidajici ztraté N-acetylhexosaminu (HexNAc), Y2/Zo, (m/z 862,6 a 844,5; ztrata
Hex), Y1/Z1 (m/z 700,5 a 682,5; ztrata Hex) a Yo/Zo (m/z 538,5 a 520,5; ztrata Hex)
demonstrujici postupnou ztratu jednotlivych monosacharidovych jednotek z fetézce.
Schematické znazornéni struktur GSL uvedenych na obr. 16 bylo vytvofeno v programu

GlycoWorkbench 2.1 (https://glycoworkbench.software.informer.com/2.1/). Konkrétni

Y a Z ionty pozorované v ramci dané podtfidy GSL jsou uvedeny v tab. 11
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Tab. 11: Ionty Y a Z pozorované v ramci dané podtiidy GSL.

Typ Podtrida GSL
iontu
GlcCer GalCer LacCer Gbs Gb4
Z Zo 2o, 7, Zo, 21,72 2o, 21,712,723
Y Yo Yo, Y1 Yo, Y1, Y2 Yo, Y1, Y2, Y3

Dilezité je zminit, ze ionty Zo pii m/z 520,5 odpovidaji odstépeni vSech jednotek
monosacharidi z uvedenych GSL a demonstruji tak strukturu ceramidu (tj. 34:1;02).
MS/MS spektra také obsahuji specificky fragmentovy ion N pii m/z 264,3 typicky pro
sfingoidni bazi 18:1;02, jehoz pivod je velmi dobfe znazornén v této publikaci
(A. H. Merrill et al. 2005). Lze si v§ak povSimnout, ze tento typ iontu neni pozorovan
v MS/MS spektrech Gbs a Gbs, a to z divodu omezeni detekce fragmentd o nizké
hodnoté m/z (tzv. mass cut-off). Pfitomnost iontu N u Gbs a Gbs4 tedy byla prokazana
MS? analyzou Zo iontu pii m/z 520,5 (data nejsou ukazana). V ptipadé fragmentace Gba
doslo také ke vzniku iontu B2 (m/z 366,1), ktery odpovida ztrat€ terminalni sekvence
HexNAc-Hex u Gba.

Zavérem lze fici, ze fragmentacni chovani vybranych GSL v této praci uvadénych
je predvidatelné a v souladu s jiz diive publikovanymi vysledky (A. H. Merrill ef al.
2005; Schweppe et al. 2010, Hotejsi et al. 2021). Sekvencni Stépeni GSL lze tedy
vyuzit k identifikaci po¢tu monosacharidovych jednotek nachazejicich se v glykanovém

fetézci molekuly GSL a k urceni slozeni ceramidové Casti fetézce.

5.5.2 Profil GSL v lidské plasmé

Po strukturni charakterizaci detekovanych lipidovych druha byly vytvofeny profily
GSL v lidské krevni plasmé (viz obr. 17 a obr. 18). Vysledky na obrazcich jsou uvedeny
jako aritmeticky prameér intenzit konkrétniho lipidového druhu, ktery byl ziskan ze tii
nezavislych opakovani £ RSD. V piipadé lipida liSicich se mezi sebou pocty dvojnych
vazeb byla provedena izotopicka korekce odeCtenim prepocitané intenzity M+2 iontu od
intenzity M iontu lipidu, ktery ma o jednu dvojnou vazbu méné (tj. Am/z = 2). Relativni
intenzity M+2 iont byly vypocitany na zakladé elementarniho slozeni daného lipidu
pomoci webového nastroje pro vypocet izotopovych obalek sloucenin (EnviPat,

https://www.envipat.eawag.ch/).
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17: Profil GSL GlcCer, GalCer a LacCer v lidské krevni plasmé (n = 3).
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Obr. 18: Profil GSL Gbs a Gby v lidské krevni plasmé (n = 3).
55



Na zakladé vysledki uvedenych na obr. 17 a 18 bylo zjisténo, ze mezi nejvice
zastoupené GSL v ramci podtifid GlcCer a GalCer patfi lipidy s ceramidem 34:1;02,
40:1;02, 42:1;02 a 42:2;02. V piipade podtiidy LacCer byly nejvice zastoupeny lipidy
s ceramidem 34:1;02 a 42:2;02 a v ptipadé podttid Gbs a Gb4 byly nejvice zastoupeny
GSL s ceramidem 34:1;02. V ramci analyzy GSL v lidské krevni plasmé bylo také
identifikovano 1 nékolika dalSich pfevazné méné zastoupenych GSL, jejichz identifikace
byla uvadéna diive (Bowden et al. 2017; Hotejsi et al. 2021; Quehenberger et al. 2010).
Nelze vsak vyloucit pfitomnost i dal§ich minoritnich lipidovych druhtt GSL, které jsou
velmi malo intenzivni, a/nebo nemusely byt vzhledem k nastavenému cut-off limitu pro
MS/MS experimenty fragmentovany. V souvislosti stimto tedy nelze jednoznacné
potvrdit ani vyloucit jejich pfitomnost ve vzorku, pficemz nelze vyloucit ani moznou
pfitomnost pozi¢nich izomert a vétveni.

V ramci této prace bylo na zakladé strukturni charakterizace identifikovano celkem
58 neutralnich GSL, konkrétné 12 GalCer, 12 GlcCer, 9 LacCer, 13 Gbs a 12 Gb4. Bylo
také zjist€no, ze ceramidovd cast GSL identifikovanych v lidské krevni plasmé
obsahovala vyhradné sfingoidni bazi 18:1;02. Hoftejsi er al. (2021) a Quehenberger
(2010) ve svych pracich uvadéji i pritomnost jinych typu sfingoidnich bazi (napf.
18:2;02 nebo 16:1;02), nicméné v ramci této prace nebyla pfitomnost téchto typa
sfingoidni baze prokazana. Pro identifikaci vétSiho poctu neutralnich GSL by bylo
pravdépodobné nutné nékolikanasobné zakoncentrovani vzorku zahrnujici odstranéni
fosfolipida, které ve vzorcich plasmy dominuji a mohou tak zpusobovat potlaceni
odezvy detektoru na ukor méné zastoupenych neutralnich GSL.

V porovnani s praci Horfej§iho et al. (2021) byly pozorovany velmi podobné
lipidové profily GSL, nicméné v ptipadé prace Hotejsiho byl pro analyzu pouzit vzorek
plasmy pouze od jednoho dobrovolnika, zatimco v ramci této prace byly ziskany vzorky
plasmy od celkem 8 dobrovolnikt. S touto skutecnosti mtize také souviset pozorovana
vyssi intenzita u GSL s del§im ceramidovym fetézcem. Dalsi moznou pfi¢inou muze byt
pouziti odlisné extrakéni metody pouzité pro extrakci GSL z plasmy, ktera je vhodné&jsi

pro extrakci vice nepolarnich GSL (tj. GSL s del§im ceramidovym fetézcem).
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6 ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byly shrnuty podrobné informace o klasifikaci,
biosyntéze a biologickych funkcich GSL vcetné jejich spojitosti s riznymi nemocemi
a typy rakovin. Dale byly popsany metody izolace, preCisténi a analytické moznosti
stanoveni GSL z biologickych vzorkd zahrnujici popis kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie.

V experimentalni casti byla nejprve provedena LC-MS testovaci analyza, ktera
byla provedena v pozitivnim (+ESI) i negativnim (-ESI) modu ionizace. V ramci
testovaci analyzy bylo zji§téno, Ze mezi nejvice zastoupené neutralni GSL patfi GlcCer,
GalCer, LacCer, Gbs a Gb4. VySsi odezva detektoru pro neutralni GSL, zejména pro
Gbs a Gbs, byla zaznamenana v pozitivnim modu ionizace, proto byly veSkeré
nasledujici analyzy provadény pouze v pozitivnim modu ionizace. V dalsim korku byla
provedena optimalizace gradientu mobilni faze, pfi které byly porovnany Ctyfi gradienty
mobilni faze. Vyhodnoceni bylo provedeno na zakladé srovnani hodnot retencnich Cast
nejbéznéji se vyskytujiciho lipidu, celkové doby analyzy a §itky piku v poloviné vysky.
Optimalnich vysledkd bylo dosazeno za pouziti gradientu 3, u néhoz byla vyznamné
snizena doba analyzy z ptivodnich 25 minut na 10 minut pfi souCasném zachovani
optimélnich hodnot reten¢niho Casu a Sitky piku v poloviné vysky pro zkoumané
podtiidy GSL. Zkraceni doby analyzy bylo dosazeno zvySenim procentualniho obsahu
vodné slozky mobilni faze (tj. MF-B). Dale bylo provedeno srovnani 5 extrak¢nich
metod pro izolaci GSL z lidské plasmy. Bylo zjiSténo, ze nejoptimalnéjsi vysledky
z hlediska nejvyssi intenzity a vyhovujicich hodnot RSD v porovnani s ostatnimi
extrakCnimi metodami poskytuje metoda podle Matyashe vyuzivajici systém
rozpoustédel metyl-terc-butyléter (MTBE) a metanol v poméru 10:3. Hlavnimi
vyhodami Matyashovy metody jsou mimo jiné nahrazeni Skodlivého chloroformu za
podstatné méné Skodlivy MTBE a odbér horni vrstvy po separaci vrstev. Na zaklade
vySe uvedenych skutecnosti byla tato metoda zvolena jako nejoptimalnéjsi pro izolaci
GSL zlidské krevni plasmy. Soucasti praktické casti byla rovnéz frakcionace
lipidového extraktu provedena za ucCelem dodateCného precisténi, snizeni Sumu,
zakoncentrovani a s tim souvisejici zvySeni intenzity jednotlivych lipidovych druht
v ramci zkoumanych podtiid GSL. V ramci frakcionace bylo pro 3x koncentrované
vzorky dosazeno az priblizné€ 4x vyssi odezvy detektoru a zaroven doslo k potlaceni

vzniku sodnych adukti. Vyssi odezva detektoru dosazena v ramci frakcionace by mohla
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byt vyhodna zejména pro MS/MS experimenty, nicméné samotna frakcionace je
pomérné Casoveé naro¢na operace, tudiz by bylo vzhledem k efektivité prace vhodnéjsi
pouzit k frakcionaci v budoucnu napt. metodu sloupcové chromatografie. Poslednim
krokem byla strukturni charakterizace glykosfingolipidi a vytvofeni profilu GSL
v lidské krevni plasmé. V ramci této prace bylo identifikovano celkem 58 neutralnich
GSL z 5 podtiid GSL se sfingoidni bazi 18:1;02, z nichz nejvice zastoupené GSL byly
GlcCer a GalCer sceramidem 34:1;02, 40:1;02, 42:1;02 a 42:2;02, LacCer
s ceramidem 34:1;02 a 42:2;02 a v ptipadé GSL Gbs a Gb4 byly nejvice zastoupeny
lipidy s ceramidem 34:1;02. Na zaklad€ strukturni charakterizace lipidového profilu Ize
také konstatovat, ze struktura GSL v této praci uvedena je v souladu sjiz dfive
publikovanymi vysledky.

Dalsi prace by mohla byt zaméfena na porovnani GSL profild pro jednotlivé
dobrovolniky za GCelem zjisténi heterogenity vzorki nebo na optimalizaci metody pro
stanoveni kyselych GSL v lidské plasmé ¢i jinych biologickych matricich a jejich
strukturni charakterizaci, kvantifikaci GSL ¢i vyvoji nové extrakéni metody pro izolaci
a precisténi GSL z biologickych materiali zahrnujici odstranéni hojné zastoupenych

fosfolipidi pomoci alkalické hydrolyzy.
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8 SEZNAM PRILOH A OBRAZKU

8.1 Priloha 1

INFORMOVANY SOUHLAS

NAZEV PROJEKTU

Vyvoj metodiky pro analyzu vybranych tfid lipidu v lidské krevni plasmé za
ucelem véasné diagnostiky nadorovych a jinych onemocnéni

Evidencni ¢islo darce

Jméno a prijmeni P

Vazena pani, vazeny pane,

predlozeny dokument je vyzvou k Ucasti ve studii a poskytuje Vam informace, které
Vam pomohou ucinit informované rozhodnuti o Gcasti v této studii. K Gc€asti v tomto
projektu jste byl(a) vybran(a) jako zdravy dobrovolnik / zdrava dobrovolnice bez
predchozi historie nadorového onemocnéni. Cilem tohoto projektu je vypracovat postup
pro vcasnou diagnostiku vybranych nadorovych a jinych onemocnéni na zakladé
nalezeni vhodnych lipidovych biomarker. Posuzovani zmén u zdravych jedinct
a nemocnych se provadi na zakladé srovnani lipidomického profilu, ktery muze byt
i u zdravych jedinci velmi riznorody. K pokryti nehomogenity ve slozeni lipidu
v krevni plasmé, ktera zaroven umozni identifikaci co mozna nejvét§iho mnozstvi lipida
v ramci dané tiidy, budeme potiebovat odebrat vzorek Vasi krve. Ugast v této studii je
dobrovolna na zakladé podepsani informovaného souhlasu a vyplnéni zékladniho
dotazniku o VaSem zdravotnim stavu (viz Ptiloha tohoto dokumentu). Souhlas s Gcasti
muizete kdykoliv zrusit, a to pisemnou formou vedoucimu studie.

Odbér krve

Zadame Vas o vzorek krve, ktery bude odebran v domluveném terminu, kdy se
dostavite na Ustav chemie (UCH) Piirodovédecké fakulty JihoZeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich (adresa: Branisovska 1760, 370 05 Ceské Bud&jovice).

Odbér provede Mgr. Pavla KarSulinova, vSeobecna sestra, ktera Vam odebere asi
24 ml zilni krve pomoci uzavieného odbérového systému.

Vydaje a kompenzace

Ziskané biologické vzorky budou pouzity vyhradné pro vyzkumné ucely a po
skonceni studie budou zlikvidovany. Nebudete mit zadné néaklady s ucasti ve studii
a rovnéz nedostanete zadné nahrady nebo odménu za poskytnuti biologického
materialu.
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Informace o utajeni

Informace tykajici se Vasi ucasti ve studii budou utajeny a budou pouzity pouze
k védeckym u&elam v souladu s platnou legislativou Ceské republiky o ochrang
osobnich udaju. Vase biologické vzorky nebudou oznafeny Vasim jménem, ale
vyhradné s pouzitim evidencniho Cisla. Nikdo nebude mit pfistup k Vasim udajum,
vyjma ¢lentt vyzkumného tymu a veskera prace s Vasim vzorkem bude probihat pod
evidencnim cislem. Pfifazeni evidencniho Cisla ke jménu bude uchovano v oddélené
databazi dostupné pouze vedoucimu projektu. V pfipadé ukonCeni Vasi ucasti ve studii
zustavaji udaje v dispozici u vyzkumného tymu, aby nebyla narusena validita ziskanych
dat, a to po dobu nezbytné nutno k dosazeni cile studie.

Vasi ucasti na vyzkumu si velice vazime a dékujeme Vam, nebot’ bez Vasi ucasti
by realizace tohoto projektu nebyla zcela mozna.

Vedouci projektu: Mgr. Karel Hoftejsi (email: khorejsi@prf.jcu.cz, adresa:

JihoCeska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Prirodovédecka fakulta, Ustav chemie,
BraniSovska 1760, 370 05, Ceské Bud&jovice

Ja, nize podepsany(4), souhlasim sucasti ve studii a s odbérem vzorku krve
(4 zkumavky, 24 ml), ktery bude pouzit vyhradné za ucelem analyzy lipida na Ustavu
chemie PiF JU. Byl(a) jsem podrobné informovan(a) o cili studie, o jejich postupech,
a o tom, co se ode mne oc¢ekava. Beru na védomi, ze provadéna studie je vyzkumnou
¢innosti.

Byl(a) jsem informovan(a), ze moje osobni udaje budou uchovany v souladu
s platnou legislativou Ceské republiky o ochran& osobnich udaji v platném znéni a Ze
mé jméno se nikdy nebude vyskytovat v referatech o této studii ani pro oznaceni mého
vzorku (oznacen pouze eviden¢nim Cislem), a to bez mého vyslovného souhlasu.

Beru na védomi, ze mé osobni udaje mohou byt poskytnuty pouze bez
identifikacnich idaji (anonymni data) nebo s mym souhlasem.

Svou ucast ve studii mohu kdykoliv pferusit ¢i odstoupit. Moje tcast ve studii je

dobrovolna.
jméno a piijmeni ro¢nik datum podpis
(darce)
vyska (v cm) / vaha (v kg) krevni sk. kontaktni e-mail
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Priloha Evidencni &islo darce

P

1. Mate aktualné néjaké zdravotni potize? ano/ ne
2. Uzivate posledni mésic né&jaké 1¢ky? ano / ne

(uvedte prosim zejména léky souvisejici s metabolismem lipidii jako napr. hormonalni lécha

¢i hormondlni antikoncepce, léky na sniZovani hladiny cholesterolu, apod.)

TG

3. Trpite onemocnénim, které¢ souvisi se zlazami s vnitini sekreci, ledvinami, ano /ne

dychacimi organy, kosterni ¢i svalovou soustavou, kuzi, poruchou imunity ¢i alergii?

UV . o

Dopliiujici informace:
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8.2 Priloha 2

100 1,02

80~ 0,86
60 -
40 -
20 -
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ST-GlcCer 30:1;02
ST-GalCer 30:1;02
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1,35

ST-LacCer 30:1;02

Relativni intenzita [%]

100 -

ST-Gb; 35:1;02

Cas [min]

Obrazek: Extrahované iontové chromatogramy pro smésny vzorek standardi ziskané

LC-MS analyzou a za pouziti gradientu 3.

(m/z 644,5 pro GlcCer a GalCer, m/z 806,6 pro LacCer a m/z 1038,7 pro Gb3)
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8.3 Priloha 3

Tabulka: Primarni data pro vyhodnoceni srovnani extrakénich metod

Intenzita [cps X 105]

METODA GSL Opak. | Opak. | Opak. | Opak. | Opak. Vyhodnocen]

1 2 3 4 5 Prumér | SD | RSD

GlcCer | 6.48 7.19 | 4.55 6.77 6.9 6.4 1.1 | 16.5

GalCer | 4.73 5.71 3.48 5.24 7.11 5.3 1.3 | 25.3
Horejsi | LacCer | 10.80 | 8.86 | 13.90 | 9.09 | 13.00 11.1 23| 204
Gbs 0.65 0.57 0.94 | 0.62 0.83 0.7 0.2 | 21.5
Gh4 0.41 0.34 | 0.58 0.35 0.39 0.4 0.1 ] 23.2

GlcCer | 4.64 | 4.28 4.15 4.39 4.53 4.4 02| 44

GalCer | 6.21 5.96 5.82 | 5.80 6.24 6.0 02| 35

Matyash | LacCer | 22.10 | 20.00 | 18.10 | 20.50 | 21.10 204 1.5] 7.3
Gbs 2.93 2.91 2.05 2.34 2.94 2.6 04 | 15.7
Gh4 0.64 | 0.69 0.52 | 0.48 0.54 0.6 0.1 153

GlcCer | 2.43 2.14 | 2.48 2.55 2.43 2.4 02| 6.5

GalCer | 3.38 3.31 3.61 3.84 3.19 3.5 03| 7.5

Folch LacCer | 14.60 | 19.10 | 16.30 | 15.10 | 17.50 16.5 1.8 | 11.1
Gbs 2.28 2.33 2.91 2.77 2.35 2.5 03| 11.5

Ghy 0.43 0.54 | 0.53 0.54 0.41 0.5 0.1 13.1

GlcCer | 2.68 290 | 2.95 2.43 2.64 2.7 02| 7.7

GalCer | 4.41 466 | 4.19 392 | 4.10 4.3 03| 6.7

Bligh-Dyer | LacCer | 18.70 | 20.10 | 18.40 | 16.50 | 18.20 18.4 1.3] 7.0

Gbs 2.59 2.69 2.51 2.17 2.24 2.4 0.2] 9.2

Gh4 0.41 0.43 0.44 | 034 0.39 0.4 0.0 9.8
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8.4 Priloha 4

Tabulka: Primarni data pro vyhodnoceni profilu GSL v lidské plasmé

Opakovani
Ceramid GlcCer GalCer LacCer Gbs Gb4
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
32:1 472 | 5.33 5.31 [ 0.378 | 0.354 | 0.690 | 0.095 | 0.057 | 0.062
34:1 8.48 9.52 10.1 14.3 14.2 13.8 37.2 37 41 3.960 | 3.540 | 4970 | 1.210 | 1.520 | 0.907
34:2 1.92 | 2.16 1.8 2.74 | 2.73 2.4 433 | 444 | 541 | 0.544 | 0.485 | 0.908 | 0.157 | 0.199 | 0.092
34:1 OH 1.75 1.89 1.69 3.16 | 322 | 295
36:1 2.6 2.81 2.62 | 2.82 | 2.74 | 2.39 0.542 | 0.492 | 0.657 | 0.115 | 0.146 | 0.081
36:2 0.330 | 0.302 | 0.475
38:1 3.28 3.38 3.56 3.38 3.08 2.93 0.299 | 0.251 | 0.363 | 0.074 | 0.092 | 0.051
38:2 0.234 | 0.190 | 0.314 | 0.069 | 0.076 | 0.043
40:0 304 | 3.18 2.9 2.89 | 2.62 1.97
40:1 13.7 14.8 13.5 12.6 11.9 | 9.08 3 272 | 3.47 | 0.570 | 0.507 | 0.668 | 0.115 | 0.052 | 0.091
40:2 529 | 564 | 6.13 | 495 | 444 | 479 | 2.69 2.6 3.28 | 0.600 | 0.590 | 0.837 | 0.121 | 0.148 | 0.084
40:3 1.51 2.18 1.84 | 0.263 | 0.436 | 0.486 | 0.069 | 0.060 | 0.082
40:2 OH 7.25 7.92 | 7.26 6.58 6.23 | 4.95
42:1 19.7 20.7 19.7 16.8 15 12.7 | 4.06 3.89 | 4.35 | 0.730 | 0.642 | 0.866 | 0.157 | 0.132 | 0.172
42:2 204 | 243 | 27.8 20.4 17.7 19.5 10.7 10 12.6 | 1.560 | 1.320 | 1.920 | 0.260 | 0.228 | 0.306
42:3 5.71 6.37 6.09 | 463 | 438 | 4.18 3.81 3.51 426 | 0.630 | 0.582 | 0.866 | 0.186 | 0.126 | 0.121
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Tabulka: Vypocitané hodnoty primeéru, smérodatné odchylky (SD) a relativni smérodatné odchylky (RSD) pro 3 opakovani.

C id GlcCer GalCer LacCer Gbs Gb4
crami prumér | SD RSD | primér | SD RSD | primér | SD RSD | prumér | SD RSD | primér | SD RSD
32:1 5.12 0.347 6.8 0.47 0.187 39.5 0.07 0.021 29.2
34:1 9.37 0.821 8.8 14.10 | 0.265 1.9 38.40 | 2.254 5.9 4.16 0.735 17.7 1.21 0.307 25.3
34:2 1.96 0.183 9.4 2.62 0.193 7.4 4.73 0.594 12.6 0.65 0.229 35.5 0.15 0.054 36.0
34:1 OH 1.78 0.103 5.8 3.11 0.142 4.6
36:1 2.68 0.116 4.3 2.65 0.229 8.6 0.56 0.085 15.0 0.11 0.033 28.5
36:2 0.37 0.093 252
38:1 3.41 0.142 4.2 3.13 0.229 7.3 0.30 0.056 18.5 0.07 0.021 28.6
38:2 0.25 0.063 25.6 0.06 0.018 28.2
40:0 3.04 0.140 4.6 2.49 0.473 19.0
40:1 14.00 | 0.700 5.0 11.19 1.863 16.6 3.06 0.379 124 0.58 0.081 13.9 0.09 0.032 37.3
40:2 5.69 0.422 7.4 4.73 0.261 5.5 2.86 0.369 12.9 0.68 0.140 20.7 0.12 0.032 274
40:3 1.84 0.335 18.2 0.40 0.117 29.6 0.07 0.011 15.5
40:2 OH 7.48 0.384 5.1 5.92 0.858 14.5
42:1 20.03 | 0.577 2.9 14.83 | 2.055 13.9 4.10 0.233 5.7 0.75 0.113 15.1 0.15 0.020 13.2
42:2 24.17 | 3.702 15.3 19.20 | 1.375 7.2 11.10 | 1.345 12.1 1.60 0.302 18.9 0.26 0.039 14.8
42:3 6.06 0.331 5.5 4.40 0.225 5.1 3.86 0.377 9.8 0.69 0.152 219 0.14 0.036 25.1
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9 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

A

ACE
ACN
APCI
API
APPI
ATP
Cer
CerS1-6
CGalT
CGlcT
CID
DDA
DEGS
DEGS1
DEGS2
ER
ESI
EtOH
FA

Gal
GalCer
Gbs
Gb4
GC
GD2
GDs
GL

Glc
GlcCer
GMi

anorganicka (vodna) faze

aceton

acetonitril

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
ionizacni techniky za atmosférického tlaku
fotoionizace za atmosférického tlaku
adenosintrifosfat

ceramid

ceramid syntaza 1 az 6

ceramid galaktosyltransferaza

ceramid glukosyltransferaza

kolizi indukovana disociace

datove zavisly sbér dat

dihydroceramid A4-desaturaza

izoforma dihydroceramidu A4-desaturazy
izoforma dihydroceramidu A4-desaturazy
endoplasmatické retikulum
elektrosprejova ionizace

etanol

mastné kyseliny, resp. mastné acyly
galaktoza

galaktosylceramid

globotriaosylceramid
globotetraosylceramid

plynova chromatografie
disialotrihexosylgangliosid
disialodihexosylgangliosid

glycerolipidy

glukoza

glukosylceramid

monosialotetrahexosylgangliosid
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GM:
GMs3

GP

GSL
Hex
Hexicer
Hexzcer
Hexscer
Hex4Cer

HexNAc

HILIC-ESI-MS/MS

HPLC
HPLC-MS

iGb4

iNKT

IPA

LacCer

LC

LC-MS

LIPID MAPS
LLE

MALDI
MALDI-TOF-MS

MeOH
MFA
MFB
MS
MS/MS
MSI
MTBE

monosialotrihexosylgangliosid
monosialodihexosylgangliosid
glycerofosfolipidy
glykosfingolipidy

hexo6za

monohexosylceramid
dihexosylceramid
trihexosylceramid
tetrahexosylceramid
N-acetylhexosamin

hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie
s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou hmotnostni
spektrometrii

vysokoucinna kapalinova chromatografie

vysokoucinnd kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci

isoglobotetraosylceramidy

pfirozeni zabijeci

isopropylalkohol

laktosylceramid

kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

lipid metabolites and pathways strategy (webovy portal)
extrakce kapalina—kapalina

laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za ucastni matrice a analyzatorem doby letu

metanol

mobilni faze A

mobilni faze B

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

hmotnostné spektrometrické zobrazovani

metyl-terc-butyléter

73



NADPH
NP-LC
NZ

PC

PE

PI

PK
PMMA
PR
RP-LC
RSD
SL

SP

SPE
ST

ST
TLC
tm
TOF
UDP-Gal
UDP-Glc
+ESI
-ESI
3KS

o
O

nikotinamidadenindinukleotidfosfat
kapalinova chromatografie s normalni fazi
neextrahovatelné zbytky

organicka faze

fosfatidylcholin

fosfatidyletanolamin

fosfatidylinositol

polyketidy

polymethylmethakrylat

prenoly

kapalinova chromatografie s reverzni fazi
relativni smérodatna odchylka
sacharolipidy

sfingolipidy

extrakce na tuhou fazi

standard

steroly

chromatografie na tenké vrstvé

mrtvy retencni cas

analyzator doby letu

uridin difosfat galaktdza

uridin difosfat glukoza

elektrosprejova ionizace v pozitivnim médu
elektrosprejova ionizace v negativnim modu

3-ketosfinganin

glukoza

galaktoza

N-acetylgalaktosamin
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