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Abstrakt

Téato diplomovd prica bola zamerand na vyskum zmeny v kompozicii lipidov
v apokrinnom pote medzi pacientkami s histologicky potvrdenym karcindmom prsnika
avzorkami potu zdravych subjektov, ktoré sluzili ako wvzorky kontrolné. Podla
aktudlnych poznatkov o vyuzivani potu ako vzorky pri klinickej analyze z hl'adiska
lipidomiky, je zmena koncentracie alebo zastupenia urcitych druhov lipidov casto
signdlom patologickych stavov suvisiacich s poruchou ich metabolizmu alebo
rakovinového ochorenia. Vzorky boli analyzované cielenou lipidomickou metédou
pomocou LC-MS/MS, ktord bola zavedend a publikovand pracoviskom kde bola tito
praca realizovand. Pomocou jednorozmernej a mnohorozmernej Statistickej analyzy,
kombinovanej s pokrocilejsimi vizualizaénymi metdodami bolo medzi pacientkami
a kontrolami pozorované zvySenie mnozstva lipidov patriacich do lipidovych tried — TG,
DG, FA, CE, LPC, Cer a HexCer. K najvyznamnejSiemu zvySeniu medzi pacientkami
a kontrolami, doslo najmé pri nasytenych a nenasytenych TG s dlhymi refazcami, FA
s dlhymi az velmi dlhymi refazcami a nenasytenych DG s dizkou acylového retazca 32
uhlikov. Medzi znizené skupiny lipidov v porovndvanych vzorkdch pacientiek a kontrol
patrili triedy — DG, FA, PE, PEO, LPE, PS, PI, SM, a Cer. K najvyznamnejSiemu
znizeniu doslo pri skupinach DG, PE, PS, PI a LPE. Nésledne boli porovndvané pacientky
s jednotlivymi velkostami histologicky diagnostikovanych karcindmov T1, T2 az T3
aT.4 akontrolné vzorky. Pri porovnani medzi T1 a kontrolami boli zvySené lipidy
v skupindch — TG, DG, FA, CE, Cer a znizenymi skupinami boli — DG, PE, PEO, LPE,
PI, Cer a HexCer. Pri porovndvani medzi T2 a kontrolami boli zvySené lipidy v skupinich
— TG, DG aznizené v skupinich — DG, FA, PE, LPE, PS, PI a SM. Pri porovnavani
medzi T3.4 boli zvysené lipidy v triedach — FA, HexCer, SM, PC, PS, PI, PE, Cholesterol



a miernejSie a] TG. Zmena v metabolizme TAG a FA, ktoré su dolezitym zdrojom energie
ako aj sucast stavebnych blokov ostatnych lipidov, bola uz popisana v literatire
v stvislosti s re-programovanim ich metabolizmu v rakovinovych bunkdch. Zmeny
v mnozstve SM a Cer, ktoré su sucCastou membran, suvisi sich ulohou v raste
a diferencidcii bunky, ako aj ich zapojeni pri regulacii apoptézy. Zmeny v mnoZzstve FA,
ktoré su sucastou PC, PE a SM, v kone¢nom ddsledku ovplyviiuju Struktaru bunkovych
membrin a maju vplyv na onkogénne signdlne drahy. Rakovinové bunky s nadmernou de
novo lipogenézou syntetizuji nadmerné mnozstvo FA, ktoré ukladaji vo forme TG, ¢im
poskytuju energeticky bohaté latky pohdnajuce kancerogenézu, a zaroven poskytuju
stavebné latky pre syntézii membranovych lipidov ovplyviujucich fluiditu membrany,

a tym vplyvaja na ucinok lieciv ako aj vznik metastaz.
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Abstract

This thesis aimed to investigate the change in lipid composition in apocrine sweat
between patients with histologically confirmed breast cancer and sweat samples from
healthy subjects who served as controls. According to the current knowledge on the use
of sweat as a sample in clinical analysis from a lipidomics point of view, a change in the
concentration or abundance of certain lipid species is often a signal of pathological
conditions related to a disturbance in their metabolism or cancer. Samples were analyzed
by a targeted lipidomics method using LC-MS/MS, which was established and published
by the department where this work was conducted. Using univariate and multivariate
statistical analysis, combined with more advanced visualization methods, an increase in
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important sources of energy as well as part of the building blocks of other lipids, has
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CIELE PRACE

e Vypracovanie literarnej reSerSe o aktualnych moznostiach vyuzitia potu
v klinickej analyze (so zameranim na ekrinny a apokrinny pot) a ich chemicka
charakterizacia.

e Vypracovanie literarnej reSerSe aktualneho stavu lipidomickych metod s
ohl'adom na extrakciu lipidov a ich naslednu analyzu pomocou hmotnostnej
spektrometrie v spojeni s kvapalinovou chromatografiou (cieleny a necieleny
pristup).

e Extrakcia lipidov zo vzoriek apokrinného potu pacientiek s karcindmom prsnika
a kontrolnych vzoriek a ich ndslednd lipidomick4 analyza cielenym pristupom.

e Spracovanie dit nameranych cielenym pristupom.

e Statisticka analyza pomocou viacrozmernych a jednorozmernych metéd.

e Vyhodnotenie vysledkov a biochemicka interpretdcia zmien v lipidovom profile
apokrinného potu u pacientiek s karcindmom prsnika.

e Zhodnotenie potencialneho pouzitia lipidov v apokrinnom pote ako markerov

rakoviny prsnika.



1. UVOD

Rastici zdujem o vyskum lipidov vznikd v dosledku stale CastejSej asociacii zmien
koncentricie lipidov, a dysreguliciou ich biochemickych drdh, s vplyvom
patologickych stavov. Téato skutoCnost prindSa potencial vyuzit tieto zmeny
k stanoveniu novych diagnostickych biomarkerov. Taktiez sa zdoraziiuje vyznam
lipidomickych $tudii zameranych na pochopenie, diagnostiku a lieCenie roznych
patologickych stavov, akym je napr. rakovina. Vyuzitie poznatkov z lipidomiky je
prilezitostou tvorit efektivnejSie cielené lieCby, presnejSie stanovovat prognozy
anajma vcasne diagnostikovat' ochorenia vdaka skriningu lipidovych biomarkerov
(Stephenson et al, 2017). Vyuzitim komplexnejSich spektrometrickych a
chromatografickych metdéd pri analyze vzoriek, by klinickd prax bola obohatend
o informacie tykajuce sa detailnej Struktury a funkcie Specifickych lipidovych tried
(Pakiet et. al., 2019).

V sucasnosti sa ¢im dalej, tym viac uplatiiuji mikrovzorkovacie a neinvazivne
postupy pri odbere klinickych vzoriek. Tymito metdodami je mozny neinvazivny
a hlavne bezbolestny odber rozneho biologického materidlu — krv, moc¢, sliny alebo pot.
Prave obmedzenie bolestivosti, odber minimalneho mnozstva spojeny s rychlostou
a presnostou analyzy md obrovsky potencidl v diagnostike a terapii. Tieto
mikrovzorkovacie postupu by mali uplatnenie v oblastiach ako je onkoldgia, neurolégia
alebo imunolégia. Jednym z tychto postupov je analyza apokrinného potu. Apokrinny
pot sa od ekrinného 1isi v spdsobe sekrécie, ktora nie je zavisld na teplote alebo fyzickej
aktivite ¢im sa jeho koncentracia a zlozenie v Case, stavaju stabilnejSimi (Kvasnicka et
al., 2021). Vyuzitie apokrinného potu v klinickej analyze ma velky potencial pri
zlepSeni diagnostiky a liecby Sirokého spektra ochoreni. Ak by bola tato metoda d’alej
rozvijana existuje potencial pri detekcii roznych typov rakoviny. Tato metoda je navyse
spojend s neinvazivnym odberom vzorky a v buducnosti by sa tak mohla stat vel'mi
dostupnou a jednoduchou diagnostickou metédou. V tejto priaci sme testovali
aplikovatel'nost” lipidomickej analyzy apokrinného potu pomocou odberového systému
SLIDE pre skrining rakoviny prsnika v spoluprdci s Univerzitou v Hradci Krélové

a Mamologickou klinikou Fakultnej Nemocnice v Hradci Krélové.
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2. SUCASTNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1. Potné zlazy
2.1.1. Rozdelenie a fyziolégia potnych zliaz

Homeostdza je sihrn procesov, vd’aka ktorym si zivé organizmy aktivne snazia
zachovat’ svoje vnutorné podmienky (telesna teplota, pH krvi, krvny tlak, hladinu cukru
v krvi a 1.) pre svoj zivot v rovnovédhe, nezavisle od meniacich sa vonkajSich podmienok
prostredia. U l'udi je jednym z najddlezitejSich homeostatickych procesov udrziavanie
fyziologickej telesnej teploty. Pri zvySeni vonkajsej teploty alebo pri fyzickej aktivite
dochadza aj k zvySeniu telesnej teploty. Jednym zo sposobov akym si 'udia dokazu tuto
teplotu opétovne znizit' je reguldcia krvného obehu a potenie (Casa et al., 2019; Baker,
2019). Potenim sa z potnych zliaz vylucCuje viskozna tekutina zvana pot. Potenie je
esencialnou fyziologickou funkciou doélezitou pre regulaciu vylucovania vody a
homeostazy kl'iCovych elektrolytov Na*, CI" (Chen et al., 2020). Potné zlazy maju
v malej miere exkre¢nu funkciu podobnu aku ma renalny systém, ktory je zodpovedny
za odstrariovanie nadbyto¢nych mikronuktrientov, odpadovych produktov metabolizmu
a toxikantov z tela (Baker, 2019). Okrem uZ vy$sie spomenutych sa jedna o i6ny (Ca**,
Mg>*, K*, PO4*, NH4") a organické zluceniny (aminokyseliny, hydroxy/ keto kyseliny,
volné mastné kyseliny (FA), sacharidy, mocovina, vitaminy, farmaceutika ai.)
(Stefaniak & Harvey, 2000; Kvasnicka et al., 2021). Toto naznacuje, Ze niektoré
komponenty potu su fyziologické alebo patologické indikatory (Chen et al., 2020).
Okrem toho su relativne koncentracie nemetabolizovanych drog obcas vyssie v pote ako
v krvi, moc¢i alebo slinach (Cone, 1997, Dutkiewicz et al., 2014; Chen et al.., 2020).
Potné zlazy st rozmiestnené na celom povrchu tela a rozliSujeme tri druhy potnych
zliaz: ekrinné, apokrinné a apoekrinné. V roku 1917 a 1921 Schiefferdecker navrhol,
aby sa potné zlazy Clenili podla spdsobu sekrécie potu, a teda na ekrinné/merokrinné,
apokrinné a holokrinné (Obr. 1) (Montagna & Parrakal, 1974). Tymto sa podarilo
jednoznacne funkéne definovat tri velmi odliSné kategodrie sekrécie bunkového

materialu tychto zliaz (Montagna & Parrakal, 1974).
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Obr. 1: Schéma vsetkych spdsobov sekrécie potu. A) Merokrinnd/ekrinna sekrécia, B)
Apokrinna sekrécia, C) Holokrinna sekrécia (prevzaté a upravené z Farkas, 2015).

Pri  merokrinnej/ekrinnej sekrécii ~ dochddza  kuvolfiovaniu  iba
nizkomolekuldrnych, vo vode rozpustnych, ldtok. Tento proces je podobny exocytéze,
pri ktorej si vylu€ované latky z bunky fizované s vezikulami golgiho aparitu (GA),
anasledne su tieto vezikuli fizované s cytoplazmatickou membrianou (CM), az su
nakoniec vylu¢ované do extracelularneho priestoru (Obr. 1, A) (Cui & Schlessinger,
2015). Pocas apokrinnej sekrécie je bunkovy material, obsahujuci fragmenty
cytoplazmy, obaleny CM vyluceny do lumenu zlazy alebo intersticidlneho priestoru
(Charles, 1959; Schaumburg-Lever & Lever, 1975). Casti tohto bunkového materidlu
obsahuji celé bunkové organely a proteiny v in sifu pozicii, ktoré zostavaju nad’alej
funk¢né (Obr. 1, B) (Farkas, 2015). Pri tejto sekrécii sa bunky, z ktorych sa oddeluju
tieto kusy cytoplazmy aj s organelami v mieste odStiepenia opédtovne zacelia a nemusia
byt nahradzované novymi bunkami (Farkas, 2015). Tretim typom sekrécie je
holokrinnd sekrécia. Na rozdiel od apokrinnej sekrécie dochddza k dezintegricii celych
buniek, priCom aj jadro moze sluzit’ ako sekrecny produkt a sekrét je vel'mi bohaty na
lipidy (Obr. 1, C) (Montagna & Parrakal, 1974). Po holokrinnej sekrécii musia byt
bunky nahradené novou vrstvou buniek, a jedna sa skor o tradi¢nu sekréciu mazovych
zliaz ako potnych zliaz (Schaumburg-Lever & Lever, 1975). Inervacia apokrinnych
zliaz je zatial neobjasnend, ale ukazalo sa, Ze izolované zl'azy reaguju silnejSie na
cholinergické stimuly ako adrenergické (Sato et al., 1987; Sato & Sato, 1987).
Emocionalne stimuly, akymi s napr. uzkost a strach, moézu vyvolat potenie na
dlaniach, chodidlach alebo aj na cele (chladenie mozgu pocas mentalneho stresu)

a axilach (Asahina et al., 2003; Asahina et al., 2015).
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2.1.2. Apokrinné potné zl’azy

Apokrinné zlazy ako prvy identifikoval Krause v roku 1844, a neskor boli pomenované
Schiefferdeckerom v roku 1922 (Hibbs, 1962; Montagna & Parakkal, 1974). Apokrinné
potné zlazy su lokalizované najmé v axille, prsiach, tvari, pokozke hlavy a v perineu
(Montagna & Parakkal, 1974; Robertshaw, 1983). Hustota apokrinnych zliaz je
roznorod4 a Studie zatial uvadzaji 8—43/cm2 plochy tela (Sato et al., 1987; Hussain et
al., 2017). Apokrinné¢ zlazy su na rozdiel od ekrinnych vicsie, aich sekrét je
vylu€ovany najskor do vlasového folikulu, nie na povrch pokozky ako priekrinnych
zl'azach (Obr. 2) (Weiner & Hellmann, 1960; Baker, 2019). Napriek tomu, Ze sa
apokrinné potné zlazy v pokozke pritomné uz od narodenia ich aktivita sa zacne

prejavovat’ az v puberte (Sato et al., 1987).

74

| Ekrinna Zlaza

Mazova zlaza ‘ D
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| \ \4 :
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| S SR
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Obr. 2: Rozdelenie potnych Zliaz (prevzaté a upravené z Baker, 2019).

Ekrinné potné Zzlazy si rovnomerne rozmiestnené po celom povrchu tela
a najviac ovplyviiuji termoregulaciu. Ich najvacsia koncentracia je lokalizovana na
dlaniach, chodidlach a vlasovej pokozke hlavy. O existencii apoekrinnych Zzliaz zatial
existuju protichodné nazory, nakolko ich pritomnost bola zatial potvrdena pri
imunohistochemickej analyze s pouzitim protilatok odliSujacich jednotlivé potné zlazy,
ale nebola potvrdend pri izolacnej ani histologickej analyze vzoriek axilarnej koze
(Bovell et al, 2007). Medzi protilatky pouzité pri analyze patrili: myelomonocytny
marker (CD15; zo sekreénych buniek) a globulin-1 (HMFG-1; ztuku materského
mlieka) apokrinnych zliaz, membranovy glykoprotein (CD44; zo sekre¢ného klbka)

14



a Ca®* viazuci protein (S-100; bazalne bunky) ekrinnych zliaz (Bovell et al., 2007).
Vysledky tejto analyzy vSak priniesli konfliktné vysledky nakol'ko s ich pouzitim sa
nedali jednoznacne rozliSit ani ekrinné a apokrinné zl'azy, pretoze dané protilatky
neboli dostatocne selektivne pre jednotlivé typy (Bovell et al., 2007). Predpoklada sa, ze
sa apoekrinné zl'azy vyvijaju z ekrinnych pocas puberty, a ich pocCet sa zvysi az na 45%
celkového mnozstva axilarnych Zzliaz do dovrSenia Sestndsteho az osemnasteho roku
(Sato et al., 1987). Predpoklada sa, ze su lokalizované, podobne ako apokrinné, hlavne
do oblasti axil (Sato & Sato 1987, Beer et al., 2006). Vel'kostne sa nachadzaju medzi
apokrinnymi a ekrinymi zl'azami avSak zdielaju vlastnosti s oboma typmi zliaz (Obr.2)
(Sato & Sato, 1987). Apoekrinné zl'azy pravdepodobne vylucuju sekrét priamo na
povrch pokozky (Obr. 2) (Sato & Sato., 1987; Baker, 2019) a produkuji vicSie
mnozstvo potu nez ekrinné (Bovell et al, 2007). Funkcia tejto sekrécie je zatial
neznama, ale nie je vel'mi pravdepodobné, ze by hrala ddlezita ulohu pri termoregulacii
nakolko vyparovanie v oblasti axil je velmi neefektivne (Baker, 2019). Apokrinné
potné zlazy produkuji len malé mnozstvo potu, a preto nemaji vyznamny ucinok na
termoreguldciu (Bovell et al., 2007). Tento typ zlazy je zlozeny zo sekrecného klbka
a sekrecnej trubice (Obr.2) (Bovell et al., 2007). V apokrinnych zl'azach sa nachadzaju
dva typy buniek: stipcovité sekre¢né bunky a myoepitelidne bunky (Hussain et al.,
2017). Sekre¢né bunky su zvyCajne plné mitochondrii (Mi) ardéznorodych granil
s nejasnymi bunkovymi membrdnami a mikrovilami smerujucich do limenu zlazy
(Wilke et al., 2007; Hussain et al., 2017). V sekrecnom klbku sa nachadza vrstva
stipcovitych sekreCnych buniek (Bell, 1974; Ito, 1988; Inaba & Inaba, 1992).
Z vnutornej strany je tato vrstva obklopend fenestrovanou vrstvou myoepitelidlnych
buniek (Inaba & Inaba, 1992; Bovell et al., 2007). Funkciou myoepitelidlnych buniek je
poskytovanie Strukturnej pomoci zl'aze proti hydrostatickému tlaku, ktory sa vytvara
pocas produkcie potu (Sato & Sato, 1983; Baker, 2019). Limen je v priemere vicSi nez
u ekrinnych potnych zliaz (Ito, 1988). Sekrecna trubica u apokrinnych potnych zliaz
nema ziadne zname reabsopréné funkcie a je tvorend z dvojitej vrstvy kuboiddlnych
buniek, ktoré sa spdjaji s epitelom vlasového folikulu, vysledkom coho je
vyprazdiiovanie sekrétu zl'azy do vlasového folikulu (Obr.2) (Inaba & Inaba, 1992;
Bovell et al., 2007). Histologické vySetrenie sekcii vzorky koze z axily ukazali, ze
napriek tomu, ze su oba typy zliaz (apokrinné a ekrinné) od seba uplne oddelené
zostdvaju stdle v tesnej blizkosti (Bovell et al., 2007). Anatomicka Struktura ekrinne;j

potnej zl'azy pozostava taktiez zo sekre¢ného klbka a trubice tvorenej z jednoduchého
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tubularneho epitelu (Obr.3) (Baker, 2019). Sekre¢né klbko vSak obsahuje tri typy
buniek: priehl'adné, tmavé a myoepitelialne (Obr. 3) (Baker, 2019). Priehl'adné bunky
su zodpovedné za sekréciu primarneho potu, ktory je takmer izotonicky s krvnou
plazmou (Sato, 1977; Costill, 1977; Sato & Sato, 1990). Priehl'adné bunky obsahuju
systém intercelularnych kanalikov, glykogén, vel'ké mnozstvo Mi a maji Na* K* ATP-
dzovu aktivitu (Sato & Sato, 1983; Baker, 2019). Tmavé bunky su odliSitelné najma
vd’aka nadmernému mnozstvu tmavych granul v cytoplazme (Baker, 2019). Ich funkcia
zatial' nie je objasnend, ale predpoklada sa, Ze by potencionalne mohli posobit’ ako
ulozisko réznych bioaktivnych materidlov zapajajucich sa do regulacie priehl'adnych
buniek a buniek trubice (Sato et al.,1991; Baker, 2019). Trubica je tvorend z dvoch
bunkovych vrstiev: bazdlnej a lumindlnej (Obr. 3) (Baker, 2019). Primarnou funkciou je
resorpcia Na* a Cl” i6nov pocas toho ako pot pridi cez trubicu najmid v proximalnej
Casti trubice, ktora ma vyssiu Na* K* ATP-dzovu aktivitu a obsahuje vac¢Sie mnozstvo
Mi (Sato & Sato, 1983; Baker, 2019). Vysledkom tejto resorpcie je hypotonicky findlny
pot, ktory je sekretovany na povrch koze (Obr. 3) (Sato, 1977; Sato, 1993, Baker,
2019). Medzi bunky tvoriace apoekrinné zlazy patria ekrinné a apokrinné sekrecné
bunky a myoepiteldlne bunky (Sato et al.,, 1987; Hussain et al., 2017). Morfolégia

a fyziologia tychto Zliaz eSte nebola presne objasnend a vyzaduje si d’alsi vyskum.
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Obr. 3: Struktura ckrinnej Zl'azy (upravené a prevzaté z Baker, 2019).

Apokrinna sekrécia bolo pozorovana okrem potnych zliaz napriklad aj v
mlieCnych zl'azach, slznych kanalikoch, mazovych zl'azdch v u§nom kanali (Kawabata
& Kurosumi, 1976), nadsemenikoch (Morales & Cavicchia, 1991), choroidnom plexe
(Agnew et al., 1980; Gudeman et al., 1989), pristitnych telieskach (Ream &Principato,
1981), v prednom laloku hypofyzy (Schwarz et al., 1988) alebo sliznici maternice
(Bartosch et al, 2011). Niektoré z menovanych zliaz, hlavne pristitne telieska
a hypofyza, su endokrinné zl'azy s vnitornym vylucovanim ale ostatné su exokrinné,
z ktorych mnohé sluzia ako bariérovy epitel (Farkas, 2015). Teda z hl'adiska smeru
sekrécie su apokrinné zlazy zvycCajne exokrinné a sluzia na komunikéciu s vonkajs§im
prostredim (Farkas, 2015). Tymto sa odliSuji od exocytozy, ktora slizi hlavne na
komunikdciu medzi bunkami vo vnitri organizmu a dokonca v radmci rovnakého tkaniva
(Farkas, 2015). Anatomicky najkomplikovanejsou apokrinnou zlazou je mlie¢na zl'aza
(Farkas, 2015). Vdaka objaveniu slinnej apokrinnej zlazy u Drosophily, ktord je
skvelym modelovym organizmom, bolo mozné blizSie skamat tento typ sekrécie,

a popisat ako sa pocas najintenzivnejSej fazy sekrécie z buniek uvoltiuja velké
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fragmenty bunkovych Struktar, vritane celych organel ako napr. Mi, GA a oblasti
endoplazmatického retikula (EPR) (Farkas et al., 2014). Sekrét obsahuje membranové,
cytoskeletdrne, Mi, ribozomdlne a nuklearne ako aj nukleolarne proteiny (Farkas, 2015).
NavySe tkanivo je, aj napriek masivnej apokrinnej sekrécii, stdle vitdlne, a produkty
DNA su stale tvorené, o sa potvrdilo inkorporaciou radioaktivnych prekurzorov do
novo syntetizovane] RNA (Farkas, 2015). Exocytéza sa vyuziva na intracelularnu
komunikéaciu pomocou molekul, ktoré su koncentrované do sekrecnych vezikul (Farkas,
2015). Po rozpade vezikul je ich obsah prijaty populaciou cielovych buniek, kde tieto
molekuly sluzia ako signal alebo sa vyuziji na obnovu transmembranovych
komponentov (Farkas, 2015). NavySe exocyt6zou sa mozu uvolnovat len rozpustné
proteiny, ktoré sa viazu na vnutorny receptor (Machado et al, 2010). Naopak
apokrinnou sekréciou sa dokaze uvolnit' akykolvek protein napr. aj nerozpustny
polypeptid (Nelson a Cox, 2017). Z energetického sa tymto sposobom Setri energia,
ktorda by bola nevyhnutna na zbalenie proteinov do vezikuli (Farkas, 2015). Pri
apokrinnej sekrécii zostavaju vsetky proteiny sekrétu v ich povodnej in situ polohe s ich
pdvodnym subceluldrnym umiestnenym v kompartmentoch v rozpustnom a funkénom
stave (Farkas$, 2015). Apokrinna sekrécia bola pozorovana len u organizmov s vys§imi
tkanivovymi Strukturami, na rozdiel od exocytézy, ktord je pozorovana aj
u jednobunkovych organizmov, a nie je zatial jasné preco su len organizované tkaniva

schopné apokrinnej sekrécie (Alberts et al., 2007; Farkas, 2015).
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2.1.3. Zlozenie apokrinného potu

Pot je za normalnych okolnosti priehl'adna telova tekutina s mierne kyslym pH, ktoré sa
pri apokrinnom pote pohybuje okolo pH 0,5 — 5,6 a pri ekrinnom okolo hodnoty pH 4,0
— 6,0 (Sato et al., 1989). Apokrinné zlazy produkuju viskézny na lipidy bohaty pot,
ktorého hlavnou zlozkou je voda 99%, zvysné 1% tvoria rozne latky ako napr. dusikaté
latky hlavne aminokyseliny a urea (Raiszadeh et al., 2012; Jadoon et al., 2015), kovové
a nekovové iény (K*, Na*, CI', Ca’*, NH4*) (Caplan & Goldberger, 2001; Jadoon et al.,
2015), metabolity laktat, urea, sacharidy, lipidy ako aj rozne farmaceutikd alebo drogy
(Sato et al., 1989; Jadoon et al., 2015; Kvasnicka et al., 2021). Nakol'ko ma pot mierne
kyslé pH, preferencne sa v nom akumuluju bazické drogy viac nez v krvi (Caplan &

Goldberger, 2001).

Zvycajne su u mnohych druhov apokrinné zl'azy povazované za pachové zlazy
zapajajuce sa do produkcie feromonov (pach tela), avSak tato socialno-sexudlna funkcia
je ul'udi len minimalna (Baker, 2019). Zlozenie potu zavisi od mnohych faktorov napr.
rychlost potenia, dizka trvania prechodu potu cez sekreénu trubicu, aldosterénova
aktivita, fyzicky tréning, psychologické stavy a aklimatizdcia na podmienky prostredia
(Noél et al., 2012; Hussain et al., 2017). Toto naznacuje existenciu funkcii, ktoré este
musia byt objasnené (Hussain et al., 2017). Existuja dohady, ze pot by mohol byt len
ultrafiltratom plazmy nakol'ko obsahuju vel'mi podobné komponenty len v réznych
koncentraciach (Harker, 2006; Hussain et al., 2017). AvSak, na zéklade proteomickych
analyz potu od schizofrenickych pacientov a kontrolnych vzoriek, len 6 zo 185
unikatnych proteinov bolo identifikovanych v sére ¢o naznacuje, ze pot zrejme nie je len
ultrafiltrat plazmy (Hussain et al., 2017). Apokrinny pot obsahuje nosné proteiny pre
prchavé molekuly pachu ako napr. prchavé organické molekuly (VOC) a feromdny
s aminokyselinovymi konjugdtmi produkovanymi bakteridlnymi enzymami (Wilke et
al., 2007; Hussain et al., 2017). Apokrinnd bromhidréza, pach tela je spojeny s velkym
mnozstvom baktérii (viac ako 106 baktérii/cm?) mikroflory koze ako su napr. aerobne
cocci a druhy diphtheroida, corynobacterium a stafyloccocus epidermidis (Barazantny
et al., 2012; Noél et al., 2012). Na ziskanie vhodného mnozstva potu, a pre ndslednu
analyzu, je potrebnych viacero spdsobov odberu, pre r6zne typy potu. Na vyvolania
sekrécie ekrinného potu vplyvaju environmentdlne faktory (teplota a vlhkost),
regulacné systémy (hormonalne a sympatetikovy nervovy systém), diéta a niektoré

chemikalie schopné vyvolat’ potenie ako su napr. pilokarpin (Jadoon et al., 2015).
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Pri apokrinnom pote bol pozorovany vplyv emoécii ako napr. bolesti alebo
strachu, sympatetikovych stimulantov (epinefrin) (Shelley & Hurley, 1953).
Lipidomicka analyza siz, ktoré st tvorené v zlazach produkujicu olej na vietkach,
identifikovala viac ako 150 lipidov zo Siestich réznych lipidovych tried (Rantamiki et
al., 2011). VSetky tieto lipidové triedy su zhodné s druhmi, ktoré sa zvycCajne
nachadzaju v subcelularnych kompartmentoch ako EPR, GA alebo CM (Alberts et al.,
2007; Hullin-Matsuda et al., 2014). Doélezitou vlastnostou apokrinného sekrétu je
pritomnost komplexného bunkového lipidomu v sekretovanom materidly (Farkas,
2015). Vdaka tomu, ze pri apokrinnej sekrécii dochadza k dezintegricii bunky
nedochddza k zriedeniu vyluCovaného sekrétu (Chen et al., 2020). Kvasnicka et al., pri
lipidomickej analyze apokrinného potu identifikovali vo vzorkach 240 lipidov z 15-tich
lipidovych tried a podtried. Jednalo sa o cholesteryl estery (CE), ceramidy (Cer),
hexosylceramidy (HexCer), lysofosfatidylcholiny (LPC), fosfatidylcholiny (PC),
plazmalogén fosfatidylcholiny (PCO), lysofostatidyletanolaminy (LPE),
fosfatidyletanolaminy (PE), plazmalogén fosfatidyletanolaminy (PEO),
fosfatidylinizitoly (PI), fosfatidylseriny (PS), sfingomyeliny (SM), diacylglyceroly
(DG), triacylglyceroly (TG) a FA (Kvasnicka et al., 2021). Az 83,8% celkového
mnozstva lipidov tvorili FA. V menSom mnozstve uz boli zastipené DG (7,9%), CE
(4,4%), TG (2,1%), asfingolipidy spolu s glycerofosfolidmi tvorili 1,9% potu
(Kvasnicka et al., 2021). Ceramidy (1,3%) a sfingomyeliny (0,2%) zastupovali vacSinu
lipidovych podtried (Kvasnicka et al., 2021).
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2.2. Patofyzioldgia potu

2.2.1. Zmeny zlozenia potu v dosledku patologickych stavov

Pri ochoreniach moze pot menit’ svoje zlozenie a niektoré z tychto komponentov mozu
sluzit’ ako biomarkery pre danu chorobu (Sato et al., 1989; Caplan & Goldberger, 2001;
Raiszadeh et al., 2012; Jadoon et al., 2015). Ku zmenam zlozenia potu vSak dochadza aj
pri rozdielnych technikdch odberu (Takemura et al., 1989), alebo podmienkach, pri
ktorych je pod odoberany (Chen et al., 2020). Pri zvySenej rychlosti metabolizmu
vyvolanej cvicenim, mdze dojst’ k zvySeniu rychlosti dezintegracie buniek, ¢o vedie pri
porovnani zlozenia potu odobrané¢ho v skupine l'udi, ktorym bol odobrany po fyzickej
aktivite, a skupine I'udi, ktorym bol odobrany po pasivhom prehrievani (Chen et al.,
2020). Vo vzorke jedincov, ktorym bol pot odobrany po fyzickej aktivite, bola zvySena
koncentracia mocoviny, Na* a K* (Chen et al, 2020). Podobné vysledky boli
pozorované aj pri porovndvani apokrinnych a ekrinnych zliaz, pricom zmeny v sposobe
exkrécie potu z buniek medzi tymito zlazami mohli mat za nasledok zmeny
v koncentrécii urey a ionov, ktoré boli vyssie prave v apokrinnom pote (Chen et al.,
2020). Koncentraciu Cl" v pote vyrazne neovplyvnili r6zne spdsoby potenia ani typ
potnej zl'azy. (Chen et al., 2020). Zmeny v rychlosti metabolizmu, vyvolanej cvi¢enim,
mohli spdsobit’ zvySenie exkrécie pocas behu (Chen et al., 2020). Obzvlast' doélezitym
aspektom odberu vzoriek apokrinného potu je vyhnut sa kontaminacii sekrétu
z ekrinnych Zzliaz. Tejto kontaminacii sa da vyhnit pomocou vonkajSe; kompresie,
vdkua alebo vyuzitim kapilarnych sil, pricom by subjekt nemal byt wvystaveny
nadmernému teplu alebo fyzickej aktivite pred odberom vzorky (Shelley & Hurley,
1953; Sato & Sato, 1987, Kvasnicka et al,, 2021). Spravnemu odberu vzorky mozu
branit’ aj Specifické odchylky medzi subjektami, ktorym je pot odoberany akymi su
napr. pouzivanie antiperspirantov (mézu zablokovat' alebo poskodit potni Zzl'azu),
a variabilita rychlosti a mnozstva sekrécie medzi subjektami (McGrath, 2009). Jednym
z ochoreni, pri ktorom boli pozorované zmeny zlozenia potu je atopicka dermatitida
(AD) (Boothe et al., 2017). AD je chronické dedi¢né ochorenie, ktoré spdsobuje
dysreguldcia lipidov v medzibunkovych spojeniach koze, ¢im sa porusuje kozna bariéra
(Boothe et al., 2017). Na miestach s poruSenou koznou bariérou ndsledne vznikd zdpal
a dochadza k strate vody (Boothe et al., 2017). V danom mieste, a v okoli rany, sa tym
vysuSuje pokozka, ktora sa nasledne olupuje ¢o spdsobuje svrbenie (Boothe et al.,

2017). Cer st triedou lipidov skladajicou sa z 12-tich zndmych druhov nachadzajicich
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sa v roznom pomere v pokozke (van Smeden et al., 2014). Z tychto dvanastich druhov 8
tvori a udrzuje epidermalnu bariéru, a tvori z 80% vsetkych koznych ceramidov (van
Smeden et al., 2014; Agrawal et al., 2017). Koncentracia vSetkych tychto 8 druhov je
znizena u pacientov trpiacich AD, ktori maji poskodenu epidermalnu bariéru (Ishikawa
et al., 2010; Janssens et al., 2012). Zvy$né¢ 4 druhy Cer, NS (4-hydroxysfingeniny
a nehydroxylované mastné kyseliny) a NdS (sfinganiny a nehydroxylované mastné
kyseliny), tvoria 15% koznch ceramidov a zohravaju ulohu pri signalizacnych drahach
v keratinocytoch, zodpovedajicich za proliferaciu novych keratinocytov a hojenie ran
(Geilen et al., 1997; van Smeden et al., 2014). NS a NdS ceramidy s kratkym retazcom
maju zvysSené hladiny u pacientov s AD avSak NS a NdS ceramidy s dlhym retazcom
(>50 C) maju znizent hladinu (Ishikawa et al., 2010; Agrawal et al., 2017). Bioaktivne
lipidy maju r6zne formy a reguluju Siroku Skalu procesov ako napr. zapal, bunkovy rast
a diferencidcia buniek (Murakami, 2011; Agrawal et al., 2017). Medzi tieto medidtory
zahfname oxidované lipidy (oxylipiny), endokanabinoidy a Cer (Murakami, 2011;
Agrawal et al., 2017). Vo vzorkéch potu pacientov trpiacich AD a zdravych kontrolnych
subjektov bolo identifikovanych 58 lipidovych medidtorov, z ktorych 38 patrilo medzi
oxylipiny, 3 nitrolipidy, 13 endokanabinoidov, 7 NS alebo NdS ceramidov a2
sfingolipidové kostry (C18:1 sfingozin) (Agrawal et al., 2017). Pri porovnani mnozstva
Cer a C18:1 sfingozinu, hlavne u muzov, medzi pacientami trpiacimi AD a zdravymi
subjektami, bolo pozorované 2 — 6 nasobné zvySenie mnozstva Cer a C18:1 sfingozinu
(Agrawal et al., 2017). A u zien len 1 az 1,5-nasobné zvySenie (Agrawal et al., 2017).
Tieto rozdiely v mnozstve Cer korelovali dysregulaciou lipidov epidermalnej bariéry
u pacientov trpiacich AD, ktorych koza nebola v ¢ase odberov vzoriek potu poskodena
a ani sa neolupovala (Agrawal et al., 2017). Toto zistenie naznacuje, ze analyza potu by
mohla byt vyuzivand na skorti diagnostiku AD u pacientov, ktory zatial nemaju
jednoznacné symptomy AD (Agrawal et al., 2017). Jednym z najznamejsich pripadov
kedy sa pot pouziva na diagnostiku je potny test na cystickd fibrézu (CF), ktory bol po
prvy raz popisany vroku 1959 (Wallis, 1997). Podstatou tohto testu je sledovanie
hladiny CI i6nov (Wallis, 1997). Koncentracia Cl° i6nov ako aj Na* idnov je
ovplyvnena pristupnostou CFTR (transmembranovy regulator vodivosti pri cystickej
fibr6ze) chloridovych kandlov v sekrecnej trubici ekrinnych potnych zliaz (Baker,
2019). Znizené mnozstvo CFTR kanalov spdsobuje nizku reabsorpciu CI idénov a ich
zvySenu koncentraciu vo findlnom pote (Baker, 2019). Pri pacientoch trpiacich CF

dosahuju tieto i6ny koncentrdciu nad 60 mmol/l (>70 mmol/l u adolescentov
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a dospelych) (Wallis, 1997). Potny test si vyzaduje vzorku potu s hmotnostou >100 mg
(Wallis, 1997). Tento test sa typicky prevddza v triplikdtoch pre zaistenie spravnosti
diagnézy (Wallis, 1997). U deti sa tento test vykonava az potom, ako je mozné ziskat
dostatocné mnozstvo potu na jeho prevedenie (Wallis, 1997). Pri starSich detoch
a adolescentoch je obcas koncentracia Cl” i10nov vyssia ako 60 mmol/l (Fitzpatrick et al.,
1986; Wallis, 1997). V tychto pripadoch sa vyuziva 9- a- fludrokortizon, ktory zvysi
reabsorpciu Na* i6nov, ¢im sa u zdravych jedincov znizi koncentracia tychto ionov

v pote avsak u pacientov s CF nie (Hodsen et al., 1983; Wallis, 1997).
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2.3. Lipidy

Lipidy st chemicky velmi rozmanita skupina zlucenin, ktorych spolo¢nou
a definujicou vlastnostou je nerozpustnost vo vode. Rovnako aj z hl'adiska ich
Struktury a biologickych funkcii sa jedna o vel'mi roznorodu skupinu chemickych latok.
Pre mnohé organizmy sluzia ako zakladnd zasobna forma energie v podobe tukov
a olejov (Nelson & Cox, 2017). Fosfolipidy, steroly alebo sfingolipidy (sfingomyeliny)
si zase hlavnymi Struktirnymi elementami biologickych membran (Nelson & Cox,
2017). Iné lipidy, ktoré su sice pritomné len v malych mnozstvach, hraju kl'a¢ova ulohu
ako kofaktory enzymov, elektronové prenaSace, pigmenty absorbujuce svetlo,
hydrofébne kotvy pre proteiny, chaperény pomdhajice pri skladani membrdnovych

proteinov, emulgacné Cinidla v trdviacom trakte, hormény a intraceluldrne signdlne

molekuly (van Meer, 2005).

2.3.1. Lipidomika

Lipidomika je pomerne novym odvetvim metabolomiky pricom oboje patria medzi tzv.
-omické discipliny, akymi si aj genomika, transkriptomika, proteomika alebo
metabolomika (Vailati-Riboni et al., 2017). Ich cielom je identifikovat’, charakterizovat
a kvantifikovat’ biologické molekuly zapojené do Struktury, funkcie a dynamiky bunky,
tkaniva alebo organizmu. Koncovka -om sa pouziva pri popise objektu na ktory sa dana
vednd disciplina zameriava teda gendém, protedm, transkriptém, metabolém alebo
lipidém (Vailati-Riboni et al., 2017). Metabolomika Studuje vSetky chemické procesy,
v ktorych vystupuji malé molekuly — metabolity, a metabolom popisuje subor vsetkych
metabolitov v bunke, tkanive, orgdne alebo organizme, ktoré si produktami tychto
procesov. Lipidomika je rychlo rozvijajica sa oblast’ -omickych metdd, ktord sa
zameriava na identifikdciu a kvantifikdciu mdlo polarnych a nepoldrnych molekdl —
lipidov (Vailati-Riboni et al.,, 2017). Ako ohrani¢enia organel a buniek su lipidy
neustdle vystavované biochemickym zmendm v intra- aj extracelulirnom prostredi
v dosledku coho podstupuju mnohé chemické a Strukturdlne modifikacie (Nelson &
Cox, 2017). Lipidém teda reflektuje tieto biochemické zmeny v ramci systému vdaka
c¢omu jeho vyskum poskytuje lepSie pochopenie biochémie daného skimaného systému,
ama potencial identifikovat biochemické anomalie vznikajuce v dosledku vplyvov
naruSajucich homeostazu lipidov (Stephenson et al, 2017). Zaroven poskytuje
informéicie o dysreguldcii lipidov pri roznych patologickych stavoch akymi sd napr.
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obezita (Mika & Sledzinski, 2017), diabetes (Markgraf et al., 2016), kardiovaskuldrne
ochorenia (Stegemann et al., 2014) alebo rozne typy rakoviny - prostaty (Skotland et al.
2017), pakreasu (Swierczynski et al., 2014), plic (Xia et al., 2005), mo¢ového mechura
(Piyarathna et al., 2017). Prave kvoli tymto skuto¢nostiam je lipidomika momentdlne
v popredi vedeckého zdaujmu, avdaka implementacii modernych analytickych
detekénych metdd, ako napr. hmotnostnd spektrometria, nastal v tejto oblasti rapidny

pokrok za poslednych dvadsat rokov (Pakiet et al., 2019; Waseem et al., 2022).

2.3.2. Lipidova nomenklatira

Lipidomické analyzy poskytuji ohromné mnozstva dat, apocty prirodzene
vyskytujacich lipidov sa pohybuju priblizne v desat'tisicoch. Z tohto dovodu bolo
kIaicové vytvorenie jednotného klasifikacného systému lipidov, ako aj ich nomenklatdry
a databdz, ktoré by dané lipidy evidovali. Momentdlne existuje takychto databiz
niekol’ko a ponukaji rozne funkcie (Tab. 1).

Tab. 1: Zoznam lipidomickych databaz a ich funkcif (prevzaté a upravené podl'a Abinaya et al.,
2022)

Nazov databazy Funkcie

Databdza Struktir a r6znych pozndmok k biologicky
Lipid MAPS — Structure Database o
relevantnym lipidom

LIPIDAT Databaza biofyzikalnych vlastnosti réznych lipidov
Databaza obsahuje spektralne déta, biologické
Lipid Bank Database
vlastnosti roznych lipidov
o Databaza zbiera a rozSiruje informacie tykajtice sa
Cyber lipids o
lipidov
Umoziiuje prehliadat’ a identifikovat’ ligandy pre
Lipid Library

receptory

Chemical Entities of Biological ]
; Slovnik ndzvov malych zlucenin prepojeny na LMSD
nterest

Pomadha s integraciou lipidomickych dit na zdklade
Swiss Lipids o )
biologickych poznatkov o lipidoch a ich modeloch
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Tab. 2: Kategérie lipidov a priklady (prevzaté a upravené podl'a Fahy et al., 2005)

Kategoria Kad kategorie Priklady
Mastné kyseliny FA Oledt, stearoyl-CoA
Glycerolipidy GL Di- a triacylaglyceroly
Glycerofosfolipidy GP Fosfatidylcholin, fosfatidylserin
Sfingolipidy Sp Sfingomyelin, gangliozid GM2
Sterolové lipidy ST Cholesterol, zl¢ové kyseliny
Prenolové lipidy PR Retinol, ubichinén
Sacharolipidy SL Lipopolysacharid
Polyketidy PK Tetracyklin, erytromycin

Lipidy maju Siroku Skalu Struktr, od ktorych sa odvijaji systematické nazvy
jednotlivych lipidov. Podla LIPID MAPS Structure database, (LMSD), jednej
z najvacsich databaz, ktora ma vlastny klasifikacny systém, rozdel'ujeme lipidy do
osmich kategorii podla struktury a funkcie (Tab. 2) (Fahy et al., 2005). V ramci
kazdej kategorie su lipidy d’alej rozdelované do tried a podtried, ktoré sa uvadzaja
na zaciatku systematického nazvu lipidu spolu s poctom uhlikov a ndsobnych vézieb
(Tab. 3) (Fahy et al., 2005). Pre presnejSiu charakterizaciu sa d’alej uvadza pocet
uhlikov jednotlivych FA (Tab. 3), z ktorych sa lipid sklada (Fahy et al., 2005). Pri
urcovani nasobnej viazby sa pouziva viacero symbolov podla toho ¢i je jej poloha
zndma pomocou lomitka (Tab. 3) alebo nezndma pomocou separdtora (Tab. 3). Ak
je zndma poloha len jednej vizby, uvddza sa v zatvorkach s popisom jej pozicie sn-
1/sn-2/sn-3 (Fahy et al., 2005). Ak je zndma uvddza sa aj rovnako aj jej geometria
pomocou pismen , E*“ a , Z* nahrddzajicich cis- a trans- (Tab. 3) (Fahy et al., 2005).
Pri uréovani stereochémie naviazanych substituentov a funkcnych skupin sa pouziva

znacenie pismenami ,,R “ alebo ,,§“ namiesto a- a f- (Tab. 3) (Fahy et al., 2005).
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Tab. 3: Hierarchia tvorby systematického nazvu okysli¢eného fosfatidyletanolaminu (prevzaté
a upraven¢ podl'a Kopcynski et al., 2022)

Uroveri charakterizovanej truktury Nazov lipidu
Kategéria GP
Trieda PE
Druh PE 32:2; O3
Molekularna PE 16: 1_16:1; O3
Pozicia nenasytenej vidzby PE 16: 1/16: 1; O3
Definovana Struktura PE 16: 1(6)/16:0; (OH)2; oxo
Uplnai Struktira (geometria) PE 16: 1(62)/16:0; 5 OH, 8 OH; 30x0
Kompletna Struktara (stereochémia) PE 16: 1(62)/16:0; 5 OH [R], 8 OH [S]; 30x0

Pri sfingolipidoch sa sfingoidova kostra (1,3-dihydroxy a 1,3,4-trihydroxy) oznacuje
pismenami ,,d“ a ,t (Fahy et al., 2005). Ak je zname, Ze sa alkyl viaze na Struktaru cez
atom kyslika alebo dusika, v ndzve sa toto viazanie oznaCuje pomocou O- alebo N-
hned’ za nazov podskupiny (Wakelem & Spener, 2020). Trojitd vizba (Y) a cyklické
Struktury (cyA (pocet C) : B (pocet nenasytenych vézieb)) sa uvadzaju pred funkénymi

skupinami, ktoré sd na konci ndzvu (Wakelem & Spener, 2020).

V LMSD je kazdému lipidu priradeny identifikacny kod, LM ID, skladajuci sa zo
14 znakov (Tab. 4) (Liebisch et al., 2020). Znaky oznacujuce prislusnost’ k databaze
(LM) moézu byt upravené podla databazy, z ktorej lipid pdvodne pochiadza aby sa
umoznila vzajomna referencia medzi databazami (napr. LB pre Lipid Bank) a kazdy
lipid obsahuje identifikacny kod aj povodnej databazy (Liebisch et al., 2020). Tieto
identifika¢né kédy LMDS umoziiuje taktiez vyhl'adavanie lipidov podla ich Struktary
ako aj vyhl'adavanie podl'a substituentov alebo pomocou nazvov funkénych skupin pre

ul'ahCenie vyhl'adavania v texte (Liebisch et al., 2020).
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Tab.4: Format identifikacné¢ho kddu podl'a LIPID MAPS (prevzaté a upravené podla Fahy et al.

2009)
Znaky Popis znaku Priklad znaku Komentar
- M M Fixny znak, oznacuje LIPID MAPS
databazu
3-4 Kategoéria PR Jedna z 6smich kategérii lipidov
5-6 Trieda 01 -
g Podirieda 03 00 v pripade ak nie je podtrieda pre
dany lipid
910 Kod stvrtého identifikacného 06 Len pre Specidlne lipidy, ktoré to
levelu vyzaduju inak sa moze vynechat’
Identifikator v rdmci podtriedy
11-14 alebo Stvrtého identifikacného 0002 Glykosfingolipidové podtriedy

levelu
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2.3.3. Extrakcia lipidov z biologickych materialov

Proces pripravy vzoriek na analyzu zacina po ich odobrati. Pre kvalitné vysledky
analyzy je nesmierne dolezité aby bola predanalyticka faza vykonana spravne (Ziillig et
al., 2020). Do predanalytickej fazy patria vSetky procesy, ktorymi vzorka musi prejst
nez sa dostane do laboratoria a su to — odber, transport a uskladnenie (Ziillig et al.,
2020). Obzvlast vel'ka pozornost je kladena na oxida¢né a degradacné procesy ucinkom
enzymov alebo teploty (Ziillig et al., 2020). Niektoré biologické vzorky vSak aj po
transporte do laboratoria nie su hned” vhodné na analyzu, pretoze su prili§ komplexné,
a obsahuju velké mnozstvo latok nepotrebnych pre analyzu (Ziillig et al., 2020).
Priprava vzorky na analyzu je jednou z asovo narocnejSich krokov manipulacie so
vzorkou ado velkej miery ovplyviiuje kvalitu vyslednej analyzy (Addepalli &
Mullangi, 2020). Obzvlast pri -dmickych Stadiach sa vyzaduje aby pred samotnou
analyzou podstupili biologické vzorky extrakciu len vybranej Casti skimanych latok, pri
lipidomike sa jednd o lipidy. Proces homogenizacie je dolezitym krokom predpripravy
vzorky na analyzu, najmi ak sa jednd o vzorky tkaniva alebo buniek. Pri telovych
tekutinach ako krv, pot, slzy alebo mo¢ nehré prili§ velkt ulohu (Novdkova et al., 2013;
Zillig et al.,, 2020). ZabezpeCuje aby vsetky lipidy zo vzorky boli pristupné pre
extrakciu rozpustadlami. V lipidomike ma tento krok dva hlavné ucely, atymi sd
odstranenie nezvycajnych molekul nelipidovej povahy a obohatenie vzorky — zvySenie
koncentricie lipidov (Novdkovd et al., 2013; Addepalli & Mullangi, 2020).
Homogenizaciu sprostredkivaju rozne homogenizatory, ktoré zvy€ajne vyuzivaju silu,
tlak, sonikdciu alebo detergenty na rozbitie buniek (Nelson & Cox, 2017).
Homogenizované vzorky su potom pripravené na extrakciu cielovej skupiny latok.
Jednou z najtradicnejSich metod extrakcie lipidov z biologickych matric je extrakcia
z kvapaliny do kvapaliny. Jej principom je prevedenie analytu z vodnej fazy do
organickej fazy, ktord tvori organické rozpustadlo nemieSatelné s vodou na zaklade
rozdel'ovacieho koeficientu voda/oktanol (Novdkova et al., 2013). Takato jednoducha
technika sa 'ahko optimalizuje a nie je narocna na prevedenie ani pristrojové vybavenie.
Pouziva sa na extrakciu latok v nizkej aj vysokej koncentracii. Touto technikou sa daji
odizolovat’ latky na zaklade ich polarity a pH. Neutrdlne lipidy (TG, vosky, pigmenty
a i.) sa jednoducho extrahuji z tkaniv pomocou etyléteru, chloroformu alebo benzénu,
jednd sa o rozpustadla zabranujuce zhlukovaniu lipidov spdsobeného hydrofébnym

efektom (Nelson & Cox., 2017). Membranové lipidy si amfipatické a jednoduchsie sa
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extrahuju polarnejSimi rozpustadlami akymi su etanol alebo metanol, ktoré znizuju
hydrofébne interakcie medzi molekulami lipidov a oslabuji vodikové vizby
a elektrostatické interakcie, ktoré viazu membranové proteiny k tymto lipidom (Nelson
& Cox., 2017). Typickymi rozpustadlami pouzivanych pri extrakciach je systém podla
Folch, et al.,, 1957 tvoreny chloroformom, metanolom a vodou (v pomere 2:1:0,6)

(Obr.4).

W
@)
NR
O
b )
NR ——
FOLCH MTBE

Obr. 4: Fazovad schéma MTBE a FOLCH met6d. MTBE — metyl-terc-butyl éter; W — voda; O —
Organickd fdza, NR — nerozpustny zostatok proteinu (Upravené a prevzaté z Matyash et
al., 2008).

Zmes sa oddeli do dvoch fdz — hornd vodnd faza tvorend metanolom a vodou
obsahuje rozpustené proteiny acukry a dolnd organickd tvorend chloroformom
obsahuje lipidy (Bligh & Dyer, 1959; Nelson & Cox., 2017) (Obr. 4). DalSou vel'mi
pouzivanou technikou je zmes metanol a terc-butyléter a voda (1,5:5:1,25) (Obr. 4).
Vyhodou tejto techniky je odstranenie toxického metanolu za netoxicky terc-butyléter
(Obr. 4) (Addepalli & Mullangi, 2020). Avsak jednoducha izopropanolova extrakcia je
porovnatelne dobrou extrakénou technikou, a v niektorych pripadoch dokonca lepsie
ako vysSie zmienené pristupy (Sarafian et al., 2014). Extrakcia na pevnej faze je tiez
velmi pouzivanou technikou extrakcie lipidov z biologickych matric. Jednou z jej
vyhod je vysoky vytazok v dosledku ucinného za koncentrovania analytu a zaroven
nizsia spotreba rozpustadiel (Novalchai et al., 2015). Princip rozdelovania je postaveny

na interakcii analytu s pevnou fidzou (napr. v extrakcnej kolone) pocas prechodu
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kvapalnej fazy obsahujicej vzorku (Novalchai et al., 2015). Analyt musi mat’ vyssiu
afinitu k stacionarnej faze nez k matrici vzorky a po vymyti neziaducich latok je kolona
vysuSend. Polarne lipidy sa zachytavaju na kolone a neutralne su prepustané a su
v prvej vzorke z kolony (Novdkovd et al., 2013). Polarne lipidy si potom vymyté
z kolony rozpustadlami s rasticou polaritou. Nenabité ale polarne lipidy sa vymyvajd
acetobnom a velmi polarne, nabité lipidy, sa vymyvaji metanolom (cerebrozidy
a glycerofosfolipidy) (Nelson & Cox., 2017). Vyhodou tejto formy extrakcie je rovnako
jej jednoduchost’ a finantna nenarocnost aviak tato metoda je stale pomerne zdihava

(Novédkova et al., 2013).

2.3.4. Analyza lipidov pomocou LC-MS

Po extrakcii lipidov z biologickych matric si vzorky extraktov pripravené na analyzu.
Pristup k analyze lipidov moze byt cieleny alebo necieleny (Jurowski et al., 2017).
Cielena analyza sa zameriava na detekciu malého mnozstva vybranych druhov lipidov,
ktorych chemické vlastnosti s zname uz pred analyzou vzorky, anecielend, sa
zameriava na detekciu ¢o najvacsieho mnozstva vsetkych pritomnych lipidov (Jurowski

et al., 2017).

2.3.4.1. Cielena a necielena analyza

Cielena analyza sa zameriava na detekciu menSieho mnozstva vybranych druhov
lipidov, ktorych chemické vlastnosti si zname uz pred analyzou vzorky a je obvykle
kvantitativna (Jurowski et al., 2017). Necielena analyza analyzuje vzorky , naslepo*, bez
vedomosti o presnych chemickych vlastnostiach analytov, ajej cielom je zachytit
pritomnost o najvacSieho poctu druhov lipidov vo vzorke (Cajka & Fiehn, 2014).
Vysledkom necielenej analyzy st obvykle len semikvantitativne alebo relativne

informdcie o koncentrécii zaznamenanych druhov lipidov (Broadhurst et al., 2018).
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2.3.4.2. Kvapalinova chromatografia

Analyza vzoriek oboma spdsobmi je v dnesnej dobe najCastejS§ie vykonavana
kvapalinovou chromatografiou (LC) spojenou s hmotnostnou spektrometriou (LC-MS)
(Cajka & Fiehn, 2014), pretoze kombinuje separa¢ni schopnost chromatografie
s detekénymi vlastnostami MS. Analyza lipidomu tymto sposobom je citliva, rychla
a jej pomocou je mozné identifikovat’ a/alebo kvantifikovat' niekol’ko stoviek molekul
naraz (Lin et al., 2014). Pri cielenej analyze sa ziskavaju uz informacie aj o presnej
koncentrdcii vybranych analytov v pripade pouzitia vnutorného S§tandardu alebo
koncentracnej rady kalibraénych roztokov (Urban, 2016). Metdda vnutorného Standardu
sluzi ako korekény faktor metody a kompenzuje rozdiely v MS, a straty vzorky pocas
tpravy (Urban, 2016). Najvyuzivanejsimi st izotopovo znacené Standardy, pretoze sa
s analytom zhoduju vo vSetkych fyzikalno-chemickych vlastnostiach okrem
molekulovej hmotnosti  (Urban, 2016). Pri LC sa prisposobuji parametre
chromatografickej kolony (priemer, dizka, tlak, typ stacionarnej a mobilnej fazy) podla
fyzikdlnych a chemickych vlastnosti rozdel'ovanych latok (Morley & Minceva, 2021).
Pri separacii lipidov sa pouziva LC s reverznou fazou (RF), v ktorej st na molekuly
stacionarnej fazy kovalentne pripojené hydrofobne alkylové retazce z roznou dizkou
(C8, C18), na ktoré sa pomocou hydrofébnych interakcii zachytdvaji hydrofébne
retazce lipidov, zatial Co hydrofilné molekuly prechddzaji kolénou bez zachytenia
spolu s eluénym ¢inidlom (Morley & Minceva, 2021). Zachytené hydrofébne molekuly
si potom postupne eluované z kolony znizenim polarity mobilnej fazy, vyuzitim
nepolarneho rozpustadla (Morley & Minceva, 2021). Dal§im &asto pouZivanym typom
LC je chromatografia zalozend na hydrofilnej interakcii (HILIC) (Addepalli &
Mullangi, 2020). Jednd sa o LC s normélnou fizou (NF), kedy je staciondrna faza
polarna (zachytavaju sa na fiu polarne hlavicky lipidov) a elu¢né Cinidlo je nepoldrne

(Addepalli & Mullangi, 2020).
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2.3.4.3. Hmotnostna spektrometria

Po chromatografickej separécii st jednotlivé lipidy nastreknuté do MS. Principom MS
je splynenie, ionizdcia a naslednad frakcionacia kvapalnych alebo tuhych, ktoré tiez
musia byt rozpustené v kvapaline, vzoriek analytov, a ich prevedenie do plynnej fazy,
ionizdcia a pripadne ndsledna fragmentdcia (Hu & Zhang, 2018). Analyty su ndsledne
identifikované a kvantifikované, bud’ podl'a prekurzorového i6nu alebo zvycajne podla
Specifickej fragmentdcie ich molekil, ktoré si zaznamenané ako signdly pomeru
hmotnosti fragmentov a ich ndboja (m/z) (Obr. 5; Obr. 6) (Friedecky & Lemr, 2012).
Detekciou tychto fragmentov vznikaju fragmentacné spektrd, pomocou ktorych je
mozné urit chemicku Struktiru analytov (Obr. 6) (Friedecky & Lemr, 2012). MS je
inS§trumentalna technika zlozend =z i6nového zdroja, hmotnostného analyzatora
a detektora. V idnovom zdroji su produkované idny a existuji rdzne druhy iénovych
zdrojov priCom vyuzivanejSie su tzv. makké ionizané techniky, ktoré su najviac
pouzivané (Lin et al., 2014). Jednd sa o ionizdciou elektrosprejom pri atmosférickom
tlaku (ESI) (Ho et al., 2003; Lin et al., 2014), ktora je zlozena z tenkej kovovej kapilary,
ktord je pod vysokym napitim a pri vystreknuti vzorky je matrica (napr. elu¢né Cinidlo)
odparend prddom inertného plynu (napr. dusik) a dochddza k ionizdcii a ¢iastocné
fragmentécii molekul analytu (Ho et al., 2003). Molekuly mézu byt ionizované, bud’
kladne alebo zdporne, na zdklade kladného alebo zdporného napitia, kedy reakciou
s rozpustadlom a aditivami v mobilnej fidze vznikaji adukty (Lin et al., 2014). Pri
pozitivnom mdde ionizéciou vznikaji kladne nabité aduktové iony — [M+H]*, [M+Na]*,
[M+K]*, [M+NH4]* (Varghese et al., 2012). Pri negativnom mdde pri ionizacii
vznikaju zdporne nabité aduktové i6ny — [M-H], [M+HCOO], [M+CH;COO]
(Varghese et al., 2012). Do mobilnej fazy sa este pre LC pridavaju kyseliny aby sa tieto
adukty tvorili 'ahsie - kyselina octova, kyselina mravcia alebo ich soli (Novdkova et al.,
2013). Dalsou mikkou ionizatnou technikou je MALDI (Matrix assisted laser
desorption/ionization), ktora ionizuje vzorky nanesené na platnicku pomocou laserovej
desorpcie (Spengler, 2015). Molekuly lipidov st schopné ionizédcie r6znymi sposobmi
nez v prirode vd’aka svojim unikatnym komplexnym Struktiram (Hu & Zhang, 2018).
Pri analyzatoroch sa st najpouzivanejSie trojity kvadrupol (QqQ) alebo tzv. analyzator
doby letu (TOF) (Lin et al., 2014; Loos et al., 2016; Hu & Zhang, 2018). Jedna sa o dva
tandemovo spojené hmotnostné spektrometre medzi ktorych analyzdtormi sa nachidza

kolizna cela (Obr. 5) (Honour, 2003; Hu & Zhang, 2018).
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Obr. 5: Schéma trojitého kvadrupdlu (Prevzaté a upravené podl’a Honour, 2003).

Kazdy trojity kvadrupol je tvoreny zo 4 paralelnych tyci obklopujucich centralnu
dutinu (Obr. 5) (Honour, 2003; Loos et al., 2016). Kazda ty¢ je nabita bud’ zaporne
alebo kladne parovo a antiparalelne, ¢im sa vytvori v dutine elektrické pole, ktorého
napitie mozeme ovplyviiovat' a podla sily tohto pola potom usmernit prud i6nov
prekurzora alebo fragmentu (Obr. 5) (Honour, 2003; Loos et al., 2016). Len urcité
prekurzorové i6ny alebo fragmenty, ktorych m/z je priliS velké alebo malé (podla
nastavenych parametrov), su schopné prejst cez analyzatory na detektor (Obr. 5).
Kolizna cela (obvykle oznacena ako Q2) je naplnend koliznym plynom, ktory kolizne
fragmentuje vybrané i6ny z prvého kvadrupdlu a vzniknuté kolizne fragmenty su potom
analyzované tretim kvadrupélom (Lin et al., 2014). Toto usporiadanie umoziuje potom
rozne skenovacie médy —produktovy (Q1 prepusta len jednu m/z a Q3 vSetky),
prekurzorovy (Q1 prepusta vSetky m/z a Q3 len jednu ), neutrdlnej straty (Q1 a Q3
skenuju zaroveii a ich rozdiel je neutrdlna strata) a monitoring viacndsobnych reakcif
(MRM) (Q1 a Q3 skenuju len jednu m/z) (Sherwood et al., 2009). Pri TOF analyzétore
je merana doba letu i6novych fragmentov molekul rychlostou, ktora je zavisla od ich

m/z (malé i0ny letia rychlejsie) (Sherwood et al., 2009).
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Obr. 6: Ilustracia LC-MS spektra picolinol esteru kyseliny linolénovej. Picolinol ester kyseliny
linolénovej md Mr = 371. Po ionizécii sa molekula fragmentuje na prekurzorovy idn,
v ktorom N picolinolu nesie pozitivny naboj a sériu mensich fragmentov produkovanych
prerusenim C-C vizieb v MK. MS oddeli nabité fragmenty podl'a ich pomeru m/z.
Prominentnymi fragmentami si m/z = 92, 108, 151 a 164 obsahujice pyridinovy kruh
picolinolu aro6zne fragmenty karboxylovej skupiny. Matersky i6n poskytuje dodkaz
o pritomnosti uhl'ovodikového retazca C18 s 2 nenasytenymi vizbami — zistené vd'aka
fragmentom z pravého konca molekuly do fragmentu 300, po ktorom nasleduje medzera
26 pre uhliky koncovej nenasytenej vizby na 274. Rovnakd medzera 14 na Cl11
metylénovej skupinu na 260. (prevzaté a upravené podl'a Nelson & Cox, 2017).

2.3.5. Vyhodnocovanie dat v lipidomike

Lipidomické analyzy poskytuju ohromné mnozstva dat, ktoré je nutné pred samotnou
Statistickou analyzou nutné spracovat. Tomu predchddza predpriprava vzoriek tzv. pre-
processing, kedy sa surové data najskor musia upravit' (Katajamaa et al., 2005). Medzi
prvymi upravami je zoradenie (,,alignment) retencnych €asov a pikov chromatogramov
(Smith et al., 2006). Korekcia retencnych ¢asov sa zvyc€ajne vykonava pomocou
vnutornych Standardov, ktoré musia byt spravne vybrané tak aby pokryli rozpitie
retenénych Casov analytov (Dettmer et al., 2007). Pri nadmernom pocte vnutornych
Standardov, alebo pri velkych matricovych efektoch mdze dochadzat’ k supresii i6nu

analytu, a ndslednej nespravnej kvantifikacii (Sysi-Aho et al., 2007).

35




2.3.5.1. Priprava, normalizacia a transformacia dat

Dalsim krokom je transformacia a normalizacia dat pomocou matematickych operacii
ako logaritmizdcia alebo normalizicia pomocou pravdepodobnostného kvocientu (PQN)
(Dieterle et al., 2006). Tato metéda porovndva distribticiu kvocientov medzi vzorkami
a referenCnym spektrom, a nasledne upravuje chyby pri riedeni zistenim dilu¢ného
faktoru kazdej vzorky (Dieterle et al., 2006). Transformdacia dét je niekedy nevyhnutnd
pre upravu distribicie dat, aby dosiahli normalne rozdelenie pre nasledujucu Statisticku
analyzu (Warrack et al., 2009). Poslednym krokom pred pripravy dat je vyrieSit
problém nulovych hodnoét, ktoré sa po analyze vyskytuji v ddtach (Checa et al., 2015).
Po uprave pikov sa moze byt az okolo 10-25% nulovych a to predovsetkym v pripade
necielenej analyzy (Enot et al.,, 2006). Mnohé vyhodnocovacie softvéry vSak nevedia
operovat’ s nulovymi hodnotami, a je potrebnd ndhrada inymi hodnotami. T4to nahrada
dokaze ovplyvnit' data, a Casto sa pouziva nahradenie hodnotou priemeru alebo inymi
metddami (Enot et al., 2006). Po pred pripravy déit si LC-MS data zosumarizované do
zoznamu pikov, ktorych integriciou ziskavame plochu piku, kde je mnozstvo analytu
stanovené vztiahnutim a prepoCitanim na vnutorné Standardy, alebo pomocou
kalibracnej rady (Checa et al., 2015). Pri vyhodnocovani dat v lipidomike sa zvycajné
najskor vyuzivaju Statistické metoédy na vyhodnotenie rozdielov mnozstva lipidov pri
réznych podmienkach, a az néasledne analyzovat' data za ucelom ich kategorizacie do
skupin, alebo hl'adania vlastnosti, vd’aka ktorym boli zaradené do danych skupin (Leps,
2016). Takisto testovanie nulovych hypotéz na zdklade porovndvania priemerov dvoch
skupin, distribiciu populdcie alebo korelacie premennych (Leps, 2016). Pri urCovani
Statistickej vyznamnosti je najviac pouzivana metdda t-test, ktory patri medzi
parametrické metddy (Leps, 2016). Princip spoCiva vtom, ze ak pozname strednu
hodnotu zakladného stiboru dat ,,u“ (subor vsetkych jedincov, u ktorych sa dany znak
moze vyskytovat) a porovndvame ju s vybranou hodnotou vyberového siboru
z populécie, o ktorej predpokladame, ze ma hodnotu p rovnaku ako zékladny subor
(Leps, 2016). Teda pozname nejaky parameter daného siboru. Analyza je cielend na
detekciu rozdielov v mnozstve ur€itych lipidovych tried medzi porovnavanymi

skupinami.
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2.3.5.2. Jednorozmerna Statisticka analyza

Statistické analyzy sa daji rozdelit na jednorozmerné a viacrozmerné. Pri
jednorozmernych sa §tatisticky vyznam hl'ad4 separatne pre kazdu jednotlivii premenna
zvlast— t-test (Hotelling, 1931; Leps, 2016) alebo analyza varidcii (ANOVA) (Zhou et
al., 2012). Hlavnym krokom tychto Statistickych analyz je testovanie hladiny
vyznamnosti — pravdepodobnost’ zamietnutia nulovej hypotézy napriek tomu, ze plati
(Zhou et al., 2012). Nulova hypotéza sa vzdy prijima alebo zamieta na zdklade
ndhodného vyberu, a preto zvyCajne moédzu nastat’ chyby dvoch typov — falosne
pozitivny .o (nulova hypotéza sa zamietne, ale plati) alebo faloSne negativny ,
(nulovt hypotézu prijmeme aj ked’ je chybna) (Zhou et al., 2012). Ziadny test nedokaze
uplne eliminovat’ oba typy chyb, a teda sa dopredu stanovuje a reprezentujiica hladinu
vyznamnosti testu, ktord je dostato¢ne nizka, zvyc€ajne o = 0,05 = p-value, ¢im teda
dostaneme 95% istotu spravneho vyberu (Lep§, 2016). P-value je hodnota vyuzivana pri
Statistickym analyzach pri testovani nulovych hypotéz, a je to najnizsia hodnota, pri
ktorej zamietame nulovd hypotézu (Leps, 2016). Pravdepodobnost 1-f naopak
reprezentuje silu testu a jej vyznamom je sprdvne zamietnutie nespravnej nulovej
hypotézy. Tato hodnota zdvisi na vyznamnosti testu a klesd spolu s fiou. Vyuzitie
jednosmernej ANOVA S§tatistiky je potrebné pri porovnavani medzi viac ako 2
skupinami a ich priemermi zaroven a ziskanie jedného vysledku, ktory bud’ prijima
alebo odmieta nulova hypotézu ktora hovori, ze priemery skupin si rovnaké (Zhou et
al., 2012). Hladaju sa Statisticky vyznamné zmeny lipidov, podla p-value ziskanej
tymito jednorozmernymi technikami ¢i uz pri parametrickom alebo neparametrickom

pristupe (Checa et al., 2015).
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2.3.5.3. Viacrozmerna Statisticka analyza

Viacrozmernd analyza sluzi k celkovému posudeniu variability dat (podobnost alebo
rozdielnost vzoriek alebo experimentalnych skupin) na zaklade viacSieho mnozstva
(desiatok az stoviek) premennych (Worley & Powers, 2013). Patri sem analyza
hlavnych komponentov (PCA), nesupervizovana metodda, ktord vyuziva informacie
o vSetkych premennych, ktoré nasledne linearne kombinuje na nové premenné — hlavné
komponenty do 2D formétu (Worley & Powers, 2013). Supervizovanou multivariaénou
metddou je napr. PLS-DA ktora sa vyuziva na zistenie vztahov a diskriminujicich
proménnych v ramci a medzi pfedem definovanymi experimentalnimi skupinami
(Trygg & Wold, 2002; Zhou et al., 2012). Po Statistickom spracovani lipidomickych dat
nasleduje interpretacia dat, hl'adanie skrytych trendov alebo dizajnovanie Studii.
Poslednym krokom byva vhodnd vizualizicia dit napr. pomocou lipidovych map
v programe Cytoscape. Jednd sa o pokrocili vizualiza¢nu techniku, ktord umoziuje
sledovanie zmien a vztahov medzi sietou premennych ¢o je obzvlast uzitocné pri praci

s velkym objemom dat (Shannon, 2003).
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3. EXPERIMENTALNA CAST
3.1. Material

3.1.1. Chemikalie
Izopropanol (IPA, LC-MS grade, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Acetonitril (MeCN, LC-MS grade, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Octan aménny (s, 99% p.a., Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
Deionizovana voda (LC-MS grade, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Zmes §tandardov SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard (Avanti Polar Lipids,
Alabaster, AL, USA)
Deuterovany §tandard C15 ceramidu (Cer (d18:1(d7)/15:0)) (Avanti Polar Lipids,
Alabaster, AL, USA).
Deuterovany Standard kyseliny olejovej (FA 18:1(d9)) (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA)
Standarny referenény material NIST® SRM® 1950 Metabolites in Human Plasma
(NIST®, Gaithersburg, Maryland, USA)
Mobilné fazy prie cielenu lipidomickd analyzu:
A: Acetonitril:H20 (6:4 v/v)
B: IPA:Acetonitril (9: 1 v/v)

Do oboch mobilnych faz bol pridany octan aménny (10 mmol/l)

3.1.2. Biologicky material

Vzorky apokrinného potu pacientiek s rakovinou prsnika boli zbierané v rdmci pilotnej
stidie  Mamologickou klinikou Fakultnej nemocnice Hradec Kralové. Do Studie boli
zaradené pacientky s histologicky potvrdenym karcinomom prsnej zlazy, s velkostou
T1 az T4, nezavisle na histologickom type nadoru a na pritomnosti postihnutia
axilarnych lymfatickych uzlin (Tab.5). S priemernym vekom 56 rokov ako aj 23 vzoriek

zdravych subjektov, ktorych priemerny vek bol 64 rokov.
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Tab.5:

Klinické informécie o pacientkdch v experimentalnej kohorte. Uvedené su parametre su
T — Velkost primarneho nadoru, N — Regiondlne lymfatické uzliny (NO-v blizkych
lymfatickych uzlindch nie je rakovina, N1-3 — mnozZstvo a lokalizdcia lymfatickych uzlin
s rakovinou), M - Vzdialené metastazy (Mx-metastazy nemézu byt namerané, MO — bez
metastdz). Typy histologicky potvrdenych nddorov boli - invazivny duktilny,
meduldrny, lobuldrny, DCIS (duktilny karcindm in situ = prekancer6zny stav)
a phyllodes. Tieto typy neboli pre §tadiu podstatné, a preto ich nespecifikujeme blizsie.
Rodinnd anamnéza — v rodine sa vyskytla rakovina asponl u 1 ¢lena (+), vyskytla sa u 2
¢lenov (++), nevyskytla sa (-)

Primérny Regiondlne Vzdialené .
Vek nddor lymfatické uzliny metastazy Typ nédoru Rodm{la
(T) (N) (M) anamnéza
54 T1 NO MO invaz.duktal+medul +
75 T1 N1 MO invaz.duktalny -
32 T1 NO MO invaz.duktalny ++
48 T1 NO Mx invaz.duktalny,DCIS -
69 Tl NO MO invaz.duktalny -
54 Tl NO MO phyllodes -
70 T1 NO Mx invaz.duktalny -
70 T1 NO MO invaz.duktalny ++
54 T1 NO MO invaz.duktalny +
60 Tl NO MO invaz.duktalny +
42 T2 N1 MO invaz.duktalny +
40 T2 NO MO invaz.duktalny+DCIS +
50 T2 NO Mx invaz.duktalny+lobul -
33 T2 NO MO invaz.duktalny -
48 T2 N1 MO invaz.duktalny+DCIS +
58 T2 NO MO lobuldr -
82 T4 N1 Mx invaz.duktalny -
67 T3/T1 N1 MO duktalny+lobular/lobul -
52 T3 N3 Mx lobular -
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3.1.3. Pristrojové vybavenie
Odberovy systém SLIDE
1. 3-D adaptér vytlaceny tlaciariiou Trilab DeltiX 3D
e vonkajsie rozmery - 41 mm — dizka, 14 mm — polomer
e materidl - PLA filament (sfarbenie — zafir, priemer — 1,75 mm, Smart Materials
3D, Alcald la Real, Spain)
e program 3 D Builder (version 18.0.1931.0, Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA)
e nastavené parametre — teplota extridera a vyhrievacej podlozky: 210/55°C;
extrizna Sirka: 0.4 mm; hrabka vrstvy: 0.2 mm; rychlostny stupeii: fast)
2. Filtracny disk z por6zneho skla (S1 — porozita, priemer — 10 mm; Winzer
Laborglastechnik; Wertheim, Germany)
3. UzatvarateI'na plastova tuba
Vysokoucinny kvapalinovy chromatograf ExionLC™ System (AB Sciex LLC,
Framingham, MA, USA)
Koléna s reverznou fazou C8 BEH (2.1 mm x 100 mm, 1.7 um, Waters, Milford, MA,
U.S.A)
Hmotnostny spektrometer s trojitym kvadrupdlom, linedrnou idénovou pascou a

elektrosprejom (QTRAP 6500; SCIEX, Framingham, MA, USA)

3.1.4. Pouzity softvér

Analyst software (verzia 1.6.2, AB Sciex LLC, Framingham, MA, USA)

SCIEX OS software (verzia 1.6.1, AB Sciex LLC, Framingham, MA, USA)

R studio (Metabol package; verzia 3.6.3, The R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria)

CytoScape (verzia 3.8.2, https://www.cytoscape.org/)

3.2. Metody

Metéda odberu vzoriek, pripravy vzoriek pred analyzou ako aj lipidomickd analyza
pomocou LC-MS/MS, povodne prevzata z ¢lanku Xuan et al., 2018, a neskdr upravena
podl'a Kvasnicka et al., 2021. Parametre tejto metddy sd zhrnuté v Tab. 6, ktorej tplna

verzia sa nachadza v kapitole 9. Prilohy.
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Tab.6: Parametre pouzite] metddy na analyzu vzoriek v pozitivnom a negativnom mode pre
pouzit¢ Standardy a zastupcov vsetkych skumanych lipidovych tried. Uvedené su
hodnoty m/z prekurzorového i6nu (Q1) a m/z fragmentového iénu (Q3). Hodnota
retencného Casu (rt) je predpokladana hodnota rt

Standard Aduktovy Q1) miz(Q3)  Retentny cas
ion (rt)
PS 15:0-18:1 (d7) [M-HJ 755,56 570,547 5,49
PI 15:0-18:1 (d7) [M-HJ 847,6 570,547 5,37
PG 15:0-18:1 (d7) [M-HJ 759,59 570,547 5,57
CE 18:1 (d7) [M+NH4]* 675,7 369,4 12,78
PC 15:0-18:1 (d7) [M+H]* 753,6 184,1 6,9
Cholesterol (d7) [M+H-H2O]* 376,4 376,4 4,8
TG 15:0-18:1 (d7)-15:0 [M+NH4]* 829,8 570,5 12,38
SM 18:1 (d9) [M+H]* 738.,6 184,1 6,52
LPC 18:1 (d7) [M+H]* 5294 184,1 1,5
DG 15:0-18:1 (d7) [M+NH4]* 605,6 346,3 8,48
PE 15:0-18:1 (d7) [M+H]* 711,6 570,5 7,1
LPE 18:1 (d7) [M+H]* 4874 346,3 1,5
Cer 18:1 (d7)-15:0 [M+H]* 531,5 271,3 6,8
FA 18:1 (d9) [M-HJ 290,2 290,2 2
Cholesterol [M-HJ 369.4 369.4 369.4
CE 16:1 [M+NH4]* 640,6 640,6 369.4
Cer 32:0-2_18:0-14:0 [M+H]* 512,5 512,5 266,3
DG 30:0-6_15:0-15:0 [M+NH4]* 558.5 558.5 299,3
HexCer 32:2-4_18:1-14:1 [M+H]* 670,5 670,5 264,3
LPC 16:0 [M+H]* 496,3 496,3 184,1
LPE 14:1 [M+H]* 4242 4242 283,2
PC 32:0 [M+H]* 734,6 734,6 184,1
PCO 32:1-2 [M+H] 718,6 718,6 184,1
PE 4:1 [M+H]* 718,5 718,5 577.5
PEO 34:2-1_16:0-18:1 [M+H] 702,5 702,5 364
SM 28:0 [M+H]* 621,5 621,5 184,1
TG 42:0-FA14:0 [M+NH4]* 740,7 740,7 4954
FA 16:0 [M-HJ 2552 2552 1,8
PI 34:1-1 [M-HJ 835,5 241 5,8
PS 34:1-2 [M-HJ 760,5 673,5 5,9
PC 32:1_PC 14:0-18:1_FA [M+H]* 790,5604 281,249 6,6
18:1 (+O)
PE 34:1_PE 16:0-18:1_FA [M+H]* 716,5236 281,249 7,6
18:1 (+O)
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3.2.1. Priprava vzoriek

Medzi vzorky pouzité v naSej analyze patrili — vzorky pacientiek s potvrdenym
karcindmom prsnika s velkostou T1 az T4, vzorky kontrol odobrané zdravym
subjektom, vzorky Standardného referenéného materidlu (SRM) - metabolitov 'udske]
plazmy, vzorky kontroly kvality (QC), vzorky BLANK a vzorky extrakéného roztoku
(ES). Vzorky pacientiek a kontrol boli po odbere uskladnené pri - 80°C. Cielom ich
nasledujicej udpravy bola extrakcia lipidov zo vzoriek potu. Prvym krokom bolo
rozmrazenie vSetkych vzoriek potu andslednd priprava ES. ES obsahovalo ako
extrakéné Cinidlo 80% IPA a zmes Standardov SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec
Standard, ku ktorym boli pridané d’alSie deuterované Standardy ceramidu (d7) a mastne;j
kyseliny (d9) Specifikované v podkapitole 4.1.1 Chemikdlie. Vzorky potu a ES sme
nechali 15 minut temperovat’ na l'ade. Vzorky potu boli vtomto kroku este stale
adsorbované na sklenenych poréznych diskoch, pomocou ktorych boli odobrané.
K tymto poréznym diskom sme pridali 400 pl ES a tato zmes sme najskor 10 minut
sonikovali, a nasledne 1 hodinu inkubovali pri izbovej teplote na mieSacke pri 600 rpm.
Po inkubécii sme do skimavky (1,5 mL), od firmy Eppendorf, alikvotovali 200 pl
supernatantu extraktu potu a extrakt sme ndsledne centrifugovali 10 mindt (10 000 x g,
4 °C). Po centrifugacii sme preniesli 150 ul supernatantu do sklenenych LC vialiek. Pri
extrakcii lipidov zo vzorieck SRM metabolitov 'udskej plazmy sme pouzili 50 pl vzorky
SRM a 150 pl ES. Vzorky QC sme vytvorili zmieSanim alikvotnych objemov 15 pl
extraktov z kazdej vzorky potu pred LC-MS/MS analyzou do mikroskimavky, ktora
bola ndsledne zvortexovand a centrifugovanid. Té4to vzorka bola rozpipetovand do 5
sklenenych LC-MS vialiek. Poslednym typom vzoriek boli Blank vzorky, ktoré
obsahovali 50 pl vody a 150 ul izopropanolu. Zmes sme 20s premieSali na vortexe a 10
mindt centrifugovali 10 mintt (>13 000 x g (max. ot./min.), 4 °C). Po centrifugicii sme
preniesli 150 pl supernatantu do samostatnej skimavky, a roztok sme preniesli do
sklenenych LC vialiek. Takto upravené vzorky boli nasledne umiestnené do drziaku
automatického vzorkovaca kvapalinového chromatografu, ktory bol temperovany na

4°C.
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3.2.2. Cielena lipidomicka analyza apokrinného potu

Cielenou lipidomickou analyzou sme sa zamerali na urc¢ité mnozstvo lipidov, na zdklade
publikovanej prace (Kvasni¢ka et al., 2021), boli lipidy v apokrinnim potu vopred
vyselektované este pred analyzou. Pre ich identifikaciu a relativne stanovenie mnozstva,
ako ploch pikov lipidov k plocham pikov IS vo vzorkach, sme postupovali nasledovne.
Poradie vzoriek sme pred analyzou randomizovali a v danom poradi sme s nimi
ndsledne manipulovali. Ostatné vzorky — BLANK, QC, ES aSRM sme potom
priebezne rozmiestnili nasledujicim spdsobom. Ako prvd bola testovana vzorka
BLANK, ktorou sme testovali vhodnost systému pre nasu analyzu. Vzorky BLANK
obsahovali len rozpustadla a ich vyznam pri testovani spocival v indikovani necistot
kolony alebo pritomnosti necistdt v rozpustadlach. Ako d’alSia nasledovania vzorka ES
s obsahom chemickych §tandardov uvedenych v podkapitole Chemikélie 4.1.1., ktorymi
sme sledovali signaly pozadia rozpustadiel a vnutornych Standardov, pretoze tieto
analyty pokryvali Siroku Skalu hodndt m/z a aj reten¢nych casov. Cielom bolo ziskat
istotu, ze vysledky budu kvalitné a vhodné na analyzu. Po vzorke ES nasledovala séria
vzorieck BLANK, ktorych uloha rovnako spocivala v kontrole spravneho premyvania
injek¢éného systému kvapalinového chromatografu, a pre zabezpecenie, ze nedochadzalo
k prenaaniu analytov medzi vzorkami tzv. carry-over (Broadhurst et al., 2018). Vzorky
QC boli merané po kazdych piatich meranych vzorkach potov. Vzorky QC sluzili ako
referencné vzorky ktoré boli pouzité na urcenie variability a robustnosti lipidomickej
analyzy. Pomocou tychto vzoriek mozno identifikovat a odstranit’ odchylky v procese
vzorkovania, spracovania a analyzy, ktoré by inak mohli ovplyvnit vysledky
testovacich vzoriek. A najmi umozni odhalit’ systematické zmeny a odchylky v odozve
hmotnostného spektrometra. To pomaha zabezpecit' kvalitu a spolahlivost’ dat a zvySuje
reprodukovatelnost’ a robustnost’ lipidomickej analyzy. Standardny referenény material
SRM bol vanalyze pouzity v piatich biologickych replikatoch. Pri kvapalinovej
chromatografii sme pouzili kvapalinovy chromatograf ExionLC™ System (AB Sciex
LLC, Framingham, MA, USA) a zvolili sme techniku na reverznej faze s kolénou C8
BEH (2.1 mm x100 mm, 1.7 um, Waters, Milford, MA, U.S.A.) (Obr. 7). Kol6na bola
premyvand mobilnymi fizami A a B, ktorych zlozenie je definované v podkapitole
Chemikalie 4.1.1.. Elu¢ny gradient bol v do 1,5 min separécie nastaveny na 68% A a
32% B, do 18 min doslo k zmene pomeru mobilnych faz na 3% A a 97% B, az sa

nakoniec ich pomer ustdlil na povodny pomer 68% A a 32% B pre ekvilibraciu kolony.
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Prietokova rychlost’ kolony bola 0,35 ml/min a celkovy pocet analyzovanych vzoriek
bol 120 podkapitola Priprava vzoriek 4.2.1.. Kvapalinovy chromatograf bol napojeny s
hmotnostnym spektrometer s trojitym kvadrupdlom, linedrnou iénovou pascou a
elektrosprejom (QTRAP 6500; SCIEX, Framingham, MA, USA) (Obr. 7).
Tandemovym spojenim kvapalinovej chromatografie s hmotnostnym spektrometrom
sme postupne analyzovali vSetky eluované lipidy. Meranie bolo vykonané v pozitivnom
aj negativnom moéde s programovanym sledovanim viacndsobnych reakcii— Multiple

reaction monitoring (MRM). Celkova analyza kazdého nastreku trvala 20 mintt.

Priprava vzoriek

| ]

Cielena LC-MS/MS analyza

.

Integracia ploch pikov (Sciex OS)

4

Kontrola kvality integracii

!

Normalizacia dat

.

Transformacia dat (InPQN) a vztiahnutie
na vnutorné Standardy

]

Statisticka analyza

I

Pokrocila vizualizacia

Obr. 7: Schéma pracovného postupu analyzy.

Vysledné surové déta analyzy boli v podobe chromatogramov, ktorych plochy
sme poloautomaticky integrovali v programe SCIEX OS (Obr. 7). Uz pocas tohto
prvotného spracovania dat sme na zdklade faktorov ako — prili§ vel'ké odchylky od
teoretického retencného cCasu, nizke intenzity pikov (<500 cps (counts per second)),
abnormalny tvar pikov (viac vrcholov na jeden pik) alebo uplna nepritomnost’ pikov,
vyselekovali lipidy, ktoré boli ovplyvnené tymito faktormi a nepokracovali sme v ich
dalSom vyhodnocovani. Po ukonceni integracii sme overili ich kvalitu vynesenim
zavislosti pomeru ich hmotnosti k naboju (m/z) od retenénych ¢asov (min) vSetkych
adekvétnych lipidov, podla lipidovych tried, do grafu (Obr. 7). Tieto grafy ndm
ilustrovali spravanie sa jednotlivych lipidov v zavislosti od poc¢tu uhlikov a ndsobnych

vézieb v Struktare retazcov acylovych zvyskov tzv. lipidové vzory (lipid patterns).
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3.2.3. Statisticka analyza dat

Pri Statistickej analyze a grafickej vizualizacii ziskanych dat sme vyuzili software
RStudio (verzia 3.6.3, The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria),
integrované vyvojové prostredie, pre programovaci jazyk R. K automatickému
procesovaniu dat bol vyuzity balicek Metabol (Garldo, 2019), ktory umoziuje korekciu
dat na zdklade vzoriek kontroly kvality, transformdciu, normaliziciu, centrovanie

a Skéalovanie dat, ako aj jednorozmerné a monohorozmerné Statistické vyhodnotenie dat.

3.2.3.1. Korekcia a normalizacia surovych dat

Prvym krokom S$tatistickej analyzy bola korekcia dat metodou LOESS (Locally
estimated scatterplot smoothing). Korekcia dat bola nevyhnutna pred Statistickou
analyzou z viacerych dovodov. Jednalo sa najmd o minimalizdciu vplyvu rozdielov
v jednotkach, v ktorych sme data merali, na Statisticki analyzu. Data vyjadrené
v roznych Skalovacich jednotkach merania by mohli nepriaznivo ovplyvnit interpretaciu
vysledkov, a preto bolo potrebné data transformovat na rovnaku mierku. Dalsim
dolezitym doévodom pre korekciu dat bolo zabezpecenie rovnomerného rozdelenia dat,
ktoré je kritické pre niektoré Statistické analyzy, pretoze data mdézu mat rozne
asymetrické rozdelenie. Korekcia nam taktiez umoznila zmiernit vplyv extrémnych
hodnot, ktoré mozu skreslovat’ vysledky statistickych analyz, a preto je potrebné ich
zahrnit' do procesu normalizacie dat. V konecnom dosledku bola korekcia dat
nevyhnutna pre dosiahnutie presnych a spolahlivych vysledkov v ramci tejto Statisticke;j
analyzy. LOESS korekcia je metdda vyhladzovania dat, ktora sa pouziva na odstranenie
trendov v datach. Tato metoda vyhladzuje data tak, ze najde pre kazdy datovy bod jeho
okolie, a potom vypocita vazeny priemer hodndt v tomto okoli. LOESS korekcia je
neparametrickd metdda, vyuzivand na odstrdnenie trendov v ditach a na dosiahnutie
rovnomerného rozdelenia dat tak aby boli rovnomerné a aby sa minimalizoval vplyv
trendov. Trendy su opakujiice sa javy v datach, ktoré mozu byt sposobené roznymi
faktormi, ako su experimentdlne podmienky, technické problémy alebo biologicka
variabilita. LOESS korekcia teda pomaha identifikovat’ zékladny trend v datach a
odstranit’ lokalne fluktuacie, ktoré mozu byt spdsobené nahodnymi chybami alebo
odlahlymi hodnotami. Pouzitie tejto metdody umoziuje zvysit reprodukovatelnost’ a
spol'ahlivost’ analyz a zabezpeCit rovnomerné rozdelenie dat. Po korekcii boli déta

normalizované, a zaroven transformované pomocou funkcie InPQN (probabilistic
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quotient normalisation s vyuzitim prirodzeného logaritmu), ktora zohladiuje rdzne
zriedenia vzoriek Skalovanim spektier na rovnaku virtuadlnu celkovii koncentréaciu.
Normalizacia sa zameriava na zabezpeCenie, aby vSetky hodnoty mali rovnaku vahu,
zatial' Co transformacia sa pouziva na zlepSenie predikéného modelu tym, ze zmeni tvar

dat tak, aby boli vhodnejsie pre dany model.

3.2.3.2. Statistické vyhodnotenie dat

Pri Statistickej analyze sme okrem porovnavania rozdielov medzi vzorkami potu
pacientov a kontrolnych vzoriek od zdravych subjektov, porovndvali aj rozdiely
v zlozeni potu pacientiek na zaklade velkosti histologického nalezu (velkost’ nadoru -
VN). Na overenie Statistickej hypotézy, sme pouzili Statistické testy z jednorozmernej aj
viacrozmernej S§tatistickej analyzy. Jednym z prvych Statistickych testov pouzitych na
nase data bola nesupervizovand analyza hlavnych komponentov (Principal Component
Analysis - PCA). Vdaka tomu, Ze dany test nemal informacie o skupindch, do ktorych
dané vzorky patria bol schopny objektivne rozdelit vSetky data len na zaklade
podobnosti poskytnutych hodndt. Vystupy tohto testu sluzili neskor pri identifikéacii
vzoriek s odlahlymi hodnotami — outliers. Nasledne sme pri Statistickom
vyhodnocovani pristipili k supervizovanym diskriminaCnym analyzam - PLS-DA
(Partial Least Squared Discriminant Analysis) a OPLS-DA (Orthogonal Projections to
Latent Structures Discriminant Analysis). Jedna sa o Statistické metody, ktorych tlohou
bola klasifikacia dat na zaklade vopred definovanych skupin. Hlavnym ciel'om tychto
metdd bolo identifikovat’ a nasledne oddelit skupiny vzoriek na zdklade rozdielov
v poskytnutych datach. PLS-DA je metoda, ktora vyuziva linearnu regresiu na
identifikaciu linearnej kombinacie premennych, ktora najlepsie rozdeluje data do tried.
Tato metdda sa Casto pouziva v pripadoch, ked’ existuje vel'ké mnozstvo korelovanych
premennych. PLS-DA kombinuje principy PCA a linearnej diskriminacnej analyzy
(LDA) a vytvara model na zdklade projektovania pdvodnych dit do nového priestoru,
ktory najlepsie rozliSuje jednotlivé triedy. OPLS-DA je vylepSenou verziou PLS-DA,
ktord vyuziva korekciu ortogondlnosti na rozdelenie informéicii o triedach od
nezmyselnych faktorov, ktoré neprinasaju ziadne uzito¢né informacie pre klasifikaciu.
Tato metoda sa Casto pouziva v pripadoch, ked’ existuje vel'a Sumu alebo vysoky stupeni
variabilit v datach. OPLS-DA zvycCajne poskytuje presnejsie a spolahlivejSie vysledky

ako PLS-DA, pretoze umoziuje odstranit’ vplyv faktorov, ktoré nie su relevantné pre
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triedy. Pre sledovanie vyznamnosti jednotlivych lipidov dédtach boli zvolené Vulkdno
grafy, v ktorych sme pozorovali zmenu obsahu jednotlivych lipidov vo vzorkédch. Ako
nezdvisld premennd na ose x bol rozdiel medidnov v danych porovndvanych skupin,
a ako zdvisld premennd bola zdporny dekadicky logaritmus p-value. Na tychto grafoch
sme teda s rasticou hodnotou -log10 p-value pozorovali vyznamnd zmenu v skupinich
celkovych pacientiek alebo skupindm pacientiek rozdelenych podla velkosti nadoru
oproti kontrolnej skupine. A podl'a rastice rozdielu medianov bolo pozorované zvysenie
mnozstva danych lipidov oproti kontrolnym skupinim. Na zdver bola vykonana
hierarchickd klastrovd analyza pomocou progranu CytoScape (verzia 3.8.2,

https://www.cytoscape.org/). Téato technika zoskupuje podobné pozorovania do zhlukov

na zdklade podobnosti vzdjomnej podobnosti diat a umoziuje pozorovanie zmien

v obsahu jednotlivych lipidovych tried.
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4. VYSLEDKY

4.1. Identifikacia lipidov a ich reten¢né spravanie na kolone

s reverznou fazou

Pre zobrazenie chromatografického spravania jednotlivych lipidovych tried sme
zostrojili grafy zavislosti pomeru m/z od retencnych Casov. Tieto grafy nam umoznili
pozorovat’ elucné trendy spdsobené — poctom nasobnych vizieb, poc¢tom uhlikov ako aj
vplyv polarity lipidovych tried a ich funkénu zavislost' m/z od retencného Casu. Medzi
polarnejsie lipidové triedy, ktoré sme pozorovali patrili napr. LPC (12), LPE (5), FA
(18). Stredne polarnejsie skupiny — PC (17), PCFA (17), PCO (5), PE (6), PEO (6), SM
(36), PI (11), PS (26), Cer (61), HexCer (9) a nepolarne skupiny — TG (35), DG (16),
CE (5). Nizsie su uvedené lipidové vzory pre lipidy z kazdej z tychto tried.
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Obr. 8: Retenéné zavislosti lipidov. PolarngjSie lipidové triedy — FA a LPC. Graf zobrazuje

zavislost” m/z od retenéného Casu (rt) v minitach pocas non-scheduled MRM analyzy.
Saturacia vyjadruje pocet dvojitych vizieb na acylovych retazcoch danych lipidov
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Obr. 9: Retencné zavislosti lipidov. Pre menej polarne (PC) a nepolarne lipidové triedy (TG).
Graf zobrazuje zavislost’ m/z od retencného Casu (rt) v minutach pocas non-scheduled

MRM analyzy. Saturacia vyjadruje pocet dvojitych vizieb na acylovych retazcoch
danych lipidov.
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4.2,

Transformacia LOESS

Na nasledujicich grafoch je grafické zndzornenie dpravy dit pomocou transformicie

LOESS. Na ose x je oznacenie poradia vzorky a na ose y sa nachiddza plocha. Na Obr.

10 A st zobrazené povodné data pred udpravou. Na Obr. 10 B je cez pdvodné daita

prelozena krivka LOESS. Na Obr. 10 C si zobrazené daita po transformacii.
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Obr. 10: Vplyv transformdcie LOESS (locally estimated scatterplot smoothing) na ziskané déta
o ploche standardu PC (15:0/18:1-d7) v jednotlivych analyzovanych vzorkich. A -
povodné data bez transformacie, B — prelozenie dat krivkou LOESS, C - dita po

korekcii.

51




4.3. Vysledky nesupervizovanej analyzy hlavnych komponentov
(PCA)

Pre objektivne posudenie variability medzi porovnavanymi skupinami bola pouzita
analyza hlavnych komponentov. Na Obr. 11 A su vzorky pacientov oznacené¢ modrymi
Stvorcami a kontrol ruzovymi trojuholnikmi. Rozdiel medzi skupinami je v pripade
PCA len mdlo evidentny a nie je pozorované oddelenie skupin pacientov od kontrol. Na
Obr. 11 B su vzorky pacientiek s VN Tloznacené modrym Stvorcom, VN T2 ruzovym
trojuholnikom, VN T3 zelenym kosostvorcom. Na tomto PCA grafe su rozdiely medzi
skupinami vyraznejSie ako pri porovnani medzi pacientami a kontrolami. Variabila je,
podla tejto metody, . teda vacSia v ramci skupin VN, pricom najnizsi prekryv ma
porovnanie medzi skupinou VN T3.4 akontrola. V oboch grafoch si zobrazené aj
hodnoty vzoriek QC, ktoré vizualne slizia na overenie kvality dat. VSetky QC boli
tvorené z alikvotnych mnozstiev odobranych zo vSetkych klinickych vzoriek (pacient aj
kontrola) aich zlozenie by teda malo byt totozné a nemalo by dochadzat k disperzii.
Odchylky su zvyc¢ajne sposobené nevyhnutnymi chybami pri pipetovani, rozdielmi v
hmotnosti vzoriek alebo ak sa zdruzena kontrola kvality nevytvara z ciastkovych
vzoriek vSetkych biologickych testovanych vzoriek. Pokial su QC tesne zoskupené
vzhl'adom na pozorovany rozptyl biologickych vzoriek, potom sa tieto udaje mdzu

povazovat' za vysoko kvalitné.
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Obr. 11: Vysledky PCA analyzy. Porovndvanymi skupinami boli — A - Pacient a Kontrola, B —
Vel'kost nadoru (VN) T1, T2, T3.4 a Kontrola.
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4.4. Vysledky supervizovanej diskriminacni analyzy (PLS-DA)

Pre identifikaciu diskriminujacich lipidov rozlisujuce experimentalne skupiny bola
vyuzita supervizovana technika diskrimina¢nej analyzy. Vzorky pacientov su na Obr.12
A oznafené modrymi Stvorcami a kontrol ruzovymi trojuholnikmi. Na Obr.12 B si VN
Tl modrymi S$tvorcami, VN T2 ruzovymi trojuholnikmi, VN T3.4  zelenymi
kosostvorcami a kontroly st znacené zltymi hviezdi¢kami. Rozdiel medzi skupinami je

vacsi ako pri vysledkoch rovnakého porovnania pomocou PCA.
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Obr. 12: Vysledky PLS-DA analyzy. Porovndvanymi skupinami boli — A-Pacient a Kontrola, B-
VN T1, T2, T3.4 a Kontrola.
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Pokracovanie vysledkov diskriminaénej analyzy PLS-DA. Na Obr.13 A si VN T1
zna¢eny modrymi Stvorcami a kontrola zltymi hviezdickami. T1 a kontroly boli odseba
takmer tplne oddlené, az na 2 vzorky T1 a 4 vzorky kontrol. Na Obr.13 B si VN T2
znaeny ruzovymi trojuholnikmi a kontroly zltymi hviezdi¢kami. Skupiny boli viac
rozdelené ako na Obr. 13 A, ale prekryv nastal kvoli 2 vzorkdm T2 a 2 kontroldm. Na
Obr.14 su VN T3 znacené zelenymi kosoStvorcami a kontroly zltymi hviezdi¢kami.

Vzorky T3.4 su tplne oddelené a nepodobaju sa kontrolam.
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Obr. 13: Vysledky PLS-DA analyzy. Porovndvanymi skupinami boli — A — VN T1 A Kontrola
aB - VN T2 aKontrola. Pri tychto skupinach este dochadza k prekryvu vzoriek
Pacientov s Kontrolami.
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Obr. 14: Vysledky PLS-DA analyzy. Porovndvanymi skupinami boli — VN T3.4 A Kontrola. Pri
tychto skupinach uz nedochadza k prekryvu skupin.
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4.5. VysledKky ortogonalnej diskriminacnej analyzy
Vyhodnotenie ortogonalnej diskriminacnej analyzy OPLS-DA pomocu grafov S-plot.

Na osi x je uvedend vzajomnd zmena premennych — kovariancia a na osi y je uvedena

suvislost' medzi premennymi — koreldcia .
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Obr. 15: Vysledky OPLS-DA analyzy pomocou S-plot. Porovndvanymi skupinami boli —
Pacient a Kontrola.
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Obr. 16: Vysledky OPLS-DA analyzy pomocou S-plot. Porovndvanymi skupinami boli — VN
T1 a Kontrola.
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Tab. 7: Tabul'ka 30 Statisticky najvyznamnejSich lipidov podla testu OPLS-DA s uvedenym
absoliitnym p-skére (pl) a hodnotami P-value podla Wilcoxonovho testu a t-testu.
Uvedena je taktiez miera zmeny uvedenych lipidov (Fold change) medzi skupinou
pacientiek a kontrol (P/K)

Miera zmeny

Nézov lipidu pl (IJV_\/‘/iéll(l:léi P-value (Fold change,
(S-plot) (t-test) P/K)
test)

FA 24:0 -4,95 0,091 0,255 1,48
FA 26:0 -5,14 0,038 0,176 1,47
PC(38:2-1) 6,40 0,440 0,399 0,97
PE(36:2)_PE 18:1-18:1_FA 18:1(+0) 6,65 0,148 0,161 0,63
PE(36:2-1) 6,32 0,179 0,138 0,70
PE(36:3)_PE 18:1-18:2_FA 18:2(+0) 6,95 0,209 0,227 0,86
PE(36:3-1) 7,05 0,203 0,228 0,79
PE(38:2) 6,64 0,188 0,120 0,95
PI(36:1)_PI(18:0/18:1) 5,70 0,072 0,315 0,81
PI(36:2)_PI(18:1/18:1) 5,65 0,081 0,331 0,82
PS(34:1)_PS(16:0/18:1) 6,91 0,549 0,643 0,83
PS(34:1-2) 7,88 0,298 0,223 0,47
PS(34:2)_PS(16:0/18:2) 7,13 0,645 0,485 1,00
PS§(34:2-1) 7,95 0,358 0,126 0,99
PS§(36:2)_PS(18:0/18:2) 6,56 0,332 0,248 0,98
PS(36:2)_PS(18:1/18:1) 7,77 0,087 0,075 0,83
PS(36:2-1) 7,58 0,219 0,201 -0,82
PS(36:3)_PS(18:1/18:2) 6,64 0,200 0,196 0,93
PS§(36:3-1) 7,73 0,242 0,085 0,76
PS§(38:2-1) 7,10 0,222 0,309 0,85
PS§(38:4-1) 7,25 0,110 0,095 0,83
PS§(38:6-2) 8,14 0,219 0,360 0,76
PS(40:6-2) 6,86 0,138 0,203 0,82
PS(40:7-1) 7,46 0,264 0,346 0,82
SM(30:0) 6,42 0,833 0,831 0,97
SM(34:0) 6,65 0,538 0,708 0,73
SM(34:1) 5,54 0,461 0,546 0,87
SM(36:0) 6,79 0,813 0,889 0,74
SM(36:1) 6,18 0,894 0,945 0,96
SM(36:2) 6,19 0,578 0,892 0,95
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Tab. 8: Tabul'ka 30 statisticky najvyznamnejSich lipidov podla testu OPLS-DA s uvedenym
absoliitnym p-skére (pl) a hodnotami P-value podla Wilcoxonovho testu a t-testu.
Uvedena je taktiez miera zmeny uvedenych lipidov (Fold change) medzi skupinou
pacientiek s VN T1 a kontrol (T1/K)

Naézov lipidu pl P-value P-value Miera zmeny
(S-plot)  (Wilcox test) (t-test) (Fold change,
T1/K)
Cer(36:2-7)_d20:1/16:1 3,44 0,232 0,229 1,04
Cer(40:2-3)_d16:1/24:1 -3.44 0,354 0,275 1,11
Cer(42:0-2)_d18:0/24:0 -3,10 0,454 0,409 1,07
Cer(42:2-3)_d18:1/24:1 -3,16 0,853 0,630 0,96
Cer(43:0-1)_d18:0/25:0 -3,21 0,256 0,295 1,09
Cer(44:0-1)_d18:0/26:0 -3,34 0,250 0,384 1,12
Cer(44:2-1)_d20:1/24:1 -3,42 0,188 0,239 1,05
Cer(44:2-2)_d18:1/26:1 -3,30 0,339 0,427 1,07
Cer(46:1-1)_d20:1/26:0 3,27 0,183 0,404 1,08
FA 22:0 3,22 0,472 0,478 1,20
FA 23:0 3,18 0,354 0,369 1,18
FA 24:0 3,34 0,232 0,452 1,50
FA 25:0 3,33 0,232 0,353 1,27
FA 26:0 3,37 0,183 0,413 1,42
PC(35:1) 4,25 0,610 0,502 0,95
PC(36:2)_PC 18:1-18:1_FA 18:1(+0) 4,15 0,386 0,261 1,00
PC(38:2-1) 4,37 0,445 0,306 0,95
PC(40:2-1) 4,37 0,169 0,101 0,94
PE(36:2)_PE 18:0-18:2_FA 18:2(+0) 3,25 0,147 0,309 0,91
PE(36:2)_PE 18:1-18:1_FA 18:1(+0) 4,39 0,362 0,323 0,86
PE(36:2-1) 4,31 0,419 0,278 0,66
PE(36:3)_PE 18:1-18:2_FA 18:2(+0) 4,58 0,386 0,358 0,95
PE(36:3-1) 4,67 0,411 0,415 0,80
PE(38:2) 4,53 0,269 0,266 0,93
PE(38.2)_PE 18:1-20:1_FA 20:1(+0) 3,98 0,226 0,204 0,84
PS(34:1-2) 4,85 0,784 0,888 1,29
PS(36:2)_PS(18:1/18:1) 4,76 0,900 0,597 1,06
PS(36:2-1) 4,58 0,947 0,693 0,94
PS(36:3-1) 4,97 0,865 0,588 1,08
PS(38:6-2) 5,06 0,739 0,764 0,86
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Obr. 17: Vysledky OPLS-DA analyzy pomocou S-plot. Porovndvanymi skupinami boli — VN
T2 a Kontrola.
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Obr. 18: Vysledky OPLS-DA analyzy pomocou S-plot. Porovndvanymi skupinami boli — VN
T3.4 a Kontrol.

60



Tab. 9: Tabul'ka 30 statisticky najvyznamnejSich lipidov podla testu OPLS-DA s uvedenym
absoliitnym p-skére (pl) a hodnotami P-value podla Wilcoxonovho testu a t-testu.
Uvedena je taktiez miera zmeny uvedenych lipidov (Fold change) medzi skupinou
pacientiek s VN T2 a kontrol (T2/K)

Miera zmeny

Nézov lipidu pl l_’—value P-value Fold change,
p (S-plot)  (Wilcox test) (t-test) ( T2/K) g
FA 24:0 -6,84 0 0 0,92
FA 26:0 6,84 0 0 0,46
PC(38:2-1) 9,24 0,076 0,042 0,42
PE(36:2)_PE 18:1-18:1_FA 18:1(+0) 9,60 0,003 0,001 0,94
PE(36:2-1) 9,27 0,014 0,003 0,91
PE(36:3)_PE 18:1-18:2_FA 18:2(+0) 10,11 0,011 0,005 0,11
PE(36:3-1) 10,25 0,020 0,005 0,67
PS(34:1)_PS(16:0/18:1) 9,96 0,001 0 0,85
PS(34:1-2) 11,54 0,001 0 1,90
PS(34:2)_PS(16:0/18:2) 10,70 0,017 0 1,70
PS(34:2-1) 12,14 0,005 0 0,07
PS(36:1-1) 8,18 0,002 0 0,69
PS(36:2)_PS(18:0/18:2) 9,62 0,003 0 0,43
PS(36:2)_PS(18:1/18:1) 11,55 0 0 0,86
PS(36:2-1) 11,10 0,001 0 0,52
PS(36:3)_PS(18:1/18:2) 9,69 0,002 0 -5,04
PS(36:3-1) 11,84 0,002 0 0,77
PS(38:2-1) 10,03 0 0 0,56
PS(38:4-1) 10,50 0,001 0 0,22
PS(38:6)_PS(16:0/22:6) 9,51 0,002 0 0,73
PS(38:6-2) 11,60 0,001 0 0,58
PS(40:6-2) 9,78 0,002 0 0,70
PS(40:7-1) 10,94 0,003 0 0,54
SM(28:0) 9,68 0,205 0,024 0,78
SM(33:0) 8,66 0,069 0,002 0,67
SM(34:0) 9,40 0,003 0 0,67
SM(34:1) 8,01 0,016 0,001 0,93
SM(36:0) 9,64 0,082 0,006 0,93
SM(36:1) 8,93 0,042 0,006 0,62
SM(36:2) 8,94 0,063 0,043 0,79
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Tab. 10: Tabul'ka 30 statisticky najvyznamnejSich lipidov podla testu OPLS-DA s uvedenym
absoliitnym p-skére (pl) a hodnotami P-value podla Wilcoxonovho testu a t-testu.
Uvedena je taktiez miera zmeny uvedenych lipidov (Fold change) medzi skupinou
pacientiek s VN T3.4 a kontrol (T3.4/K)

Miera zmeny

) . 1 P-value P-value
Nézov lipidu (S—I;)lot) (Wilcox test)  (t-test) (Fo,ll,(;f/l?(l;ge’
Cer(32:2-3)_d16:1/16:1 7,83 0,052 0,106 0,60
Cer(33:2-1)_d16:0/17:2 7,48 0,008 0,018 0,67
Cer(33:2-2)_d16:1/17:1 7,96 0,089 0,158 0,74
Cer(34:2-5)_d16:1/18:1 7,95 0,114 0,186 0,67
Cer(35:2-3)_d18:1/17:1 743 0,009 0,040 0,67
Cer(36:2-7)_d20:1/16:1 7,96 0,055 0,112 0,78
Cer(40:2-3)_d16:1/24:1 7,92 0,083 0,157 0,58
Cer(42:0-2)_d18:0/24:0 7,37 0,038 0,071 0,77
Cer(42:2-3)_d18:1/24:1 7,35 0,068 0,085 0,62
Cer(43:0-1)_d18:0/25:0 761 0,045 0,110 0,76
Cer(44:0-2)_d20:0/24:0 7,37 0,024 0,020 0,65
Cer(44:2-1)_d20:1/24:1 7,32 0,101 0,133 0,84
Cer(45:0)_d20:0/25:0 7,39 0,024 0,027 0,75
Cer(46:1-1)_d20:1/26:0 7,57 0,035 0,070 0,65
FA 22:0 7,63 0,005 0,008 0,63
FA 24:0 7,58 0,014 0,025 0,08
FA 25:0 7,54 0,012 0,020 0,52
FA 26:0 7,42 0,026 0,054 0,14
PC(35:1) 9,95 0,135 0,186 1,19
PC(38:2-1) -10,58 0,083 0,150 1,26
PE(36:2)_PE 18:1-18:1_FA 18:1(+0) 9,97 0,143 0,152 1,47
PE(36:3)_PE 18:1-18:2_FA 18:2(+0) -10,52 0,128 0,136 2,02
PE(36:3-1) -10,78 0,094 0,117 1,52
PS(34:1-2) -11,77 0,160 0,234 3,30
PS(36:2-1) -11,40 0,114 0,173 11,77
PS(38:6-2) -12,53 0,078 0,112 2,14
SM(32:0) 9,97 0,048 0,119 1,69
SM(32:1) -8,66 0,020 0,080 1,39
SM(34:0) 9,97 0,033 0,118 3,05
SM(34:1) 8,42 0,059 0,105 1,57
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4.6. Vizualizacia vysledkov pomocou vulkanovych grafov

Vulkanové grafy boli vyuzité na prehladni vizualiziciu vysledkov jednorozmernej
Statistiky. Na ose y je vynesend hodnota -log p-value ¢im je oznaCena vyznamnost
zmeny, ktord zdola na hor rastie. Na ose x st nanesené hodnoty rozdielu medidnov
medzi porovndvanymi skupinami a zobrazuju znizenie alebo zvySenie mnozstva, ktoré z

l'avej do pravej strany klesa.
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Obr. 19: Vysledky Volcano plot pri porovandvani skupin — Pacient a Kontrola.
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Obr. 20: Vysledky Volcano plot pri porovandvani skupin — VN T1 a Kontrola.
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Obr. 21: Vysledky Volcano plot pri porovandvani skupin — VN T2 a Kontrola
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4.7. Vizualizacia vysledkov pomocou lipidovych map

Vizualizacia vysledkov pomocou lipidovych map programom CytoScape, bola vyuzita
na sledovanie globalnych lipidovych trendov. Vyznamnost zmeny je oznalena
vel'kost'ou uzlov a farba uzlov, oznaCuje znizenie alebo zvySenie oproti porovnavanej
kontrolnej skupine. Na Obr. 23 pri porovnani skupiny pacientov a kontrol bolo mozné
pozorovat’ systematické vyznamné zvySenie TG a miernejSie aj niektorych FA, DG, CE,
LPC a Cer, ktorych zmena mnozstva oproti kontrolam nebola az natol'ko velka ako pri
TG. Vyznamné znizenie mnozstva bolo pozorované hlavne pri DG a LPE a v mensom
mnozstve sa vyznamnejSie menili aj PS, PE aPI. Na Obr. 24 bolo vizualizované
porovnanie medzi skupinou VN T1 a kontrolami. Bola vyznamné zvysenie bolo
pozorované pri DG, TG, CE a FA a vyznamné znizené mnozstva DG, PE, PEO, LPE,
HexCer, TG, PE a Cer oproti kontrolnej skupine. Na Obr. 25 je zobrazend lipidova
mapa vytvorend porovnanim skupiny VN T2 s kontrolami. Na tejto mape pozorujeme
vyrazné zvysenie TG, DG, FA, CE, LPC, Cer a HexCer. Medzi vyznamnejSie znizené
skupiny patria LPE, PE, PI, PS, DG a aj jedna FA. Na poslednej lipidovej mape , Obr.
26, vidime porovnanie medzi skupinou VN T3.4 a kontrolami. Vyznamne zvySené su
skupiny FA, TG, DG, SM, HexCer, PS, PE, PC, DG a cholesterolu. Vyznamne

znizenymi skupinami hlavne Cer, CE a niektoré DG, PS a PE.
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Obr. 26: Lipidovd mapa, porovndvanymi skupinami boli- VN T3.4 a Kontrola. Vyznamne
zvySenie mnozstva — FA, TG, DG, SM, HexCer, PS, PE, PC, DG , Cholesterol.
Vyznamne znizenie mnozstva — Cer, CE, DG, PS, PE.
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4.8. Vizualizacia vysledkov pomocou ROC-kriviek

Vysledkom vizualizdcie pomocou ROC-kriviek (Receiver operating characteristic) su
grafy, kde je na osi y vynesena citlivost testu, ktord hovori o mnozstve skutocne
pozitivnych, ktory sa tymto testom daju identifikovat. Na osi x je vynesena Specifita
a tito hodnota vyjadruje mnozstvo faloSne pozitivnych, ktory sa tymto testom daju
identifikovat’. V grafoch st zaznamenané hodnoty plochy pod krivkou (AUC), ktora
percentudlne popisuje pravdepodobnost s akou by tento test dokazal urcit skutocne
pozitivne a faloSne pozitivne vzorky. Tieto hodnoty umoziuju navzajom porovnavat
rozne ROC-krivky. ROC krivky najlepSie diskriminujucich lipidov, ktorych AUC bola
minimalne 70%, sme vyselektovali najskér podla najlepsSieho skore AUC spomedzi
vSetkych ROC kriviek v danej porovndvanej skupine, nasledne sme zohl'adnili vysledky
testov OPLS-DA, Vulkdno grafov a Lipidovych map. Cielom bolo vybrat’ také lipidy,
ktoré patrili do tried, ktoré sa v tychto testoch ukézali ako Statisticky vyznamne

zmenené oproti kontrolnym vzorkdm.
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Pacient a Kontrola.
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5. DISKUSIA

Lipidomickd analyza prinaSa nové moznosti vyskumu ochoreni spojenych
s dysregulaciou lipidov ako aj moznosti vCasnej diagnostiky. Pri analyze vzoriek
existuje predpoklad, ze mnozstvo lipidov sa bude li§it medzi vzorkami od pacientov
s patologickym stavom a zdravymi jedincami (Wolrab et al., 2019).  Avsak
koncentricie lipidov zdvisia aj od rdoznych exogénnych faktorov (prijem potravy,
cirkadidnny rytmus), ako aj od endogénnych faktorov (napr, hormonélny rytmus) (Chua
et al., 2013). Dalsimi faktormi ovplyviiujucimi kvalitu vzorky si hlavne spravny odber
vzorky a vhodné odberové technika, podmienky a dizka skladovania vzorky po odbere
alebo transporte klinickych vzoriek (Wolrab et al., 2019). A neskOr pri samotnej
analyze napr. Cistotou pouzitych chemikalii poCas Gpravy vzorky pred analyzou alebo v
extrakénom postupe izolacie lipidov od matrice. VSetky tieto faktory ilustruju, aka
dolezita je kvalita vzorky a harmonizacia protokolov izolacie vzoriek, aby bolo mozné
ziskat' Sancu dospiet’ k diagnostickym zaverom. Vyskumné laboratéria si zdvislé od
vzoriek, ktorych odber je vykondvany na externych pracoviskdch, a maji len
obmedzeny vplyv na odberu vzoriek. Pre klinické vzorky vhodné na lipidomicku
analyzu st rovnako dolezité pravidla o vybere a nezaradeni do Studie na zaklade
urcitych kritérii — zhoda pohlavia, veku, indexu telesnej hmotnosti, nepritomnost’ ko-
morbidit alebo po-operacny stavov (Wolrab et al., 2019). VSetky tieto faktory mali
vplyv aj na vysledky tejto lipidomickej Studie, kde bol ako klinicky material pouzity
apokrinny pot odobrany pacientkam s rakovinou prsnika, ktoré sa od seba odliSovali aj
velkostou nadoru alebo pritomnostou metastdz. Z dovodu nedokonalého odberu
vzoriek potu (vzorky obsahovali rozne farebné vlidkna z obleCenia, chlpy ainé
necistoty) a vysokej heterogenity potu (v niektorych vzorkach pri analyze jedného
analytu boli jednoznaéne viditené piky (intenzity az 10° cps) a v inych vzorkéch pik
nebol vobec) (Obr. 31) nebol obsah lipidov vo vzorkéch kvantifikovany a pracovali sme

len s relativnym porovnanim ploch integrovanych pikov chromatogramov (Obr. 31).
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Cielom tejto pilotnej lipidomickej analyzy bolo zistit', ¢i sa kompozicia lipidov
vyznamne meni pri porovnani tohto patologického stavu oproti vzorkdm, odobranym
subjektom, ktoré toto ochorenie nemaju. Na zistenie rozdielu lipidového profilu vo
vzorkdch boli relativne plochy pikov chromatogramov porovnivané medzi skupinami
Pacient a Kontrola; Pacient VN (T1, T2, T3.4) a Kontrola, sériou Statistickych testov
jednorozmernej a mnohorozmernej Statistickej analyzy, ktoré umoznili porovnanie
tychto skupin. Prvou bola analyza hlavnych komponentov. Této nesupervizovand

metdda vSak poukazala len na vel'mi malé rozdiely medzi vSetkymi skupinami.
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Obr. 31: Zobrazenie variability vysledkov chromatogramov v softvére Sciex-OS. Vysledky LC-
MS/MS analyzy lipidu PS (34:1) _PS(18:0/16:1) v podobe chromatogramov.

JednoznacCnejSie rozdiely poskytla az supervizovana diskrimina¢na analyza,
PLS-DA, kde rozdiely medzi skupinami, Pacient a Kontrola, boli vyznamnejsie
a grafické zobrazenie porovnania medzi skupinami, Pacient VN (T1, T2, T3.4)
a Kontrola, jednozna¢ne poukézala na zvacSujuce sa rozdiely medzi VN a kontrolnou
vzorkou, s narastajucou velkostou nadoru. Z analyzy ortogonalnej diskriminacne;j
analyzy, OPLS-DA, boli vysledky zobrazené pomocou grafov S-plot. Grafy S-plot
zobrazuju zavislost' suvislostt medzi premennymi — koreldcie, od vzdjomnej zmeny
tychto premennych — kovariancie. Touto analyzou sme ziskali §tyri sety tridsiatich
najvyznamnejSich lipidov podla tohto testu. Pri porovnani vSetkych setov hodndt

ziskanych medzi skupinami, Pacient VN (T1, T2, T3.4) a Kontrola, bola hodnota
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kovariancie vyznamne znizena pri triedach FA (22:0, 23:0, 24:0, 25:0, 26:0), Cer, SM,
PS, PE, PC a zvySena pri skupinach PC, PE, PS, SM, Cer a FA (22:0, 24:0, 25:0, 26:0).
Pri porovnani medzi skupinami, Pacient a Kontrola, bola znizend kovariancia len
v skupine FA (24:0, 26:0) a zvySena v skupinidch PC, PE, PI, PS, SM. Konkrétne sa
jednalo o PC 38:2-1, nenasytené PE s poc¢tom uhlikov (C36 — C38), PI 36:1 a 36:2,
polynenasytené PS s poctom uhlikov (C34 — C40) a SM s poctom uhlikov (C30 — C36).
Pre dalSiu analyzu vyznamnosti zmeny lipidovych profilov boli vynesené zavislosti
rozdielu medidnov medzi porovnidvanymi skupinami a -loglO p-value na Vulkdno
grafoch. Pri porovnani vyznamne zvySenych hodnét rozdielu medianov medzi
skupinami, Pacient a Kontrola; Pacient VN (T1, T2, T3.4) a Kontrola, vyselektované
lipidy z tried TG obzvlast 52:2, 52:3, 54:2, 54:3, 54:4, 54:5, FA 24:0 A 26:0, PC 36:8
a HexCer 38:2-5. Vyznamne znizené boli lipidy z tried LPE 14:1, HexCer 34:1-4, PC
36:1, PEO 36:3-2, DG 32:1-8, nenasytené PS (C36 — C42), nenasytené FA (C20 — C22)
a Cer 39:0-3. Findlnou vizualizdciou vysledkov pomocou programu Cytoscape, sme
ziskali vacsi prehl'ad o zmene, a vyznamnosti zmeny, lipidov medzi skupinami Pacient
a Kontrola; Pacient VN (T1, T2, T3.4) a Kontrola. Na lipidovych mapach bolo mozné
pozorovat' najvyznamnejSie zvySenie v skupine TG, ktoré boli zvySené u skupin,
Pacient VN T1(T2) a Kontrola, ktoré vyrazne poklesli u skupin Pacient VN T3 a
Kontrola. Vyznamné zvySené hodnoty boli pozorované aj v skupine FA, ktoré boli
presne naopak zvySené prave v skupindch, Pacient VN T3 a Kontrola, a znizené
v skupindch Pacient VN T1(T2) a Kontrola. Pri triede LPE bolo pozorované vyznamné
znizenie pri vSetkych porovnaniach. Na zaver Statistickej analyzy sme pre vSetky
porovnavané skupiny vytvorili ROC krivky, podla ktorych sme nakoniec vyselektovali
19 lipidov, ktorych hodnoty AUC dosahovali najlepSieho skore pre dané skupiny.
Jednalo sa o lipidy z triedy TG (C52 — C54), LPE 14:1, FA (C16 — C22), Cer 39:0-3,
LPC 24:0, PS , HexCer 34:1-4.
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Zmeny v lipidovom profile medzi porovnavanymi skupinami sa daju pripisat
abnormdlnemu metabolickému sprdvaniu rakovinovych buniek. Rdzne podtypy
rakoviny prsnika sa navzajom odliSuju v spdsobe akym pozmefiuji svoj metabolizmus.
V tejto Stadii boli pouzité vzorky pacientiek, ktoré mali zvyCajne pozitivny test na
marker — estrogénovy receptor (ER), progesterénovy receptor (PR), jadrovy ne-
histonovy protein (KI-67) a ludsky receptor epidermalneho rastového faktora 2
(HER2+). Avsak niektoré pacientky mali pozitivne testy aj na nddorovy supresor p53
(p53). Tieto rozdiely mohli taktiez vyrazne ovplyvnit zmeny v lipidovom profile, ako aj
naSich vysledkov. VysSie uvedené markery ER, HER2+ ap53 si uzko spojené

z metabolizmom FA, ktorého metabolizmus bol podl'a vysledkov ovplyvneny najviac.

Metabolizmus FA v rakovinovych bunkidch je ovplyvneny metabolizmom
glukézy cez tzv. Warburgov efekt (Liberti & Locasale, 2016). Warburgov efekt
popisuje preferenciu rakovinovych buniek ku glykolyze, ako metabolickej drahe
produkujicej chemicki energiu aj v prostredi bohatom na kyslik za tvorby laktatu
(Zhang et al., 2021). Glukéza spolu s glutaminom poskytuji rakovinovym bunkdm
uhlikové skelety a zdroj dusika, pre syntézu Sirokej Skaly d’alSich metabolitov. Hned
ako sa v rakovinovej bunke z glukézy syntetizuje pyruvdt, a nasledne acetyl CoA, moze
zaCat syntéza FA (Obr. 32) (Nelson a Cox., 2017). Enzymom acetyl-CoA karboxyldza
je acetyl-CoA premietany na malonyl-CoA, ktory je vstupnou litkou de novo
lipogenézy (Obr. 32) (Nelson & Cox, 2017). V normdlnom tkanive je de novo
lipogenéza obmedzend len na hepatocyty a adipocyty, avSak rakovinové bunky sa
schopné tato anabolicka drahu reaktivovat (Obr.32) (Monaco, 2017). Zaroven su FA
komponentami mnohych dalSich lipidovych druhov, nakolko po vytvoreni kyseliny
palmitovej (FA 16:0), méze byt tato FA d’alej predlzovana alebo desaturovana (Chen &
Wang, 2021) (Obr.32). V doésledku toho FA prispievaju k obrovskej Strukturalnej
rozmanitosti lipidového profilu (Chen & Wang, 2021).

Rakovinové bunky su schopné prijimat FA aj exogénne Co spdsobuje ich
metabolicku flexibilitu (Obr.32) (Koundouros et al., 2020). Exogénny prijem FA je
sprostredkovany Specializovanymi transportérmi (Su & Abumrad, 2009), z ktorych
najlepSie popisanym je CD36 (Obr.32), znamy aj ako translokdza mastnych kyselin
(FAT) (Koundouros et al., 2020). T4to rodina transportnych proteinov mastnych kyselin
(FATP) a proteiny viazuce mastné kyseliny na plazmaticki membranu (FABPpm)

vykazuju zvysenu expresiu v nadoroch (Obr. 32) (Koundouros et al., 2020).

77



Glukéza

ﬁl GLUT1

O Exogénne FA

CD36

Glukoza

l Glykolyza

Acetat

@é@l

Pyruvat ——————————> Acetyl-CoA <

NADPH

LN

@ *. = @ !

Lipidové teliesk

DAG

TAG

t fi{a’t i CTQ@ \CDP-DAG
Fumari ¥ ; Ace'yll'&:;) oy ri;, PS
Sukcingt € o-ketoglutarate Malony;i::N T

/ Paiitét !»MUFAS
Glut e v@b

Sapienat

Obr. 32: Exogénny prijem a de novo syntéza FA rakovinovymi bunkami. Exogénny prijem je
sprostredkovany Specializovanymi prenasaémi — CD36, FATPs a FABPpm. FA si
nasledne uskladnené v lipidovych telieskach, z ktorych su vyuzivané pre produkciu
NADPH aacetyl-CoA B-oxidaciou. Zdrojom C, pre de novo lipogenézu je
v rakovinovych bunkédch glukéza, glutamin a acetdt na syntézu citrdtu. Palmitit je
syntetizovany postupne z citrdtu enzymatickou aktivitou ACLY, ACC a FASN.
Nasledne méze byt desaturovany, predizeny a tvorit in¢ lipidové druhy. Alternativnom
cestou desaturdcie palmitdtu je cez FADS2 a tvorbu sapienidtu namiesto palmitooledtu.
GLUT1-glukoézovy prenasac 1; MCT-monocarboxylatovy prenasac; CD36-diferenciany
klaster 36; FATPs-proteinové prenasace FA; FABPpm-protein viazuci FA; GLS,
glutamindza; IDH1/2- izocitrdtdehydrogendza; ACLY-ATP-—citratlydza; ACSS2-acyl-
CoA syntetdza; ACC-acetyl-CoA karboxyldza; FASN-syntetiza FA, MUFA-
mononenasytend FA; PUFAs-polynenasytend FA; SCD-stearoyl-CoA desaturdza;
FADS2- FA desaturdza 2; ELOVLs-elongdzy vel'mi dlhych FA; PA-kys. fosfatidovi;
TAG, DAG, PE, PG-phosphatidylglycerol; PS (prevzaté a upravené podl'a Koundouros
et al., 2020).

Metabolizmus lipidov je v rakovinovych bunkach znacne

ovplyvneny
v dosledku zvySenej hladiny estrogénu (Kulkoyluoglu-Cotul et al., 2019). ZvySené
mnozstvo estrogénu, za vzniku komplexu,

estrogén-ER, spdsobuje  nepriamo

aktivovani génovu transkripciu, pomocou protein-proteinovych interakcii s inymi
transkripnymi faktormi ako napr. pS3 (Shang, 20006; Jerry et al., 2010). Transkripcny
faktor p53, je nadorovy supresor, ktory, ovplyviiuje de novo lipogenézu v naddorovych
bunkéch prsnika, a jedna sa o najcastejSie mutovany gén pri rakovine prsnika (Liu et al.,
2014; Kruiswijk et al., 2015; Yue et al., 2017). Ako transkripény faktor, p53, reguluje
gény podiel'ajuce sa na procesoch proliferacie, opravy DNA, senescencie a bunkovej
smrti (Yue et al., 2017; Lacroix et al, 2020). VicSina mutéacii, pS3 najdenych

u pacientov je miss-sense, a vedie k stabilnej forme proteinu, ktord ziskava novu

funkciu s pro-nadorovym ucinkom (Liu et al., 2014; Yue et al., 2017).
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Estrogénom je taktiez ovplyvnena indukcia onkogénu c-Myc transkripcného
faktoru, ktory spusta proliferaciu a bunkovy cyklus (Obr. 33) (Butt et al., 2005).
Estrogén a c-Myc maju navzajom synergicky ucinok pri spusteni proliferacie (Cheng et
al.,, 2006; Wang et al., 2011). Myc reguluje expresiu génov asociovanych s prijmom
glukézy — transportéry GLUT1 (Osthus et al., 2000; Ying et al., 2012; Cox et al., 2018),
glutaminu a metabolizmom lipidov (Park et al, 2020). Spodsobuje up-reguliciu
glykolyzy a glutaminolyzy, napr. aktivaciou enzymov glykolyzy — glutaminaza,
hexokinaza 2 a fosfofruktokinaza (Osthus et al., 2000; Kim et al., 2004). Myc taktiez
up-reguluje, glykolyticky enzym, laktdtdehydrogendzu (LDH) v nddorovych bunkach, a
poskytuje tak molekuldrny zdklad Warburgovho efektu (Obr. 33) (Shim et al., 1997;
Martinez-Reyes et al., 202, Lewis et al., 2000; Doherty et al., 2013). C-Myc je taktiez
regulovany pomocou HER2+ cez signdlnu kaskddu RAS/RAF/MEK/ERK (Wang et al.,
2011). Aktivacia drahy RAS/RAF/MEK/ERK moze viest k progresii bunkového cyklu,
prezivaniu buniek, diferenciacii a migracif (Sears, 1999; Roberts & Der, 2007; Samatar

& Poulikaos, 2014).

Hypoxiou indukovatel'né faktory (HIF), ktoré vplyvaju na prezitie a rast nadorov
(Malik et al., 2012; Cheng et al., 2013; Zhang et al., 2021) st centrdlnym reguldtorom
homeostdzy kyslika v rakovinovych bunkach, a su taktiez regulované estrogénom
(Zhang et al., 2021). Ich transkripcia je aktivovand cez PI3K/Akt/mTOR signalnu drdhu
(Semenza, 2003; Semenza, 2013; Yang et al., 2015). HIF zvySuju glykolyzu
prostrednictvom transkripcnej up-reguldcie a fosforyldcie glukézovych transportérov,

¢im vplyvaju na rast, progresiu a metastazovanie (Zhang et al., 2021).

V pripade karcindmov prsnika obohatenych o HER2+, vedie vysoko aktivovand
signalizdcia HER2-PI3K-AKT-mTOR (Obr. 33) k aktivacii transkripéného faktora
viazuceho faktora 1 (SREBF1), ktory aktivuje expresiu kluCovych lipogénnych génov,
vritane syntdzy mastnych kyselin, citratlydzy a acetyl-CoA karboxyldzy (Zhao et al.,
2021). Tato aktivécia prispieva k agresivite HER2+ karcindmov prsnika (Mendez et al.,

2004; Portsmann et al., 2008; Ricoult et al., 2016; Zhao et al., 2021).
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Obr. 33: Onkogénne faktory reguluji metabolismus rakovinovych buniek. Dysregulované
tyrozinkinazové receptory aktivuju RAS alebo PI3K, MYC a/alebo mTOR. zvysSuje
syntézu proteinov z mRNA indukovanych MYC, aby sa zvysil prilev aminokyselin (AA
vratane glutaminu), glukozy a mastnych kyselin, ktoré poharaju syntézu mastnych
kyselin, nukleotidov a proteinov. Hypoxiou indukovatelné faktory HIFlo a HIF2a si
indukované mTOR alebo hypoxiou, ¢o vedie k aktivacii glykolytickej drahy s premenou
glukézy na laktét, ktory sa exportuje extraceluldirne. MYC aktivuje gény zapojené do
glykolyzy a presunu 3-fosfoglyceratu na produkciu serinu, ktory sa meni na glycin a
prispieva k metabolizmu jedn¢ho uhlika (1C). MYC tiez indukuje metabolizmus
glutaminu, zvySuje prijem glutaminu a glukézy a ich katabolizmus v cykle
trikarboxylovych kyselin (TCA), ¢im poskytuje zaklad pre syntézu mastnych kyselin a
nukleotidov. Ukazuje sa, Zze kyslik pomaha mitochondrialnemu elektrénovému
transportnému retazcu (ETC, so zobrazenymi komplexmi I-V) alebo inhibuje HIFla a
HIF2a tym, Ze sprostredkiva jeho proteazomdlnu degradiciu. aKG - a-ketoglutarat;
ARNT - jadrovy translokator aryl uhlovodikového receptora; MAX - faktor X
asociovany s MYC; OAA - oxalacetit; Suc-CoA — sukcinyl-koenzym A (prevzaté
a upraven¢ podla Stine et al., 2022).
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Medzi najdolezitejSie funkcie lipidov odvodenych od FA patri tvorba
biologickych membrédn, moduldcia ich tekutosti a uchovdvanie zdsob energie v podobe
TG uskladnenych v lipidovych telieskach (Nelson & Cox, 2017). Pomocou de novo
lipogenézy si rakovinové bunky syntetizuju vidcSie mnozstvo nasytenych
a mononenasytenych FA, ktoré st velmi stabilné pri ich inkorporacii do
cytoplazmatickej membrany dochddza k znizeniu jej fluidity (Chen & Wang, 2021).
Tento mechanizmus je v rakovinovych bunkach vyuzivany na ochranu pred oxidacnym
poskodenim  (peroxidaciou) reaktivnymi  formami kyslika (ROS) alebo
chemoterapeutikami (napr. doxorubicin), ktoré by mohli vyvolat apoptézu (bunkovu

smrt’) (Rysman et al., 2010).

Zmena lipidového profilu Cer bola pravdepodobne tiez sposobend ovplyvnenym
metabolizmu Cer v rakovinovych bunkdch. Syntéza Cer sa skladéd z troch separdtnych
metabolickych dréh — salvage, sfingomyelinové a de novo (Obr. 34) (Moro et al., 2018).
De novo draha je ovplyvnena mnozstvom cytoplazmatického palmitoyl-CoA, ktory
vznikd lipogenézou, a s rasticou koncentriciou palmitoyl-CoA dochadza k zvySovaniu
syntézy Cer de novo (Obr. 34) (Pinton et al., 2001; Chung et al., 2017). Mnohé studie
poukazuju na rolu Cer ako dolezitej signalnej molekuly pri apoptotickej odpovedi
rakovinove] bunky na spustace apoptdzy, akymi si tumor necrosis faktor (TNFa),
hypoxia, poskodenie DNA alebo chemoterapeutikda (Garcia-Gonziles et al., 2018).
Deacyldciou ceramidu za vzniku sfingozinu, ktorého fosforyldciou vznika sfingozin-1-
fosfatu (S1P) (Obr.34), o ktorom sa predpoklada, ze dokaze regulovat’ bunkovy rast,
prezitie a migrdciu rakovinovej bunky cez intracelulirne ako aj receptorom

sprostredkované mechanizmy (Ponnusamy et al., 2010).
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Obr. 34: Metabolické drdhy ceramidov v tkanive rakoviny prsnika. Cer sd tvorené hlavnymi
drahami, ako su cesta de novo, salvage a sfingomyelinova. Cer mbze byt fosforylovany
na ceramid-1-fosfat (C1P), rozkladany na sfingozin a fosforylovany na sfingozin-1-fosfat
(S1P) (prevzaté a upravené podl'a Moro et al., 2017).

Nedédvno objavenym reguldtorom lipogenézy bola serylaminoacyl tRNA syntetdza
(SerRS), s klasickou funkciou viazania serinu na jeho pribuznd tRNA, pre biosyntézu
proteinov (Zhao et al., 2021). Pocas evolucie SerRS u stavovcov ziskala unikatnu
karboxylovi doménu, ktora obsahuje jadrovy lokaliza¢ny signal (Elstrom et al., 2004).
V jadre SerRS posobi ako transkripény represor génov podielajucich sa na biosyntéze
lipidov de novo (Xu et al., 2010). Biologicky vyznam jadrového SerRS, pri rakovine
prsnika spociva v korelacii zvySenej SerRS, s lepSim klinickym vysledkom pacientok s
rakovinou prsnika (Wise et al., 2008). Jadrova translokdcia SerRS je ovplyvnena
hladinou glukdzy a je vplyvom na acetylaciu SerRS na zvysku lyzinu 323 (K323) (Zhao
et al., 2021). Pri experimentoch s knock-in mySami nesuce mutaciu SerRS, ktorého
lyzin nebol acetylovany v jednej alele génu SerRS, vykazovali — znizenu jadrovu
lokalizaciu SerRS, vyS§siu telesnii hmotnost ako aj zvySent hmotnost’ tukového tkaniva,
¢o potvrdzuje vplyv SerRS na regulaciu metabolizmu lipidov v rakovinovych bunkich

(Zhao et al., 2021).
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6. ZAVER

Tato diplomova praca bola zamerand na lipidomickd analyzu s vyuzitim odberového
systému apokrinného potu SLIDE podl'a Kvasnicka et al., 2021 na vzorkach pacientiek
s histologicky potvrdenim karcindmom prsnika. Teoreticka Cast sa zameriaval na
charakterizaciu potnych Zliaz, popis zloZenia a patofyziologie potu. Dalej boli zhrnuté
poznatky o lipidomike a lipidove] nomenklatare, ako aj popis aktualne pouzivanych
metéd extrakcie aanalyzy vzorieck v lipidomike a Statistické vyhodnotenie

lipidomickych dat. Vysledky tejto prace priniesli niz§ie uvedené zavery.

6.1. Cielena lipidomicka analyza apokrinného potu

Uspesne bola otestovana lipidomicka analyza podla Kvasnicka et al, (2021) na
klinickych vzorkach apokrinného potu. Pomocou cielenej lipidomickej analyzy boli pri
porovnani lipidovych profilov ndjdené rozdiely medzi skupinou vzoriek pacientiek
a kontrolnych vzoriek zdravych subjektov. Pomocou technik §tatistickej analyzy bolo
vyselektovanych 19 lipidov, ktoré maju potencial sluzit’ ako biomarkery pri diagnostike
rakoviny prsnika z apokrinného potu. Celkovo najvacsie zmeny boli pozorované pri
triedach lipidov — TG a FA. Vyznamné zmeny boli pozorované pri triedach lipidov SM,
PC, PE, LPE. LPC, DG aCer. Zmeny v lipidovom profile boli pravdepodobne

spOsobené zmenou metabolizmu v rakovinovych bunkach.

6.2. Perspektiva lipidomickej analyzy neinvazivne odobraného
apokrinného potu pri skriningu rakoviny prsnika

Buduacnost’ analyzy klinickych vzoriek tkvie v jednoduchom, rychlom a hlavne
neinvazivom odbere vzoriek v kombindcii s rychlymi, presnymi a robustnymi metédami
analyzy. Cielom tejto prace bolo aplikovat presne takiito analyzu. Jej vysledky
potvrdili, ze ma schopnost rozliSovat' pacientov od vzoriek zdravych kontrol, ktoré
realne odrazaji zmeny v metabolizme rakovinovych buniek popisanych v literature.
Vysledny stbor 19 lipidov patriacich do skupin TG, FA, Cer, HexCer, PS, LPE a LPC,
ktorych schopnost rozliSovat’ skuto¢ne pozitivnych a faloSne pozitivnych sa pohybovala
vrozmedzi 70% — 90%, maji potencial stat’ sa biomarkermi pre rakovinu prsnika
a sluzit’ na skoru diagnostiku. AvSak pre zavedenie tejto metddy do skriningu rakoviny
prsnika bude v buducnosti nutna valida¢na Studia s vac¢§im poctom vzoriek a medzi

vacsim mnozstvom odberovych miest.
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8. ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

ACC
ACCS2
ACLY
AD

ANOVA
ARNT
AUC
C1pP
CDI15
CD36
CD44
CE

Cer

CF
CFTR
CM
c-Myc
DG
ELOVL
ER

ER
ERK

ES

ESI
ETC
FA
FADS2
FASN
FATP
GA

GL
GLS
GLUT1
GP
Her2+
HexCer
HIF
IDH
IPA

IS
K167
LB

LC
LC-MS

acetylkoenzym A karboxyldza (EC 6.4.1.2)
acylkoenzym A syntetdza (EC 6.2.1.3)
citratlyaza (EC 2.3.3.8)

atopickd dermatitida

proteinkindza Akt (EC 2.7.11.1)

analyza variacii

jadrovy prenasac aryl uhlovodikového retazca
plocha pod krivkou

ceramid- 1-fosfat

myelomonocytny marker

prenasac extracelularnych mastnych kyselin
membranovy glykoprotein CD44

cholesteryl ester

ceramid

cysticka fibréza

transmembranovy reguldtor vodivosti pri cystickej fibroze
cytoplazmatickd membrana

transkripény faktor c-Myc

diacylglycerol

elongéaza vel'mi dlhych mastnych kyselin (EC 2.3.1.199)
endoplazmatické retikulum

estrogénovy receptor

proteinkindza regulovand extracelularnym signdlom
(EC 2.7.11.24)

extrakény roztok

ionizdcia elektrosprejom

elektronovy transportny retazec

vol'na mastna kyselina

acyl koenzym A-6-desaturdza (EC 1.14.19.3)
syntdza mastnych kyselin (EC 2.3.1.85)
transportny protein mastnych kyselin

Golgiho aparat

glycerolipid

glutaminsyntdza (EC 6.3.1.2)

glukézovy transportér 1

glycerofosfolipidy

'udsky receptor epidermalneho rastového faktora
hexosylceramid

faktory vyvolané hypoxiou
izocitratdehydrogendza (EC 1.1.1.42)
izopropanol

vnatorny Standard

jadrovy nehisténovy protein K167

Lipid Bank

kvapalinovd chromatografia

kvapalinovd chromatografia spojend s hmotnostnou
spektrometriou
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LDA
LDH
LM
LMSD
InPQN
LOESS
LPC
LPE
Mi

MALDI
MAX
MCT
MeCN
MEK
MRM
MS
mTOR
MUFA
N

NdS
NF

NR

NS

0]
OAA
OPLS-DA
pl
P13K
pS3

PA

PC
PCA
PCO
PE
PEO
PG

PI

PK
PLS-DA
PQN
PR

PR

PS
PUFA
Q1

Q3

QC
QqQ

linearna diskrimina¢na analyza
laktatdehydrogendza (EC 1.1.1.27)

LIPID MAPS

LIPID MAPS Sstruktirna databaza
probabilistic quotient normalisation

locally estimated scatterplot smoothing
lyzofosfatidylcholin

lyzofostatidyletanolamin

mitochondrie

vzdialené metastazy

pomer hmotnosti a vel'kosti naboja

Matrix assisted laser desorption/ionization
faktor X asociovany s transkripénym faktorom c-Myc
monokarboxyldtovy prenasac

acetonitril

mitogénom aktivovana proteinkindza kindza (EC 2.7.12.2)
monitoring viacndsobnych reakcfif
hmotnostna spektrometria

cicavcCia ciel'ova kindza rapamycinu (EC 2.7.11.1)
mononenasytend mastnd kyselina

regiondlne lymfatické uzliny

sfinganiny a nehydroxylované mastné kyseliny
normdlna fiza

nerozpustny zostatok proteinu
4-hydroxysfingeniny a nehydroxylované mastné kyseliny
oktanol

oxalacetat

ortogonalna diskriminacné analyza

hodnota kovariancie

fosfatidylinozitl-3-kindza (EC 2.7.1.154)
nddorovy supresor

kyselina fosfatidova

fosfatidylcholin

analyza hlavnych komponentov

plasmalogén fosfatidylcholin
fosfatidyletanolaminy

plazmalogén fosfatidyletanolamin
fosfatidylglycerol

fosfatidylinizitol

polyketid

diskriminacna analyza

pravdepodobnostny kvocient

prenolovy lipid

receptor progesteronu

fosfatidylserin

polynenasytend mastnd kyselina

prvy kvadrupdl

treti kvadrupdl

kontrola kvality

trojity kvadrupdl
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RAF
RAS

ROC

It

S1P
SCD
SerRS
SL

SM

SP
SREBF1
SRM
ST
Suc-CoA

TCA
TG
TNF-a
TOF
VN
VOC

proteinkindza RAF (EC:2.7.11.1)

Ras protein s GTP-dzovou aktivitou (EC 3.6.5.2)
reverznd faza

receiver operating characteristic

retencny cas

sfingozin-1-fosfat

stearoylkoenzym A desaturdza (EC 1.14.19.1)
serylaminoacyl-tRNA syntetdza (EC 6.1.1.11)
sacharolipid

sfingomyelin

sfingolipid

transkripcny faktor 1 viazuci sterolové regulacné prvky
Standardny referencny material

sterolové lipidy

sukcinylkoenzym A

vel'kost’ primarneho nadora

cyklus trikarboxylovych kyselin
triacylglycerol

tumor necrosis faktor o

analyzétor doby letu

vel'kost’ nadoru

prchavé organické molekuly

voda
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9. PRILOHY

Priloha 1: Zlozenie zmesi Standardov SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, USA).

Standard Koncentracia Sumérny vzorec Presna , Molekulov,é
(ng/ml) hmotnost hmotnost

15:0-18:1(d7) PC 160 C41H73 D7 NOsg P 752.606 753.093
15:0-18:1(d7) PE 5 Cs33Hs7D7NOsP 710.559 711.013
15:0-18:1(d7) PS 5 C39Hss D7 NNaOyo P 776.531 777.004
15:0-18:1(d7) PG 30 C39Hg7D7NaOyo P 763.536 764.006
15:0-18:1(d7) PI 10 C42H75D7NO, 3P 846.596 847.116
15:0-18:1-d7-PA 7 Cs6He1D7NaOsP 689.499 689.927
18:1(d7) LPC 25 Co6HasD7NO7P 528.392 528.71

18:1(d7) LPE 5 Ca3H30D7NO;P 486.345 486.631
18:1-d7-cholesterol 350 C4sH71 D7Os 657.644 658.143
18:1(d7) MG 2 C21H33 D704 363.337 363.583
15:0-18:1(d7) DG 10 C36Hs1 D705 587.551 587.965
15:0-18:1(d7)-15:0 TG 55 Cs1Hso D70s 811.765 812.347
18:1(d9) SM 30 C41H72 DoN2OgP 737.64 738.121
Cholesterol (d7) 100 C»7H390D4 393.399 393.697
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Priloha 2: Pozitivny méd merania LC-MS/MS

Lipid Q1 (m/z) Q3 (m/z) rt(min)
PS(15:0-18:1-d7)_(HG, 185) 755,556 570,547 5,49
PI(15:0-18:1-d7)_(HG,260) 847,604 570,547 5,37
PG(15:0-18:1-d7)_(HG,172) 759,588 570,547 5,57
CE(18:1-d7) 675,7 3694 12,78
PC(15:0/18:1-d7) 753,6 184,1 6,9
Cholesterol(d7) 376,4 376,4 4,8
TG(15:0/18:1-d7/15:0) 829,8 570,5 12,38
SM(d18:1/18:1-d9) 738,6 184,1 6,52
SM(d18:1/18:1-d9)_LCB 738,6 264,3 6,52
LPC(18:1-d7) 529,4 184,1 1,5
DG(15:0/18:1-d7) 605,6 346,3 8,48
PE(15:0/18:1-d7) 711,6 570,5 7,1
LPE(18:1-d7) 4874 346,3 1,5
Cer(d18:1(d7)/15:0) 531,5 271,3 6,8
Cholesterol 369.4 369.4 4.8
CE(16:1) 640,6 3694 12,4
CE(18:0) 670,6 369.4 13,3
CE(18:1) 668,6 369.4 12,9
CE(20:0) 698,7 369.4 13,7
CE(20:1) 696,7 369.4 13,3
CE(24:0) 754,71 3694 14,4
CE(24:1) 752,77 3694 14
Cer(32:0-2)_d18:0/14:0 512,5 266,3 6,8
Cer(32:2-3)_d16:1/16:1 508,5 236,2 6
Cer(33:0-2)_d18:0/15:0 526,5 266,3 7,2
Cer(33:2-1)_d16:0/17:2 522,5 238,3 6,5
Cer(33:2-2)_d16:1/17:1 5225 236,2 6,5
Cer(33:2-3)_d18:1/15:1 5225 264,3 6,5
Cer(34:0-2)_d18:0/16:0 540,5 266,3 7,7
Cer(34:0-3)_d20:0/14:0 540,5 3123 7,8
Cer(34:1-4)_d18:1/16:0 538,5 264,3 7.4
Cer(34:1-5)_d18:0/16:1 538,5 266,3 7,3
Cer(34:2-1)_d16:0/18:2 536,5 238,3 7
Cer(34:2-5)_d16:1/18:1 536,5 236,2 7
Cer(34:2-6)_d18:1/16:1 536,5 264,3 7
Cer(34:3-4)_d18:2/16:1 534,5 2622 6,2
Cer(35:0-2)_d18:0/17:0 554,6 266,3 8,2
Cer(35:2-3)_d18:1/17:1 550,5 264,3 7.4
Cer(36:0-2)_d18:0/18:0 568,6 266,3 8,6
Cer(36:0-3)_d20:0/16:0 568,6 3123 8,6
Cer(36:2-4)_d16:1/20:1 564,5 236,2 8
Cer(36:2-5)_d18:1/18:1 564,5 264,3 7,9
Cer(36:2-7)_d20:1/16:1 564.,5 3103 7,9
Cer(36:3-1)_d18:2/18:1 562,5 2622 7,2
Cer(37:0-2)_d18:0/19:0 582,6 266,3 9
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Cer(37:0-3)_d20:0/17:0
Cer(37:2-3)_d20:1/17:1
Cer(38:0-2)_d18:0/20:0
Cer(38:0-3)_d20:0/18:0
Cer(38:1-1)_d16:1/22:0
Cer(38:1-3)_d18:1/20:0
Cer(38:1-4)_d18:0/20: 1
Cer(38:2-4)_d16:1/22:1
Cer(38:2-5)_d18:1/20:1
Cer(38:2-7)_d20:1/18:1
Cer(38:6-1)_d18:1/20:5
Cer(39:0-3)_d20:0/19:0
Cer(40:0-2)_d18:0/22:0
Cer(40:1-1)_d16:1/24:0
Cer(40:2-3)_d16:1/24:1
Cer(40:2-4)_d18:1/22:1
Cer(40:3-4)_d18:1/22:2
Cer(41:1-1)_d16:1/25:0
Cer(41:1-2)_d18:1/23:0
Cer(42:0-2)_d18:0/24:0
Cer(42:1-1)_d16:1/26:0
Cer(42:1-2)_d16:0/26:1
Cer(42:1-3)_d18:1/24:0
Cer(42:2-3)_d18:1/24:1
Cer(42:5-1)_d20:0/22:5
Cer(43:0-1)_d18:0/25:0
Cer(43:1-1)_d18:1/25:0
Cer(44:0-1)_d18:0/26:0
Cer(44:0-2)_d20:0/24:0
Cer(44:1-1)_d18:1/26:0
Cer(44:1-4)_d20:0/24: 1
Cer(44:2-1)_d20:1/24:1
Cer(44:2-2)_d18:1/26:1
Cer(44:3)_d18:2/26:1
Cer(45:0)_d20:0/25:0
Cer(46:0)_d20:0/26:0
Cer(46:1-1)_d20:1/26:0
Cer(46:2)_d20:1/26:1
DG(30:0-6)_DG(15:0/15:0)
DG(30:1-1)_DG(14:0/16:1)
DG(31:0-6)_DG(15:0/16:0)
DG(31:1-6)_DG(15:0/16:1)
DG(32:1-8)_DG(16:0/16:1)
DG(32:2-7)_DG(16:1/16:1)
DG(33:2-5)_DG(15:1/18:1)
DG(34:2-3)_DG(14:1/20:1)
DG(35:2-3)_DG(15:1/20:1)
DG(36:2-2)_DG(14:1/22:1)

582,6
578,6
596,6
596,6
594,6
594,6
594,6
592,6
592,6
592,6
584.5
610,6
624,6
622,6
620,6
620,6
618,6
636,6
636,6
652,7
650,6
650,6
650,6
648,6
642,6
666,7
664,7
680,7
680,7
678,7
678,7
676,7
676,7
674,6
694,7
708,7
706,7
7047
558.5
556,5
572,5
570,5
584.5
582,5
596,5
610,5
624,6
638.,6

3123
264,3
266,3
3123
236,2
264,3
266,3
236,2
264,3
3103
264,3
3123
266,3
236,2
236,2
264,3
264,3
236,2
264,3
266,3
236,2
2383
264,3
264,3
3123
266,3
264,3
266,3
3123
264,3
3123
3103
264,3
264,3
3123
3123
3103
3103
299,3
285,2
299,3
299,3
3133
3113
2972
283,2
2972
283,2
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8,4
9,4
9,4
9.3
9,2

8,9
8,8
8,8
6,9
9,7
10,1
10,1
9,7
9,6
8,8
10,4
10,3
10,8
10,7
10,4
10,6
10,3
83
11,1
11
11,4
11,3
11,3
11,1
10,9
11
10,2
11,6
11,9
11,4
11,2

7.4
8,4
7,8
83
7,7

82
8,7
9,1



DG(36:2-4)_DG(16:1/20:1)
DG(36:2-8)_DG(18:1/18:1)
DG(36:3-1)_DG(14:1/22:2)
DG(37:2-2)_DG(15:1/22:1)
DG(38:2-3)_DG(16:1/22:1)
DG(38:2-6)_DG(18:1/20:1)
DG(38:3-1)_DG(16:1/22:2)
HexCer(32:2-4)_d18:1/14:1
HexCer(34:1-4)_d18:1/16:0
HexCer(34:2-2)_d18:0/16:2
HexCer(34:2-5)_d18:1/16:1
HexCer(36:2-4)_d16:1/20:1
HexCer(36:2-5)_d18:1/18:1
HexCer(38:1-3)_d18:1/20:0
HexCer(38:2-5)_d18:1/20:1
HexCer(40:2-4)_d18:1/22:1
HexCer(42:4-2)_d20:1/22:3
LPC(16:0)

LPC(16:1)

LPC(18:0)

LPC(18:1)

LPC(18:2)

LPC(20:0)

LPC(20:1)

LPC(20:3)

LPC(20:4)

LPC(22:0)

LPC(24:0)

LPC(26:0)

LPE(14:1)

LPE(16:0)

LPE(18:1)

LPE(18:2)

LPE(20:1)

PC(32:0)

PC(32:1)

PC(33:1)

PC(34:1)

PC(34:2)

PC(34:5)

PC(35:1)

PC(35:2)

PC(36:1-1)

PC(36:2-1)

PC(36:3-1)

PC(36:4-1)

PC(36:4-2)

PC(36:8)

638.,6
638.,6
636,6
652,6
666,6
666,6
664.,6
670,5
700,6
698.,6
698.,6
726,6
726,6
756,6
754,6
782,7
806,7
496,3
494,3
5244
5224
520,3
5524
550,4
546,4
544,3
580,4
608.,5
636,5
4242
4543
480,3
4783
508,3
734,6
732,6
746,6
760,6
758.,6
752,5
774,6
772,6
788,6
786,6
784,6
782,6
782,6
774.5

3113
3393
283,2
2972
3113
3393
3113
264,3
264,3
266,3
264,3
236,2
264,3
264,3
264,3
264,3
3103
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
283,2
3133
3393
3373
3673
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
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9,1
9,1
85
9,5
9.9
9.9
9.3
5,4
6,7
6,4
6,4
7,5
7.4
8,6
83
9,1
8,4
1,5
1,3
1,9
1,5
1,3
2,6

1.4
1,3
35
4,6
5,8
1,3
1,5
1,6
1,3
2,1
73
6,6

7,5
6,7
4,9
7,9
7,2
83
7,7
6,9
6,7
6,2
4,5



PC(38:2-1)
PC(38:4-1)

PC(40:2-1)

PC(40:3)

PC(42:2-1)

PC(42:3)

PC(0-32:0)
PC(0-32:1-2)
PC(0-34:0)
PC(0-34:2-2)
PC(0-38:1-1)

PE(34:1)

PE(34:2)

PE(35:1)

PE(36:1-1)

PE(36:2-1)

PE(36:3-1)

PE(38:2)

PE(40:7)
PE(0-34:2-1)_16:0p/18:1
PE(0-36:2-2)_18:0p/18:1
PE(0-36:3-2)_18:0p/18:2
PE(0-36:3-4)_18:1p/18:1
PE(0-36:5-1)_16:0p/20:4
PE(0-38:5-2)_18:0p/20:4
SM(28:0)

SM(30:0)

SM 30:0_SM 18:0;2/12:0
SM(31:1)

SM(32:0)

SM(32:1)

SM 32:1_SM 16:1;2/16:0
SM 32:1_SM 18:1;2/14:0
SM 33:1_SM 17:1;2/16:0
SM(33:0)

SM(33:1)

SM(34:0)

SM 34:0_SM 16:0;2/18:0
SM 34:0_SM 18:0;2/16:0
SM(34:1)

SM 34:1_SM 16:1;2/18:0
SM 34:1_SM 18:1;2/16:0
SM 34:1_SM 19:0;2/15:1
SM 34:1_SM 19:1;2/15:0
SM(35:0)

SM(36:0)

SM 36:0_SM 16:0;2/20:0
SM 36:0_SM 18:0;2/18:0

814.,6
810,6
842,7
840,6
870,7
868,7
720,6
718,6
748,6
744,6
802,7
718.5
716,5
732,6
746,6
744,6
742,5
772,6
790,5
702,5
730,6
728,6
728,6
724.5
752,6
621,5
649,5
649,528
661,5
677,6
675.5
675,544
675,544
689,559
691,6
689.,6
705,6
705,591
705,591
703,6
703,575
703,575
703,575
703,575
719,6
733,6
733,6
733,6

184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
184,1
5775
575.5
591,5
605,6
603,5
601,5
631,6
649,5
364
392
392
390
364
392
184,1
184,1
266,284
184,1
184,1
184,1
236,237
264,269
250,253
184,1
184,1
184,1
238,237
266,284
184,1
236,237
264,269
280,3
278,284
184,1
184,1
238,237
266,284
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8,4
72
9,1
8,7
9,8
9.3
7,8
7,8
8,7

9,5
7,6
6,9

85
7,8
7.1
8,6
6,7
8,1

8,4
83
7.4
83
3,7
4,7
4,1
4,8
5,6
53
53
53
53
6,1
5,8
6,6
6,6
6,6
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
72
7,6
7,6
7,6



SM(36:1)
SM 36:1_SM 16:1;2/20:0
SM 36:1_SM 18:1;2/18:0
SM(36:2)

SM 36:2_SM 18:1;2/18:1
SM 36:2_SM 18:2;2/18:0
SM(37:0)

SM(38:0)

SM(38:1)

SM 38:1_SM 16:1;2/22:0
SM 38:1_SM 18:1;2/20:0
SM(39:0)

SM(40:0)

SM(41:0)

SM(41:1)

SM 41:1_SM 17:1;2/24:0
SM 41:1_SM 18:1;2/23:0
SM(41:2)

SM 41:2_SM 17:2;2/24:0
SM 41:2_SM 18:1;2/23:1
SM 41:2_SM 18:2;2/23:0
SM(42:1)

SM(42:2)

SM 42:2_SM 18:1;2/24:1
SM 42:2_SM 18:2;2/24:0
SM(43:2)
TG(42:0)_FA14:0
TG(43:1)_FAI6:1
TG(44:0)_FA14:0
TG(44:1)_FA16:1
TG(45:0)_FA16:0
TG(45:1)_FAI6:1
TG(45:2)_FAI6:1
TG(46:0)_FA16:0
TG(46:1)_FA16:1
TG(46:2)_FA16:1
TG(47:0)_FA16:0
TG(47:1)_FAI6:1
TG(47:2)_FAI6:1
TG(47:3)_FA16:1
TG(48:0)_FA16:0
TG(48:1)_FA16:0
TG(48:2)_FAI6:1
TG(48:3)_FAI6:1
TG(49:1)_FA16:0
TG(49:2)_FAI16:1
TG(49:3)_FA16:1
TG(50:0)_FA16:0

731,6
731,606
731,606

729,6
729,591
729,591

747,6

761,7

759,6
759,638
759,638

775,7

789,7

789,7
801,684
801,684
801,684

799,7
799,669
799,669
799,669

815,7

813,7
813,684
813,684

827,7

740,7

752,7

768,7
766,692

782,7

780,7

778,7

796,7

794,7

792,7

810,8

808,7

806,7

804,7

824.,8

822,8

820,7

818,7

836.8

834.,8

832,7

852,8

184,1
236,237
264,269

184,1
264,269
262,253

184,1

184,1

184,1
236,237
264,269

184,1

184,1

184,1

184,1
250,253
264,269

184,1
248,237
262,253
262,253

184,1

184,1
264,269
262,253

184,1

495.4

4814

523,5
495,441

509,7

509,5

5074

523,5
523,472

521,5

537.8

5374

5357

533,5

551,5

549,5

549,5

547.5

563,5

563,5

561,5

579,5

104

73
73
73
6,5
6,5
6,5
8,1
8,5
83
83
83
8,9
9,4
10
9,7
9,7
9,7
8,7
8,7
8,7
8,7
9,9
9,1
8,27
8,5
9,5
11,6
11,5
12
11,7
12,3
11,9
11,6
12,5
12,2
11,8
12,7
12,4
12,1
11,7
12,9
12,6
12,3
12
12,8
12,5
12,2
13,2



TG(50:1)_FAI6:0
TG(50:2)_FAI16:1
TG(50:3)_FAI6:1
TG(50:4)_FA18:2
TG(51:2)_FAIS8:1
TG(52:2)_FAIS8:1
TG(52:3)_FAIS8:1
TG(52:4)_FAI6:1
TG(54:2)_FAIS8:1
TG(54:3)_FAIS8:1
TG(54:4)_FAIS8:1
TG(54:5)_FA18:2
TG(54:6)_FA18:2

850,8
848.,8
846,8
8447
862,8
876,8
874.,8
872,8
904.,8
902,8
900,8
898.8
896.8

5775
5775
575.5
547.5
563,5
5775
575.5
601,5
605,5
603,5
601,5
601,5
599.5

12,9
12,7
12,4
12,1
12,8
13
12,7
12,4
13,3
13
12,7
12,3
11,9
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Priloha 3: Negativny méd merania LC-MS/MS

Nézov lipidu Ql(m/z) Q3 (m/z) rt(min)
15:0-18:1(d7) 740,552 153 5,56
PG_SPLASH_2

15:0-18:1(d7) 828,56 241 537
PI_SPLASH_2

15:0-18:1(d7) 740,552 288,298 5,56
PG_SPLASH_I

15:0-18:1(d7) 828,56 288,298 537
PI_SPLASH_I

15:0-18:1(d7) 753,547 288,298 5,49
PS_SPLASH_I

15:0-18:1(d7) 753,547 666,547 5,49
PS_SPLASH_2

15:0-18:1(d7) 811,625 288,298 7
PC_SPLASH_18:1d7

15:0-18:1(d7) 709,557 288,298 7
PE_SPLASH_18:1d7

FA_20:4_d8 311,2 311,2 1,7
FA_18:1_d9 290,2 290,2 2
FA 16:0 255.2 255.2 1.8
FA 16:1 2532 2532 1,5
FA 18:0 283,3 2833 23
FA 18:1 2812 2812 1,9
FA 18:2 279,2 279,2 1,6
FA 20:1 309,3 309.3 2,5
FA 20:2 307,3 307,3 2,1
FA 20:3 305,2 305,2 1,7
FA 20:4 303,2 303,2 L5
FA 22:0 339,3 339.3 43
FA 22:2 3353 3353 2,7
FA 22:3 3333 3333 23
FA 22:4 331,3 3313 1.9
FA 23:0 3533 3533 4.9
FA 24:0 367,4 367,4 55
FA 24:1 365,3 365.3 4.4
FA 25:0 381,4 381,4 6,1
FA 26:0 395,4 395,4 6,7
PI(34:1-1) 835,5 241 5.8
PI(34:1)_PI(14:0/20:1) 835534 309,28 5.8
PI(34:1)_PI(16:0/18:1) 835,534 281,249 5.8
PI(34:1)_PI(18:0/16:1) 835,534 253217 5.8
PI(36:1-2) 863,6 241 6,7
PI(36:1)_PI(16:0/20:1) 863,565 309,28 6,7
PI(36:1)_PI(18:0/18:1) 863,565 281,249 6,7
PI(36:1)_PI(20:0/16:1) 863,565 253217 6,7
PI(36:2-1) 861,5 241 6
PI(36:2)_PI(16:0/20:2) 861,55 307,264 6
PI(36:2)_PI(18:0/18:2) 861,55 279233 6
PI(36:2)_PI(18:1/18:1) 861,55 281,249 6
PS(34:1-2) 760,5 673.5 5.9
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PS(34:1)_PS(14:0/20:1)
PS(34:1)_PS(16:0/18:1)
PS(34:1)_PS(18:0/16:1)
PS(34:2-1)
PS(34:2)_PS(14:0/20:2)
PS(34:2)_PS(16:0/18:2)
PS(34:2)_PS(18:1/16:1)
PS(36:1-1)
PS(36:1)_PS(16:0/20:1)
PS(36:1)_PS(18:0/18:1)
PS(36:1)_PS(20:0/16:1)
PS(36:2-1)
PS(36:2)_PS(16:0/20:2)
PS(36:2)_PS(18:0/18:2)
PS(36:2)_PS(18:1/18:1)
PS(36:3-1)
PS(36:3)_PS(16:0/20:3)
PS(36:3)_PS(18:0/18:3)
PS(36:3)_PS(18:1/18:2)
PS(38:2-1)
PS(38:2)_PS(18:0/20:2)
PS(38:2)_PS(18:1/20:1)
PS(38:2)_PS(20:0/18:2)
PS(38:4-1)
PS(38:4)_PS(16:0/22:4)
PS(38:4)_PS(18:0/20:4)
PS(38:4)_PS(18:1/20:3)
PS(38:4)_PS(18:2/20:2)
PS(38:6-2)
PS(38:6)_PS(16:0/22:6)
PS(38:6)_PS(18:1/20:5)
PS(38:6)_PS(18:2/20:4)
PS(40:6-2)
PS(40:6)_PS(18:0/22:6)
PS(40:6)_PS(18:1/22:5)
PS(40:6)_PS(18:2/22:4)
PS(40:7-1)
PS(40:7)_PS(18:1/22:6)
PS(40:7)_PS(18:2/22:5)
PS(42:7)

PC(32:1)_PC 14:0-
18:1_FA 18:1(+0)
PC(32:1)_PC 16:0-
16:1_FA 16:1(+0)
PC(33:1)_PC 15:0-
18:1_FA 15:0(+0)
PC(33:1)_PC 16:0-
17:1_FA 17:1(+0)
PC(34:1)_PC 16:0-
18:1_FA 18:1(+0)
PC(34:1)_PC 16:1-

760,513
760,513
760,513
758.5
758,498
758,498
758,498
788.5
788,545
788,545
788,545
786,5
786,529
786,529
786,529
784.5
784,513
784,513
784,513
814.,6
814,56
814,56
814,561
810,5
810,529
810,529
810,529
810,529
806.5
806,498
806,498
806,498
8345
834,529
834,529
834,529
8325
832,513
832,513
860.5
790,56

790,56
804,576
804,576
818,592

818,592

309,28
281,249
253,217

671,5
307,264
279,233
281,249

701,5

309,28
281,249
253,217

699,5
307,264
279,233
281,249

697.5
305,249
277,217
279,233

727,6
307,264

309,28

279,234
723.5
331,264
303,233
305,249
307,264
719,5
327,233
301,217
303,233
747.5
327,233
329,249
331,264
745.5
327,233
329,249
773.5
281,249

253,217
241,217
267,233
281,249

283,264

107

5,9
5,9
5,9
5,1
5,1
5,1
5,1
6,8
6,8
6,8
6,8
6,1
6,1
6,1
6,1
53
53
53
53
6,9
6,9
6,9
6,9
5,6
5,6
5,6
5,6
5,6
4,8
4,8
4,8
4,8
5,8
5,8
5,8
5,8

5,9
6,6

6,6

7,5

7,5



18:0_FA 18:0(+0)

PC(34:2)_PC 16:0-
18:2_FA 18:2(+0)
PC(34:2)_PC 16:1-
18:1_FA 16:1(+0)
PC(35:1)_PC 17:0-
18:1_FA 17:0(+0)
PC(35:2)_PC 17:0-
18:2_FA 18:2(+0)
PC(36:1)_PC 16:0-
20:1_FA 16:0(+0)
PC(36:1)_PC 18:0-
18:1_FA 18:1(+0)
PC(36:2)_PC 16:0-
20:2_FA 20:2(+0)
PC(36:2)_PC 18:0-
18:2_FA 18:2(+0)
PC(36:2)_PC 18:1-
18:1_FA 18:1(+0)
PC(36:3)_PC 16:0-
20:3_FA 20:3(+0)
PC(36:3)_PC 18:1-
18:2_FA 18:2(+0)
PC(36:4)_PC 16:0-
20:4_FA 20:4(+0)
PC(36:4)_PC 18:1-
18:3_FA 18:3(+0)
PC(36:4)_PC 18:2-
18:2_FA 18:2(+0)
PE(34:1)_PE 16:0-
18:1_FA 18:1(+0)
PE(34:1)_PE 16:1-
18:0_FA 18:0(+0)
PE(34:2)_PE 16:0-
18:2_FA 18:2(+0)
PE(34:2)_PE 16:1-
18:1_FA 16:1(+0)
PE(36:2)_PE 16:0-
20:2_FA 20:2(+0)
PE(36:2)_PE 18:0-
18:2_FA 18:2(+0)
PE(36:2)_PE 18:1-
18:1_FA 18:1(+0)
PE(36:3)_PE 16:0-
20:3_FA 20:3(+0)
PE(36:3)_PE 18:1-
18:2_FA 18:2(+0)

PE 38:2_PE 18:1-20:1_FA

20:1(+0)

PE(38:2)_PE 18:0-
20:2_FA 20:2(+0)
PE(38:2)_PE 18:2-
20:0_FA 18:2(+0)

816,576
816,576
832,607
830,592
846,623
846,623
844,607
844,607
844,607
842,592
842,592
840,576
840,576
840,576
716,524
716,524
714,508
714,508
742,539
742,539
742,539
740,524
740,524
770,57

770,57

770,57

279,233
253,217
269,249
279,233
255,233
281,249
307,264
279,233
281,249
305,249
279,233
303,233
277,217
279,233
281,249
283,264
279,233
253,217
307,264
279,233
281,249
305,249
279,233
309,28

307,264

279,233

6,7
6,7
7,9
72
83
83
7,7
7,7
7,7
6,9
6,9
6,7
6,2
6,2
7,6
7,6
6,9
6,9
7,8
7,8
7,8
7.1
7.1
8,6
8,6

8,6

108



