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TEORETICKA CAST

1 GLUTAMATKARBOXYPETIDASA II

1.1 Uvodni informace

Glutaméatkarboxypeptidasa I  (GCPII, EC 3.4.17.21) je transmembranova
metalopeptidasa. V 80. letech 20. stoleti byla zkoumana tifemi riznymi védnimi obory,
diky nimz byl enzym nékolikrat nezavisle pojmenovan.

Prvnim ndzvem enzymu byla foldthydrolasa nachazejici se v tenkém stieve,
kterou se zabyvali odbornici v oblasti dietologie (Cheng a Prusoff, 1973). V neurologii
byl enzym popsan v mozku, kde hydrolyzoval neurotransmiter N-acetyl-L-aspartyl-L-
glutamat (NAAG). Z tohoto diivodu byl pojmenovan jako NAALA dipeptidasa, pozdéji
NAALADasa, z angl. N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase (Robinson et al.,
1987).

Dal$im védnim oborem byla onkologie. Vyzkumy se tykaly monoklondlni
protilatky 7E11, ktera specificky interagovala s antigenem na buiikach lidské prostaty.
Védci tento antigen nazvali PSMA zangl. prostate-specific membrane antigen
(Horoszewicz et al.,1987).

Pozdé¢ji se vSak ukéazalo, Ze PSMA, folathydrolasa a NAALADasa jsou
strukturné¢ totozné enzymy. Proto doSlo, diky nézvoslovné komisi IUBMB,

ke sjednoceni nazvu na oficialni a sou¢asné pouzivany GCPII (Barret, 1997).

1.2 Struktura GCPII

GCPII (Obr. 1) je transmembranovy glykoprotein II. typu, jehoZ polypeptidovy fetézec
se sklada ze 750 aminokyselin (AMK) a mé pfibliznou molekulovou hmotnost 94-100
kDa (Israeli et al., 1993; Su et al, 1995). GCPI vytvaii homodimer
(Schulke et al., 2003).
a je slozen ze tii hlavnich ¢asti: kratky cytoplasmaticky amino-konec, transmembranova
struktura a velka extracelularni ¢ast (Su et al., 1995). Extracelularni ¢ast se dale sklada
ze tfi domén: proteasové, apikalni a C-koncové domény (Schulke et al., 2003).

Enzym mize byt glykosylovdn na deseti N-glykosylaénch mistech,
coz je dulezité pro jeho aktivitu, stejné jako dva zinecnaté kationty v aktivnim misté
(Speno et al., 1999; Batinka et al., 2002; Man et al., 2004). V aktivnim misté se dale

nachazi vapenaty kationt, chloridovy aniont zodpovédny za stabilizaci a neutralizaci



v S1 vazebném misté a katalyticky Glu424 (Speno et al., 1999; Batinka et al., 2008).
Mysi GCPII sdili 91% podobnost v AMK slozeni a také NAALADasovou
a folathydrolasovou aktivitu. Na rozdil od c¢lovéka se vSak mySi GCPII nenachézi
V prostaté, nicmén¢ k expresi velkého mnozstvi enzymu dochazi naptiklad v ledvinach
(Bacich et al., 2001).

Gen, ktery koduje lidskou GCPII, byl oznacen jako FOHL1. Nachazi se na
11. chromosomu, konkrétné na pozici 11p11-p12 (Maraj et al., 1998; O’Keefe et al.,
1998). Je slozen z 19 exond a 18 intron a 62 035 part bazi (O’Keefe et al., 1998).
U mysi je gen pro GCPII lokalizovan na 7 chromosomu v pozici 7D1-D2 a nese nazev
Folhl (Bacich et al., 2001).

Obr. 1 Struktura lidské glutamatkarboxypeptidasy II bez ptitomnosti ligandu. PDB kod: 200T,
ptevzato z: https://www.rcsh.org/structure/200T.


https://www.rcsb.org/structure/2OOT

1.3 Substratova specifita
Aktivni misto je slozeno ze dvou ¢asti, S1° a S1 vazebného mista (Speno et al., 1999;
Klusak et al., 2009). AMK zbytky, které jsou soucasti téchto vazebnych mist, urcuji
preferenci k substratu na zakladé jeho fyzikalné-chemickych vlastnosti (Bafinka et al.,
2007). S1¢ preferuje substraty s C-koncovym glutamatem (ktery je soucasti NAAG
a poly-y-glutamylovanych folatt). Proto je mnoho inhibitori odvozeno od struktury
NAAG (Mesters et al., 2011). Substraty jsou v S1° vazebném misté stabilizovany diky
polarnim a van der Waalsovym silam (Bafinka et al., 2007).

S1 vazebné misto je stejn¢ specifické pro substraity s glutamatovym
1 aspartaitovym zbytkem nesoucim negativni néboj. Dlvodem je piitomnost kladné
nabitych AMK zbytkt (Arg534, Arg 536 a Arg463) v S1 (Bafinka et al., 2008). Pro
vazbu se substratem je také dulezity chloridovy anion, ktery je rovnéz soucasti

aktivniho mista (Mesters et al., 2011).

1.4 Inhibitory

V minulosti bylo zjiSténo, Ze polyvalentni anionty fosfatu a sulfitu pisobi jako
inhibitory enzymov¢ aktivity GCPIL. Jejich aktivita byla posilena vyuzitim chelatacnich
¢inidel dvojmocnych kovi, jako jsou napiiklad soli kyseliny ethylendiamintetraoctové,
kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova a o-fenantrolin (Robinson
etal., 1987).

Pozdé¢ji bylo zjiSténo, ze uinny inhibitor musi mimo chelataéniho cinidla
obsahovat také glutamatovy zbytek, ktery je dilezity pro navazani inhibitoru
k vazebnému mistu GCPII (Batinka et al., 2012). Tato zjisténi vedla k vyvoji ruznych
skupin selektivnich ¢i potencionalnich inhibitord GCPII. Mezi né€ patii zejména kyselina
2-(fosfonomethyl)pentandiova (2-PMPA), ta obsahuje jak C-koncovy glutamat (afinitni
k aktivnimu mistu), tak fosfonatovou skupinu, ktera plisobi jako chelatac¢ni Cinidlo
zine¢natych kationu (Jackson et al., 1996; Tsukamoto et al., 2007).

Fosfonatova skupina mé vSak vysokou polaritu a zpisobuje tak Spatnou oralni
dostupnost. To byl také divod, pro¢ musela byt fosfonatova skupina nahrazena (Hecker
a Erion, 2008). Nakonec doSlo k vyméné za skupinu thiolovou, a vzniku Kkyseliny
2-(3-merkaptopropyl)pentandiové (2-MPPA) (Majer et al., 2003). Tento inhibitor
byl v klinické studii testovan i na lidech. PtrestoZze 2-MPPA neméla zadné nezadouci

ucinky na CNS, nebyly provadény dalsi studie vzhledem k nizké ucinnosti inhibice
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(van der Post et al., 2005). Na zaklad¢ struktury 2-MPPA byly vyvinuty i dalsi u¢inngjsi
inhibitory GCPII zalozené na pfitomnosti thiolové a benzenové skupiny (Majer et al.,
2006).

Dalsi silné inhibitory GCPII jsou odvozeny od mocoviny, ta obsahuje
karbamoylovou skupinu vazici zinek (Kozikowski et al., 2001). Tato skupina je
analogem NAAG, kdy dvé aminokyselinova residua jsou vazebné spojena S mocovinou
a vazi se na aspartatovy i glutaratovy zbytek GCPII. Do této skupiny inhibitorG patii
napiiklad ZJ-43 (Olszewski et al., 2004).

1.5 Fyziologické funkce
1.5.1 Hydrolyza NAAG

Jednou ze znamych fyziologickych funkci je tzv. NAALADasova aktivita zodpovédna
za Stépeni peptidického neurotransmiteru NAAG (Obr. 2), ktery se vyskytuje
v milimolarnich koncentracich v lidském mozku (Neale, Bzdega a Wroblewska, 2000).
Pii této reakci dochazi kuvolnéni L-glutamatu a N-acetyl-L-aspartatu (Obr. 3)
(Robinson et al., 1987; Slusher et al., 1990). Kumulace volného glutamatu ma
neurotoxické ucinky, proto je inhibice enzymové aktivity GCPII povaZovana za

neuroprotektivni (Slusher et al., 1999).

H
)CJ)\ COH2
N CO,H
H \l/“\/
O CO.,H

Obr. 2 Struktura N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu, ptevzato z: (Limpert et al., 2013).
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Obr. 3 Hydrolyza N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu na N-acetyl-L-aspartat a L-glutamat
pfevzato a upraveno z: (Adedoyin, 2010).

1.5.2 Hydrolyza polyglutamylovanych folatu
Folat-hydrolasova aktivita GCPII hraje zasadni roli v metabolismu folatu (kyseliny
listové) (Halsted et al., 1998). Folaty, které jsou obsazeny v potravinach jsou
smési poly-y-glutamylovanych folat, nicméné pies stfevni sténu do krevniho fecisté
jsou aktivné transportovany pouze mono-glutamylované slou¢eniny (Zhao et al., 2009).
V tenkém stievé tedy dochdzi pomoci GCPII k postupnému odstépeni glutamath
za vzniku volného folatu (Obr. 4), ktery je pfes stfevni sténu transportovan do bunék,
kde je vyuzivan pro jejich vlastni metabolismus (Halsted, 1991; Pinto et al., 1996).
Fyziologicka funkce GCPII v prostaté neni zatim zcela znama. Hladina tohoto
enzymu se vSak vyuziva jako marker rakoviny prostaty a jejiho vyvoje (Bafinka et al.,
2012).

o COOH (o] COOH

N HzN," COOH
H H H
-Nh, COOH] GCPII HN ,Pp/COOHI -

NH

I
4
I=
-
1

COOH
L-Glu

_’
K“/:}N o | XN
le\/l\\w | CooH 1 NJl\/gN
A BN

Fol-Glu, Fol-Glu,, 4

COOH

2
Obr.4 Stépeni poly-gamma-glutamylovaného folatu na volny glutamat katalyzované
glutamatkarboxypeptidasou I, pfevzato z: (Knedlik, 2017).



1.6 Deficit GCPII u mysi

Testovani GCPII inhibitori na zvifecich modelech sriznym neurologickym
poskozenim (napf. cévni mozkova piihoda, traumatické poranéni mozku, periferni
neuropatie a schizofrenie) vedlo Kk prokazatelnému zlepSeni jejich stavu (snizeni
excitotoxického poskozeni mozkové tkané) (Neale et al., 2011). Potvrdilo se tak, Ze
inhibice funkce GCPII ma neuroprotektivni ucinky a zafalo se uvazovat o inaktivaci
Folhl genu zodpovédného za expresi GCPII (Bacich et al., 2002; Neale et al., 2011;
Gao et al., 2015).

Bacich a kol. ve svych vyzkumech popsali mutantni GCPII homozygotni mysi
modely. U téchto zvirat byly do sekvenci exonit 1 a 2 v genu pro GCPII vloZeny stop
kodony. Exprese genu Folhl byla nasledné ové&fovana pomoci metod RT-PCR
¢i Western blot, avSak nebyla prokdzéna. Pii neurologickém testovani nebyla
pozorovana zadna odlisnost v porovnani s wild-type mysimi modely (Bacich et al.,
2002, 2005). Bylo vsak popsano, Ze exprese GCPII je dilezita pro embryogenesi.
Inaktivace Folhl vedla ke ztraté fenotypu a embryonalni letalité (Tsai et al., 2003; Han
et al., 2009; Gao et al., 2015).

V roce 2015 byl publikovan dalsi vyzkum tykajici se inaktivace genu pro GCPII.
Mutace byla provedena vystfizenim exontt 3-5v sekvenci Folhl. Vyvoj mysi byl
V porovnani s wild-type modely stejny. Inaktivace genu pro GCPII vedla ke sniZeni
doby prostorového uceni, a také zlepsila nervovou motoriku u modelt, které prodé€laly

stfedn¢ zavazné traumatické poranéni mozku (Gao et al., 2015).

1.7 Terapeuticky cil
Enzym GCPII je pfitomny v prostatické tkani. Bylo pozorovano, Ze vyvojem karcinomu
prostaty se jeho exprese znatelné zvySuje (Silver et al., 1997). Tento narust je také
pozorovan pii rozvoji karcinomu z benigni formy na maligni (Wright et al., 1995)
Vzhledem Kk témto poznatkim a membranové lokalizaci GCPII se zda, ze je idealnim
cilem pro diagnostiku nadorovych onemocnéni, urCovani velikosti nadoru a jeho
lokalizace, a v neposledni fad¢ také pro terapii (Bafinka et al., 2012).

Zobrazovaci techniky jako je naptiklad pozitronova emisni tomografie,
magnetickd resonance, vypocetni tomografie a fluorescencni zobrazovani umoziuji
neinvazivni detekci a vizualizaci bunéénych procesu v zivém organismu (Fass, 2008;

Weissleder a Pittet, 2008). V té&chto metodach jsou vyuzivany latky specifické pro
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GCPII, které se déli do dvou hlavnich skupin: GCPII ligandy a anti-GCPII protilatky
(ve spojeni s radionuklidy). Nevyhodou je, ze doposud jedinym schvalenym
zobrazovacim prostfedkem U.S. Food and Drug Administration pro rakovinu prostaty
je monoklonalni protilatka 7E11 (Kahn et al., 1994; Haseman, Reed a Rosenthal, 1996).

DalSim terapeutickym cilem je mozkova tkan (viz. podkapitola 1.5.1). Cilem

je vyvinout inhibitory GCPII, které budou biologicky a ordln¢ dostupné.

2 LIPIDY

2.1 Obecna definice a rozdéleni
Lipidy jsou velmi rtiznorodou skupinou organickych sloucenin, které¢ zahrnuji oleje,
tuky, hormony a membranové komponenty. Patii zde naptiklad mastné kyseliny (MK),
cholesterol, estery vySSich MK a alkoholli, jejich derivaty s mastnymi kyselinami
a dal$i. Jsou nerozpustné nebo omezen¢ rozpustné ve vodé a velmi dobie rozpustné
Vv organickych rozpoustédlech, napt. chloroformu, etheru a benzenu, do kterych mohou
byt extrahovany z biologického materialu (Kodicek et al., 2015), (Vodrazka, 2002).
Lipidy obecné délime na jednoduché, kam patii MK, acylglyceroly, vosky,
isoprenoidy a sloZzené, mezi které jsou zatazeny napiiklad fosfolipidy, glykolipidy

a lipoproteiny (Kodicek et al., 2015).

2.1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (Obr. 5) jsou primarni slozkou molekul lipidf. Jednd se o alifatické
monokarboxylové kyseliny, které Ize ziskat kyselou hydrolyzou triacylglyceroli (TAG).
Pokud MK obsahuji vice nez 10 uhlikovych (C) atomil, oznacuji se jako vyssi MK. MK
syntetizované zivo€ichy a rostlinami maji pfevazn¢é sudy pocet C atomil, mohou byt
nasycené i nenasycené a jejich fetézce byvaji nejcastéji nerozvétvené (Kodicek et al.,
2015). V piirod¢ se vyskytuji zejména v esterifikované podobé jako hlavni slozky lipida
(Voet a Voetova, 1995). Nerozvétvené MK oznacujeme dvojcislim (m:n), kde m je
celkovy pocet C atomull a n oznacuje pocet dvojnych vazeb. U nenasycenych MK jsou
dvojné vazby obvykle v cis konfiguraci. Je-li vjednom fetézci MK obsazeno vice
dvojnych vazeb, jsou vzdy oddéleny jednou CH: skupinou (Kodicek et al., 2015).
U vysSich rostlin a ZivocCichi prevazuje vyskyt zbytkii MK s16 a 18 C atomy,

a to ve form¢ vazané, ve volné formé se vyskytuji velmi vzacné (Voet a Voetova, 1995).
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Do skupiny nejcetnéjsich nasycenych MK patii kyselina maselna (4:0), kyselina
kapronova (6:0), kyselina laurova (12:0), kyselina myristova (14:0), kyselina palmitova
(16:0) a kyselina stearova (18:0). Mezi nejvice zastoupené nenasycené MK fadime
kyselinu olejovou (18:1), kyselinu linolovou (18:2), kyselinu linolenovou (18:3)
a kyselinu arachidonovou (20:4). Kyselina olejova (18:1) je slozkou vétsiny
acylglycerolt, které jsou obsazeny v ptirodnich olejich a tucich. Pouziva se pfi vyrobé
mydel a v kosmetickém pramyslu, jejimz zdkladem je adice dvou vodikovych atomu
na dvojnou vazbu kyseliny olejové za vzniku kyseliny stearové, coz je proces podstatny
pro ztuzovani kapalnych oleji na pevné tuky (Kodicek et al., 2015).

Eikosanoidy (nebo také ikosanoidy) jsou derivaty arachidonové kyseliny, které
stejn¢ jako tato kyselina obsahuji 20 C atomu. Biologicky vyznamnymi skupinami
eikosanoidll jsou prostaglandiny, thromboxany a leukotrieny. Jde o tkdnové hormony,
Z nichz jsou né€které zapojeny v alergické reakci (napt. leukotrien D4), déle se podili na
rozvoji zanétu (napf. prostaglandiny, tromboxany). Také mohou ovliviiovat
vasomotoriku, ¢innost nervového systému a procesy krevniho srazeni (Kodicek et al,
2015).

Nenasycené MK jsou zodpovédné za tzv. fluiditu neboli tekutost membran, ktera
se zvySuje se zvySujicim se obsahem nenasycenych MK v lipidech. Vyrazné

tak ovliviiuji vlastnosti membran (Voet a Voetova, 1995).
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Obr. 5 Ptiklady pfirozené se vyskytujicich mastnych kyselin (Koolman a Roehm, 2012).

2.1.2 Triacylglyceroly a vosky

Triacylglyceroly, rovnéz oznacovany jako triglyceridy nebo neutralni tuky, jsou ve vodé
nerozpustné estery glycerolu a MK (Obr. 6), které jsou az na vyjimky nevétvené se
sudym poctem C atomli. TAG jsou skladovany v adipocytech. U Zzivocichii jsou
dalezitou zasobarnou energie a jejich odbouravani a syntéza jsou hormondlné
regulovany. Mnoho rostlin ve svych semenech také obsahuje zisobu TAG,
a to ve form¢ rostlinnych oleju (Kodicek et al., 2015).

Jednoduché¢ TAG obsahuji pouze jeden typ MK, po kterém je dany TAG
pojmenovan. Pfikladem muze byt napiiklad tzv. tristearin, ktery obsahuje tfi zbytky
kyseliny stearové. Opakem jednoduchych TAG jsou triglyceridy sloZzené. Vyskytuji
se Castéji a obsahuji dva nebo tfi rtizné zbytky MK. Pojmenovany jsou poté podle

umisténi zbytkit MK na glycerolové ¢asti (Voet a Voetova, 1995).
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Tuky a oleje, liSici se skupenstvim pii pokojové teploté, jsou slozitou smési
jednoduchych a slozenych TAG, jejichz rozdilem je biologicky pivod. Je znamo,
ze rostlinné oleje obsahuji vétsi mnozstvi nenasycenych zbytkti MK nez Zivocisné (Voet
a Voetova, 1995).

Vosky jsou ve vodé nerozpustné, pro zivoCichy nestravitelné, tuhé estery vyssich
MK a vyssich jednosytnych primérnich alkoholt. Jsou pro né typické mastné kyseliny
s delsim C fetézcem (obvykle 16-30 atomt C). Vosky maji ochrannou funkci, slouzi
jako ochrana pfed vysychanim a prinikem ruznych patogent. Na povrchu rostlin
mohou vosky vytvaret ochrannou vrstvu zvanou kutikulu. Hmyz produkuje vosky

zejména pro stavbu svého obydli, naptiklad véeli vosk (Kodicek et al., 2015).

ﬁ |
=T ! 1 1
H,C—OH + HOF—C—R H,C—O0——C—R H,0
““““ ‘o o
ity - [
HC—OJH + HO-—C R » HC—O C R + H,0
| e i i
HC—OIH + HOl—C—R’ B0 O G H,0
glycerol karboxylova 1,2,3-triacylglycerol voda
kyselina
(8]
HZC—OW
9 10
HC—O O

Obr. 6 Reakce glycerolu s MK za vzniku triacylglycerolu (Tepla, 20.9.2018).
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2.1.3 Polarni lipidy

Polarni lipidy jsou dulezitou skupinou lipidd, které maji amfifilni neboli amfipaticky
charakter. Ve struktufe je obsazena hydrofobni Cast, Casto tvofena dvéma acylovymi
zbytky, a také hydrofilni slozka (Vodrazka, 2002).

Polarni lipidy maji vlastnosti tenzidi (snizuji povrchové napéti vody). Také
mohou vytvaret rizné typy micel. S ohledem na chemickou strukturu rozliSujeme
polarni lipidy dle n€kolika kritérii:

a) podle alkoholu tvofici zéklad struktury polarniho lipidu — derivaty glycerolu
(zejména fosfatidaty), derivaty sfingosinu (sfingolipidy)

b) zda je soucasti molekuly zbytek kyseliny fosfore¢né (fosfolipidy)

c) je-li soucasti molekuly cukerna slozka (glykolipidy)

d) cholesterol a jeho derivaty (jsou Casto fazeny mezi polarni lipidy diky tomu,
ze obsahuji hydroxylovou skupinu, castéji se vSak setkdme se zafazenim mezi
isoprenoidy) (Kodicek et al., 2015).

Polarni lipidy, zejména estery kyseliny fosfore¢né, tvoti zaklad biologickych
membran. Nejcetnéjsi jsou fosfatidylcholiny (Obr. 7), fosfatidylseriny (Obr. 8),
fosfatidylethanolaminy (Obr. 9) (Kodicek et al., 2015).

Sfingolipidy jsou hlavni slozkou nékterych membran, napiiklad u mozkovych
bunék, v miSe, ledvinach a vaje¢ném Zloutku. Jde o derivaty Cig aminoalkoholu
sfingosinu (Obr. 10), dihydrosfingosinu a jejich Cie, C17, C19, @ C20 homologti. Zbytek
vy$§i mastné kyseliny mize byt navazdn na C: atomu sfingosinu, vznikly amid se
nazyva ceramid (Obr. 11). Na C1 polohu sfingosinu/ceramidu je pfipojena hydroxylova
skupina, na kterou se mohou napojit polarni skupiny - naptiklad 1-fosfocholin se vaze
fosfodiesterovou vazbou za vzniku sfingomyelinu (Obr. 12). Pokud se pomoci
glykosidové vazby navadze na hydroxylovou skupinu sacharid, jde o cerebrosidy nebo
gangliosidy — zastupci skupiny glykolipidi (Kodicek et al., 2015), (Voet a Voetova,
1995).

Glykolipidy obsahuji jeden nebo vice monosacharidovych jednotek jako polarni
(hydrofilni) slozku, ty jsou na lipidovou ¢ast (tvofenou mono- nebo diacylglycerolem,
sfingosinem, ¢i ceramidem) pfipojeny pomoci glykosidové vazby. Mezi nejznamé;jsi
glykolipidy patii zejména derivaty sfingosinu, neobsahujici zbytek kyseliny fosfore¢né.
Podle charakteru cukerné slozky se glykolipidy rozdé€luji dale bud’ na cerebrosidy nebo

na glykosfingolipidy (Vodrazka, 2002).
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Cerebrosidy obsahuji ceramid sMK, ¢i  hydroxymastnou kyselinou
a jako polarni (hydrofilni) ¢ast obsahuji zbytek monosacharidu vazany -glykosidovou
vazbou na Ci; ceramidu. Mezi znamé cerebrosidy patii galaktocerebrosidy
a glukocerebrosidy. Cerebrosidy tvoii z 11 % suchou hmotu mozku, jsou také pritomny
v nervové tkani, kde prevladaji zejména galaktocerebrosidy. Také je nalezneme
v brzliku, jatrech, ledvinach, nadledvinéch, plicich a vaje¢nych Zloutcich, kde jsou vSak
hojnéji zastoupeny glukocerebrosidy. Glykosfingolipidy jsou slozitéjsi derivaty
ceramidu, které jsou slozené z primarni alkoholové skupiny sfingosinu, na ktery
se glykosidové vaze linearni nebo vétveny fetézec oligosacharidu. Ten se nejéastéji
skladd z kombinace zbytkl glukosy, galaktosy a jejich N-acetylaminoderivati. Pokud
molekula obsahuje jeden nebo vice zbytku sialovych kyselin ziskava tak zaporny naboj
a nazyva se gangliosid. Tento ndzev je odvozen od mista jejich vyskytu, coz jsou

ganglie nervovych bun¢k (Vodrazka, 2002).

0]
R, —g—O—CHz 0
CH; 0] HmClmOmngz
CH3—I;I—CH2—CH2—O— iPI—O— C|H2
CH3 (l)H

Obr. 7 Struktura fosfatidylcholinu, kde R1 a R2 jsou zbytky MK pievzato z:
(Cansev et al., 2008).

NHs"
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R @)

Obr. 8 Struktura fosfatidylserinu, kde R jsou zbytky MK, ptevzato z: https://www.pr-
inside.com/global-phosphatidylserine-market-professional-surv-r4667918.htm (15. 12. 2018).
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Obr. 9 Struktura fosfatidylethanolaminu, kde R1 a R2 jsou zbytky MK, pftevzato
z:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f8/Phosphatidylethanolamine.png

(15. 12. 2018).

Obr. 10 Struktura sfingosinu, pievzato z: (Sasaki et al., 2009).
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Obr. 11 Struktura ceramidu, pfevzato z:
http://www.lipidhome.co.uk/lipids/sphingo/ceramide/index.htm (15. 12. 2018).
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Obr. 12 Struktura sfingomyelinu, ptevzato z: (Ando et al., 2015).
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2.1.4 lsoprenoidy

Jednd se o rozsdhlou skupinu biomolekul, kterou fadime mezi lipidy, které jsou
strukturn€ odvozeny od isoprenu (Obr. 13). Isoprenoidy se vyskytuji ve vSech typech
bunék a v pfirod¢ je jich znamo pies 5000. Jsou rozdéleny na terpeny a steroidy.
Prekursorem biosyntézy téchto molekul je isopentenyldifosfat (Obr. 14). Ten sam
vznikd nékolikastupiiovou syntézou z vychoziho acetyl-CoA. Isoprenoidy obsahuji
n-nasobek péti C atomil. Podle n-nasobku délime isoprenoidy na hemiterpeny, kdy n=1
(aktivni isopren), dale monoterpeny (n=2; piikladem muze byt kafr), seskviterpeny
(n=3), diterpeny (n=4), sesterterpeny (n=5), triterpeny (n=6, napiiklad steroidy
a cholesterol), tetraterpeny (n=8, napiiklad karotenoidy) a nakonec polyterpeny, kdy
n = 10 az 10000, piikladem mize byt piirodni kaucuk. Isoprenoidni biomolekuly
mohou byt soucasti vétSich biologicky aktivnich molekul (chlorofyl, ubichinon, vitamin
E a K atd.) (Kodicek et al., 2015).

Z biochemického hlediska je u zivocichi nejvyznamnéjsi cholesterol (Obr. 15),
ktery fadime mezi steroidy diky jeho cyklickému skeletu, odpovidajici uhlovodiku
steranu. Diky tomu, Ze obsahuje -OH skupinu jej fadime také mezi steroly a polarni
lipidy. Je také prekursorem biosyntézy steroidnich hormont. Cholesterol je u ¢lovéka
syntetizovan skoro ve vSech tkanich (nejvice v jatrech). Je obsazen v bunécnych
membranach a krevnich lipoproteinech. Vyskytuje se jak volny, tak ve formé estert.
Diky své struktufe ma cholesterol vétsi pevnost nez jiné membranové lipidy, sniZuje
fluiditu membran a jejich prostupnost pro malé molekuly a je tedy latkou urcujici
vlastnosti membran. Cholesterol je hojné zastoupen také v lipoproteinech krevni
plasmy, kde je ze 70 % esterifikovan mastnymi kyselinami za vzniku cholesterol-esterti
(Voet a Voetova, 1995), (Kodicek et al., 2015).

Biodegradace cholesterolu probiha v jatrech za vzniku zlu¢ovych kyselin, které
poté zlu¢i putuji do dvanéctniku, kde napomadhaji pfi traveni jako emulgatory lipida.
Na druhé stran¢ se cholesterol muize ucastnit fady patologickych procest, napt. vzniku

ateroskler6zy, tvorby zlu¢ovych kament aj. (Kodicek et al., 2015).
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Obr. 13 Struktura isoprenu, ptevzato z: https://www.sielc.com/isoprene.html (15. 12. 2018.)
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Obr. 14 Struktura isopentenydifosfatu, pfevzato z: https://alchetron.com/Isopentenyl-
pyrophosphate (15. 12. 2018).

HO

Obr. 15 Struktura cholesterolu, pfevzato z: (Raczynski et al., 2006).

2.2 Biologicka funkce lipidi

Lipidy plni v organismu nékolik dillezitych funkci. Jsou dillezZitou rezervou a bohatym
zdrojem energie (u Zivocichl v podobé podkozniho tuku, u rostlinnych semen a ploda
ve form¢ rostlinnych oleji) a uhliku pro syntézu bunécnych komponent. Pfi
odbourdvani lipidi organismus ziskd mnohem vice energie nez v piipadé sacharidi
¢1 proteini. Nemén¢ dulezité je jejich strukturni funkce, kdy jsou slozené polarni lipidy
zakladem biologickych membran (viz nize). Také mlzeme zminit funkci ochrannou,

kdy tukova tkan tepeln¢ a mechanicky izoluje organismus. U rostlin se vyskytuje
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napiiklad vrstva vosku na povrchu listli, kterd zabranuje nechténé transpiraci a taktéz
priniku patogend. Funkci regulaéni zprostredkovavaji zejména steroidni hormony,
eikosanoidy, vitaminy A, D, E a K, a dalsi (Kodicek et al., 2015).

Velka cast biologicky vyznamnych lipidi se agreguje do makromolekularnich
struktur, jako jsou naptiklad micely (Obr. 16) ¢i biologické membrany. Je typické, ze
polarni konec lipidové molekuly sméfuje do vodného prostiedi (hydrofilni c¢ast),
zatimco nepolarni acylové skupiny vytvaii hydrofobni jadro. Takovéto agregaty maji
tudiz specifické biofyzikalni vlastnosti a povrchové chemické vlastnosti. Studium
struktury a zéroven detailni charakterizace enzymové kinetiky lipas, lipidovych kinas
a lipidovych fosfatas (vétSinou rozpustné enzymy) nazorn¢ ukazuje, jak jsou jejich Casto
ve vodé nerozpustné substraty (lipidy) rozpozndvany a metabolizovany. Tzv.
»mezifazova katalyza® vyzaduje selektivni zacileni a navazadni enzymu na povrch
molekuly lipidu a efektivni rozeznani o jaky substrat se jednd. Takovy povrch molekuly
lipidu je chemicky v kontrastu s mechanismem enzymu, ktery reaguje s rozpustnymi
substraty a proto je tfeba vé€novat pozornost usili, které je zaméfené na farmakologické

cileni lipidovych enzymu (Wenk, 2005).

Polarni hlavice

Nepolarni acylovy
fetézec

Zaporné ionty

Voda

Obr. 16 Fosfolipidova micela prevzato a upraveno podle:
https://stock.adobe.com/lv/images/cationic-micelle-infographics-layer-of-charged-monomers-
counter-ions-and-water-molecules/125014150 (20. 1. 2019).
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Jak je vySe napsano, nekteré lipidy (fosfolipidy) maji tendenci samovolné¢ se
organizovat a vytvafet dvojvrstvu (Obr. 17), to se déje diky jejich amfifilnimu
charakteru. Polarni skupiny interaguji nekovalentné¢ s molekulami vody (pomoci
vodikovych mustki a elektrostatickych interakci). Hydrofobni fetézce naopak tvoii
nepolarni vrstvu. Dvojvrstva je dvojrozmérny utvar, ktery ma tloustku zhruba
6 az 10 nm a je zakladem vSech biologickych membran odd€lujicich od sebe jednotlivé
prostory tzv. kompartmenty (buiiky od okoli, organely od cytosolu a dalsi). K lipidové
dvojvrstvé patii také proteiny, které jsou riznymi zptisoby k dvojvrstve pfipojeny, a jez
zajistuji specifické funkce téchto komplexnich nadmolekulovych struktur. Lipidovou
dvojvrstvu Ize brat jako dvojrozmérnou kapalinu, kdy za fyziologickych teplot nemaji
lipidy pevné misto, nicméné se ve své vrstvé mohou volné pohybovat, tomuto se fika
laterarni pohyb. Lipid také neni omezen v rotaénim pohybu ani v pfirozeném vlnivém
pohybu dlouhych uhlovodikovych fetézcl. Lipidové slozeni biologickych membran je
velmi pestré. Vyznamnym znakem biomembran je asymetrické slozeni obou vrstev

(Kodigek et al., 2015).

lateralni pohyb
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Obr. 17 Fosfolipidova dvojvrstva, pfevzato a upraveno podle:
http://old-biomikro.vscht.cz/vyuka/bc/Lipidy_membrany_transport.pdf (20. 1. 2019).

24


http://old-biomikro.vscht.cz/vyuka/bc/Lipidy_membrany_transport.pdf

3 LIPIDOMIKA

Lipidy jsou zékladni slozkou biologickych membran a dilezitym produktem
metabolismu, hraji tak zasadni roli v Zivych systémech (viz kapitola 2). Lipidova
nerovnovaha byla popsana ve spojeni s riznymi patofyziologickymi stavy, jako jsou
napiiklad rakovina, diabetes, neurodegenerativni a infek¢éni onemocnéni (Zhao et al.,
2014).

Lipidomika se zabyva analyzou lipida, resp. lipidomu (Obr. 18). Lipidom
je soubor vSech lipidli nachazejicich se v bunce, biologickych tekutinach, tkanich,
¢i vorganismu. Lipidomika je odvétvim metabolomiky (Wenk, 2005). Slouzi pro
studium biochemie lipidu za fyziologického a patologického stavu organismu, hledani
novych klinickych biomarkerli, diagnostice onemocnéni, sledovani znamych
biomarkert a G¢innosti farmakoterapie (Zhao et al., 2014). Také slouzi k jako dulezity

nastroj prispivajici k pochopeni funkce lipida v biologickych systémech (Wenk, 2005).
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Obr. 18 Obecné schéma vztahu mezi lipidomem, genomem, transkriptomem, proteomem
a metabolomem, prevzato a upraveno podle:
https://en.wikipedia.org/wiki/Lipidomics#/media/File:Metabolomics_schema.png (25. 4. 2019).
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Lipidomicka analyza se déli na dvé skupiny: cilenou a necilenou. Cilenou lipidomickou
metodou jsou detekovany predem vybrané skupiny ¢i jednotlivi zastupci lipidi.
Necilena lipidomicka analyza na rozdil od cilené méfi vSechny detekovatelné analyty ve
vzorku, a to chemicky znamé i neznamé (Cajka a Fiehn, 2016). Méfeni probiha
Vv urcitém rozmezi m/z (Roberts et al., 2012). Diskriminujici analyty jsou identifikovany
zpétné pomoci fragmentace.

Prvnim krokem je pfiprava vzorku, kterd zahrnuje extrakci lipidii do organickeé
faze, extrakci jsou vzorky zéaroven deproteinovany. Déle muize byt provedena
derivatizace, ktera se vyuziva pro zlepSeni separacnich, ¢i detekénich vlastnosti.
Druhym krokem je analyza lipidi za pomoci separacnich a spektralnich metod (Wenk,
2005). Mezi separacni techniky, které se pouzivaji v lipidomice, patii zejména
kapalinova chromatografie, dale také plynova chromatografie, kapilarni elektroforéza
a superkritickd fluidni chromatografie (Wenk, 2005). Nejhojn&ji vyuzivanymi
spektralnimi  metodami (diky vysokému rozliSeni) jsou zejména hmotnostni
spektrometric (MS) a nuklearni magnetickd rezonance (Cajka a Fiehn, 2016). Po
samotné analyze je ziskan lipidovy profil, coz je hmotnostni spektrum udavajici slozeni
a hojnost vyskytu jednotlivych lipidd, které vzorek obsahuje. Nasleduje identifikace
lipidt za vyuziti databazi (Boiteau et al., 2018). Ziskana data jsou dale statisticky

zpracovana.

4 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni  spektrometrie je technikou, kterd pfevadi zkoumany vzorek
na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty dale separuje dle hodnoty m/z (podil
hmotnosti a néboje iontu). Tato technika je zalozend na interakci vzniklych ionta
s elektrickym ¢i magnetickym polem v prostiedi vakua (10* — 10® Pa). Pouziva se jak
pro kvalitativni, tak pro kvantitativni analyzu. VSechny hmotnostni spektrometry maji
ti1 zékladni ¢asti, kterymi jsou iontovy zdroj, analyzator a detektor castic (Obr. 19).

(Klouda, 2003), (Friedecky a Lemr, 2012).
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Obr. 19 Schéma hmotnostniho spektrometru, pfevzato z: (Zaruba et al., 2016).

4.1 Instrumentace

4.1.1 Iontovy zdroj

Diky iontovému zdroji dochdzi ke vzniku elektricky nabitych Castic (iontl) v plynné
fazi. Molekuly analytu mohou byt ionizovany za vzniku kladn€ ¢i zéporné nabitych
molekularnich (M*, M") a aduktovych iontd ([M+H]*, [M-H], [M+CHs]*, [M+NH4]",
[M+HCOO] apod. U mén¢ stabilnich latek mohou vznikat fragmenty ionizované
molekuly. Ioniza¢ni techniky rozdélujeme na tvrdé a mekké, a to podle mnozstvi

dodané energie pfi ionizaci (Friedecky a Lemr, 2012).

4.1.1.1 Elektronova ionizace

Elektronova ionizace (Obr. 20) se tadi do skupiny tvrdych ionizacnich technik.
Principem je pfenos energie elektroni emitovanych z katody molekuldm analytu. Timto
typem ionizace ziskame kladné€ nabity radikdl molekuly a jeho bohaté fragmentacéni
spektrum (Zaruba et al., 2016). Nadbytek energie vSak muze vést k uplnému rozpadu
molekulového iontu, a tudiz ke ztraté informace o molekulové hmotnosti. Problém
je feSitelny pouzitim mékké ionizaéni techniky (napt. chemické ionizace) (Friedecky
a Lemr, 2012).

Pti pouziti elektronové ionizace je nutno dbat na dostatecnou tékavost latky,
pfipadné je vhodné analyt derivatizovat, coz vSak miZze vést ke zhorSeni analytickych
parametrl, zejména u kvantitativnich metod (Friedecky a Lemr, 2012), (Zaruba et al.,
2016).
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4.1.1.2 Elektrosprej

fokusacni
a- clona N\

vyllacovaci
elektroda

Obr. 20 Schéma dé&je probihajiciho pfi elektronové ionizaci, ptevzato z: (Zaruba et al., 2016).

Jednou z metod ionizace, kterd se pouziva pro analyzu nizko i vysokomolekularnich
latek v biologickych vzorcich, je ionizace elektrosprejem (ESI) (Obr. 21). Dovoluje
ionizaci stiedné polarnich molekul po ionty. Principem je aplikace silného elektrického
pole na elektrodu (napéti 2-5 kV) za atmosférické¢ho tlaku (1013,25 hPa). Na hrotu
elektrody/kapilary, do které vstupuje roztok, dochazi k tvorbé nabitych kapicek
aerosolu. Rozpoustédlo je v kratkém case z téchto kapicek odpatovano, a to proudem
plynu o vyssi teploté. Povrchovy néaboj kapicek vzrlstd, v ur€itém okamziku
je pirekonan Coulombickym odpuzovanim a dojde k explozi nabité kapky. Nabité ionty
se uvoliuji z povrchu kapicky do plynné faze. Nevyhodou ESI je iontova suprese,

kterou lze eliminovat separaci analytu od sloZek snizujici iontovy vytéZzek (Friedecky

a Lemr, 2012), (Zaruba et al., 2016).

zmlZovaci plyn- - - - »

fokusacéni
clona

. Taylortv

nabitych kapek

Obr. 21 Schéma elektrospreje, pievzato z: (Zaruba et al., 2016).
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4.1.1.3 MALDI

MALDI, neboli desorpéni ionizace vzorku laserem za asistence matrice (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization) se vyuziva zejména pro analyzu proteint a jinych
makromolekul. Analyt je obvykle pfed ionizaci smichan s organickou kyselinou
(matrici), jejiz dilezitou vlastnosti je snadna absorpce energie laseru. Cely proces
probiha za podminek vakua (Friedecky a Lemr, 2012).

zahtati a uvolnéni matrice s analytem. lonizované molekuly matrice ptredavaji naboj

molekulam analytu, které pak nasledné pokracuji k analyzatoru (Dass, 2007).

4.2 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator je kli¢ovou soucasti hmotnostniho spektrometru, jeho tikolem je
separovat ionty na zakladé m/z v prostiedi vakua. Hmotnostni analyzatory se déli do
nékolika skupin. Prvni skupinou jsou skenujici analyzatory, které¢ kontinualné separuji
ionty a ty s urcitou hodnotou m/z vysilaji k detektoru. Patii zde napiiklad kvadrupdlové
analyzatory a sektorové pfistroje. Dalsi skupinou jsou analyzatory, které separuji ionty
na zédkladé doby letu letovou trubici smérem k detektoru (priletové analyzatory TOF
— Time of Flight). Posledni skupinou jsou analyzatory zachycujici ionty v tzv. cele,
¢1 pasti (lontové pasti, iontové cyklotronova rezonance, elektrostaticka iontova past
- orbitrap). Orbitrap (Obr. 23) a iontové cyklotronovd rezonance, maji analyzator
a detektor v jedné méfici cele a vyuzivaji Fourierovy transformace (Friedecky a Lemr,

2012).

%
i Smichana matrice ef°\ﬂ
se vzorkem \,'35
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Obr. 22 Proces ionizace (MALDI), pievzato a upraveno podle:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Maldi.svg (1.5.2019).
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tangenciaini
vstup ionti

stfedova elektroda

Obr. 23 Schéma orbitrapu, pievzato z: (Zaruba et al., 2016).

4.2.1 Kvadrupol

Jednim z nejvice rozsifenych hmotnostnich analyzatort je kvadrupdl, kdy je trajektorie
iontli ovlivnéna pasobenim stejnosmérného a vysokofrekven¢niho sttidavého napéti,
piipojeného na kombinaci ¢tyf vzajemné rovnobé&znych tycovych elektrod (Obr. 24).
Elektrody jsou symetricky umisténé kolem osy trajektorie iontli a tyce naproti sobé maji
vzdy stejnou polaritu (Klouda, 2003), (Friedecky a Lemr, 2012), (Zaruba a kol, 2016).
Velikost stejnosmérného napéti a amplitudy stfidavého napéti se méni v Case.
Jejich velikosti je ureno, které ionty (s danou hodnotou m/z) se budou pohybovat po
stabilni draze az k detektoru. Podle povahy analyzy lze vyuzit méfeni ve skenujicim
rezimu nebo pouzijeme selektivni zdznam iontu. V prvnim piipad¢ dochdzi ke zméné
skenované veli¢iny (elektrick¢é napéti - U, zaporny potencial - V, magneticka
indukce - B), Vv jejiz zavislosti jsou propoustény ionty o urcité m/z. Elektrické pole se
plynule méni a je tak umoznéno proméfit v§echny hodnoty m/z iontl v kratkém case,
avsak na ukor citlivosti. V druhém piipad¢ je umoznén pruchod pouze iontim o dané

hodnoté m/z (Dass, 2007; Gross, 2011).

(a) (b

zdrof
stefnosmémého

a stfidavého @ i
napeti H

Obr. 24 Uspotadani ty¢i kvadrupdlu: a) cerchované vyznacena osa kvadrupolu, ktera je zaroven
osou trajektorie ionti, b) spole¢né zapojeni dvou protilehlych ty¢i, pifevzato z: (Zaruba et al.,
2016).
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4.3 Detektor

V modernich typech detektorti se energie dopadajicich iontl pfeménuje na elektricky
signal, ktery je digitalizovan, zaznamenan a zpracovan pomoci pocitace (Zaruba et al.,
2016). Detektory se obecné déli podle schopnosti zaznamenavat ionty. Prvnim typem
jsou detektory zaznamenavajici ionty nezavisle na hodnoté m/z. Pii srazce iontu a
dynody dochazi ke vzniku elektrického proudu, ktery je zesilovan pomoci nasobici a
detektorem piimo monitorovan. Druhym typem detektorti je mozno zaznamenat
I vztah iontu Kk hodnoté m/z. Zde patii napiiklad orbitrap a iontové cyklotronova
rezonance, pomoci kterych se ionty zaznamenavaji jako proudovy obraz vSech ionti
s odlisnymi hodnotami m/z. Signal je poté zpracovan Fourierovou transformaci

(Friedecky a Lemr, 2012).
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EXPERIMENTALNI CAST

5 MATERIAL

5.1 Chemikalie a roztoky

Acetonitril (ACN), voda a methanol (MeOH) byly v LC-MS kvalité zakoupeny od
firmy Honeywell, USA. Isopropylalkohol (IPA) a kyselina octova byly v LC-MS
kvalité zakoupeny od firmy Fluka, USA. Methyl-terc-butyl ether (MTBE) a hydroxid
amonny byly v LC-MS kvalité zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, USA.

5.2 Pristroje

Centrifuga Sigma 3 16KL (Osterode am Harz, Némecko), tfepacka Biosan, typ
PST60HL plus Thermo Shaker, (Riga, Lotyssko), lyofilizator (Christ Alpha 2-4 LO
Plus), HPLC systém Dionex Ultimate 3000 RS (Sunnyvale, Kalifornie, USA),
tandemovy hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500 (SCIEX, Framingham, MA,
USA), vortex (V-1 plus; Biosan, Riga, Lotyssko).

5.3 Biologicky material

Pro cilenou lipidomickou analyzu bylo pouzito 152 vzorkd plasem mysi (S genotypem
GC57BL/6NCrl) odlisného stafi, pohlavi a mutace (Tab. 1). Vzorky byly ziskany ve
spolupraci s 1. 1ékatskou fakultou Univerzity Karlovy. Jako dell7 jsou oznaceny vzorky
od transgennich mysi s deleci 17 bp a del4 s deleci 4bp v 11. exonu genu Folhl. V textu
jsou slovem ¢i pismenem DEL (D) oznaceny mysi s deleci v genu Folhl a WT (W) jsou
oznaceny kontroly. Mladé mysi jsou oznaceny pismenem ,,Y* z angl. young a staré ,,0*
z angl. old. Samicky jsou oznaceny pismenem ,,F* z angl. female, samecci pismenem

»M* z angl. male.
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Tab. 1 Popis vzorkt plasem ziskanych od mysi rozdilného pohlavi, typu delece a stari (F-
female-samicka, M-male-samecek, O-old-stary, Y-young-mlady, WT - kontroly).

Pohlavi Typ vzorku Stari
Tydny = Oznaceni

F 8,3 Y

F 8,3 Y

F 8,3 Y

F 8,3 Y

F 8,4 Y

F 8.4 Y

F 8.4 Y

F 8,4 Y

F 8,4 Y

F 8,6 Y

F 8,9 Y

F 9,4 Y

F WT 8 Y

F WT 8,1 Y

F WT 8,3 Y

F WT 8,3 Y

F WT 8,4 Y

F WT 8,6 Y

F WT 8,6 Y

F WT 8,9 Y

F WT 9,4 Y

F WT 9,4 Y

F WT 9,6 Y

F WT 9,7 Y

F WT 9,7 Y

F

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4

F del4
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Tab. 1 Popis vzorkt plasem ziskanych od mysi rozdilného pohlavi, typu delece a stari (F-
female-samicka, M-male-samecek, O-old-stary, Y-young-mlady, WT - kontroly (pokracovani).

Pohlavi Typ vzorku Stari
Oznaceni

del4
del4
del4
del4
del4
del4
del4
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

<|=<|=<|<|<|<|<|<|<|<|<|<
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Tab. 1 Popis vzorkt plasem ziskanych od mysi rozdilného pohlavi, typu delece a stari (F-
female-samicka, M-male-samecek, O-old-stary, Y-young-mlady, WT - kontroly (pokracovani).

Pohlavi Typ vzorku Stari

Tydny | Oznaceni
WT 8,0
WT 8,1
WT 8,1
WT 8,1
WT 8,1
WT 8,3
WT 8,4
WT 10,9
WT 10,9
WT 10,9

<< << <<=<=<=<=

del3
del3
del3
del3
del3
del4
del4
del4
del4
del4
del4
del4
del4
del4
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

LTItttk
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Tab. 1 Popis vzorkt plasem ziskanych od mysi rozdilného pohlavi, typu delece a stari (F-
female-samicka, M-male-samecek, O-old-stary, Y-young-mlady, WT - kontroly (pokracovani).

Pohlavi | Typ vzorku Stari
Tydny = Oznaceni

WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

I LLL
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5.4 Priprava vzorki

Do mikrozkumavek bylo odebrano 20 pl plasmy a Kk ni bylo pfidano 160 ul roztoku
MTBE/MeOH (5:1). Vsech 152 takto piipravenych vzorkd bylo za laboratorni teploty
ttepano po dobu 1 hodiny. Do kazdé mikrozkumavky bylo dale ptidano 40 ul LC-MS
vody a vzorky byly opét tfepany po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly
centrifugovany 10 minut pii 4 °C (14 000x g). Nasledné bylo 100 ul horni organické
vrstvy odpipetovano a lyofilizovano (pies noc). Lyofilizat byl dale rozpustén v 50 pl
roztoku IPAJACN/H2O (2:1:1). Nakonec byl ptipraven vzorek kontroly kvality (QC),
ato odebranim 4 pl z kazdého vzorku. Tento vzorek byl béhem analyzy opakované
nastfikovan a slouzil tak jako kontrola reprodukovatelnosti méfeni. Postup ptipravy

blanku byl stejny, misto samotného vzorku vsak byla pouzita LC-MS voda.

6 METODY

6.1 Cilena lipidomicka analyza
Cilend lipidomick4 analyza byla provedena za pomoci vysokouUc¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS
systém).

Separace probihala v HPLC systému Ultimate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale,
CA, USA) na kolon¢ BEH C8 (2,1 mm x 100 mm, 1,7 um), ktera byla vyhfivana na
55 °C. Priitokova rychlost mobilni fize byla 0,35 ml-min™. Prib&h gradientové eluce je
uveden na Obr. 25. Mobilni fazi A byl roztok ACN:H20, piipraveny v poméru 6:4.
Mobilni fazi B tvofil roztok ACN:IPA v poméru 9:1. Ke kazdé mobilni fazi byl ptidan
roztok octanu amonného k dosaZeni koneéné koncentrace 10 mmo.l™t. Méfeni probihalo
na tandemovém hmotnostnim spektrometru Triple Quad 6500 (SCIEX, Framingham,
MA, USA) v pozitivnim i negativnim modu s randomizovanym potadim vzorkd.
Nastiik vzorkd byl 5 ul. Metoda byla pievzata a upravena podle (Xuan et al., 2018).
Data byla dale zpracovana softwarem MultiQuantTM 3.0 (AB Sciex, Framingham, MA,
USA).
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Obr. 25 Pribeh gradientové eluce. Na zacatku analyzy byl podil mobilni faze A 68 % a mobilni
faze B 32 %, tento stav trval do 1,5 minuty. Poté doslo k linearnimu zvySeni obsahu mobilni
faze B na 85 %. V 15,6 minuté nasledovalo navy$eni mobilni faze B az na 97 %, tento stav byl
konstantni az do 18 minuty. V 18,1 minuté doslo ke snizeni obsahu mobilni faze B na 32 % az
do konce analyzy.

6.2 Statisticka analyza
Data ziskéana cilenou lipidomickou analyzou byla zpracovana za pomoci R-programu
verze 3.2.1 (www.r-project.org). K odstranéni systémové chyby byla provedena
interpolace dat metodou LOESS (z angl. locally weighted regression). Dale byl u QC
vzorkd vypoditan variaéni koeficient. Lipidy s variaci QC nad 30 % byly z dalsiho
vyhodnocovani vytazeny. Zbyla data byla podrobena tzv. clr transformaci (centred
logratio) a centrovana na nulu (Karlikova et al., 2017). Mezi grafické vystupy pattila
analyza hlavnich komponent (PCA), Supervizovana ortogonalni diskrimina¢ni analyza
nejmensich étverci (OPLS-DA), vulkanové a krabicové grafy.

Nesupervizované statistické metody, mezi které se fadi PCA, nepracuji s informaci
o zatazeni vzorku do jednotlivych skupin. Slouzi k vizualizaci chovani vzorku vuéi celku.
Supervizované metody naopak s touto informaci pracuji, feSi vzdjemné vztahy mezi

srovnavanymi skupinami.

38


http://www.r-project.org/

7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Cilena lipidomicka analyza

Pomoci cilené lipidomické analyzy bylo celkem detekovano 418 lipidi z nasledujicich
lipidovych  t¥id: fosfatidylcholiny (PC; s alkylovym zbytkem PC 0O),
lysofosfatidylcholiny (LPC; s alkylovym zbytkem LPC O), fosfatidylethanolaminy (PE;
s alkylovym zbytkem PE O), lysofosfatidylethanolaminy (LPE; s alkylovym zbytkem
LPE O), sfingomyeliny (SM), ceramidy (Cer), diacylglyceroly (DG), triacylglyceroly
(TAG), fosfatidylinositoly (PI), fosfatidylseriny (PS) a mastné kyseliny (FA). Nazev
lipidu ,,A B:C-D* je definovan nésledovné: A = lipidova tiida, B = celkovy pocet uhlikli
acylovych fetézci, C = celkovy pocet dvojnych vazeb, D = jednotlivé isomery.

Chromatogram na Obr. 26 znazornuje separaci vybranych PC.

PC 40:7

9.3e7 4.0e7 PC 36:5
2.4e7
2.3e7
2 2¢7 PC 32:0
2.1e74
2.0e74
1.9e7
1.8e7
1.7e71
1.6e74 PC 21:0
1.5e77 PC 32:2
1.4e71
1.3e71
1.2e71
1.1e7+
1.0e7+
9.0e6+
8.0e6+
7.0e64
6.0e6
5.0e6
4.0e6
3.0e6
2.0e6

1.0e61 » B Aﬁﬂ&.: X
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

sdo ‘eyizuajuj

10 120
Cas, min

Obr. 26 Ukazkovy chromatogram znazorfiujici separaci vybranych fosfatidylcholini ve vzorku
mysi plasmy.
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7.2 Statisticka analyza
Cilenou lipidomickou analyzou bylo naméieno 418 latek. V ramci piedzpracovani dat
(interpolace, vyfazeni lipidu s variaénim koeficientem > 30 % pro QC vzorky — viz
kapitola 6.2) bylo do samotné statistické analyzy zahrnuto 406 latek.

Grafické vystupy statistického vyhodnoceni cilené lipidomické analyzy plasem
mysi s deficitem GCPII a kontrol jsou zobrazeny na Obr. 27-31. VV PCA grafu (Obr. 27)

jsou vzorky barevné odliSeny dle pohlavi, stafi a typu mutace mysiho modelu.

PC2 - 20.03 %

PC1 - 33.44 %:; Soucet = 53.47 %

Obr. 27 PCA vzorku plasem transgennich mysi s deficitem glutamatkarboxypeptidasy Il a
kontrol. Oranzové jsou znazornény kontrolni vzorky mladych sami¢ek (FWY), rizoveé pak
starych samicek (FWQ). Zelené jsou oznaceny vzorky mladych samicek s deleci (FDY), modie
pak starych samiéek s deleci (FDO). Hnédé jsou znazornény kontrolni vzorky mladych samec¢ku
(MWY), olivové pak starych samec¢ki (MWO). Fialové jsou zvyraznény vzorky mladych
samecku s deleci (MDY) a tyrkysové pak starych samecka s deleci (MDO). Celkova vysvétlena
variabilita datového souboru je 53,47 %.
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Pro znazornéni diskriminujicich lipidi mezi jednotlivymi skupinami (FDO/FWO,
FDY/FWY, MDO/MWO, MDY/MWY) byla provedena supervizovana OPLS-DA
analyza. Jednim z jejich vystupt je OPLS-DA VIP graf (z angl. Variable Importance for
the Projection). Tticet lipidl, které nejvice ptispely k déleni v ramci skupin WT a DEL
je uvedeno v Tab. 2-5. Pro srovnani vysledkl z jednorozmérné a vicerozmérné statistiky
bylo téchto 30 latek barevné vizualizovano i ve vulkanovych grafech (Obr 28-31).
Vysledky obou analyz se mohou odliSovat. V piipadé dat s mnohorozmérnou strukturou
(jako jsou 1 lipidomicka data) jsou pro vyhodnoceni podstatné zejména vysledky
z mnohorozmérnych metod, které berou v potaz celou datovou strukturu.
Jednorozmérné metody, které vyhodnocuji kazdy metabolit zvIast, slouzi jako

dopliujici informace.
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Tab. 2 Tricet nejvice diskriminujicich lipidd mezi skupinami FDO a FWO dle OPLS-DA VIP
plotu. Nejpocetngjsi skupinou lipidi, které jsou Vvtéto tabulce uvedeny, jsou
lysofosfatidylcholiny.

Primér VIP Smérodatna pl
odchylka VIP
PC 43:6 2,69 0,12 -0,99
PS 38:6-2 2,48 0,24 1,33
Cer 40:6-2 2,44 0,23 0,74
LPC 18:4-1 2,41 0,11 0,73
Cer 40:5-3 2,40 0,25 0,71
LPC 20:4 2,29 0,17 0,73
PE 36:4 2,27 0,14 0,81
LPC 17:2 2,20 0,11 0,60
Pl 36:1-2 2,14 0,12 -0,84
LPC 18:3 2,14 0,14 0,61
FA 18:4 2,08 0,17 0,54
LPC 16:2 2,06 0,10 0,65
LPC17:1 2,02 0,14 0,59
LPC 18:2 2,02 0,15 0,57
Pl 36:2-1 2,01 0,14 -0,83
PE O 38:6-3 2,00 0,22 0,70
PC 40:10 1,97 0,23 -0,49
LPC 22:4 1,97 0,14 0,73
LPC 22:5-1 1,96 0,15 0,75
LPC 22:6 1,93 0,20 0,68
PC O 34:3-2 1,92 0,17 -0,68
LPC 15:1-1 191 0,11 0,48
Cer 38:5-4 1,88 0,26 0,54
Pl 36:1-1 1,87 0,15 -0,75
FA 20:3 1,86 0,22 -0,26
P138:3 1,86 0,20 -0,54
PC 28:0 1,84 0,26 -0,27
PE O 38:5-2 1,83 0,18 0,52
PC 44:11-1 1,82 0,29 0,73
SM 40:8 1,82 0,15 -0,45

42



FDO/FWO

Rozdil medianu

APC 438
® Pl136:1-2 ® LPC 18:4-1
—_ ® PI36:2-1
g elPci7:1 ® LPC17:2
@©
S )
T o bC O s ® LPC 20:4
=1 e o e _ elLPCig2 ©®LPC18:3
= ®pPC 18:2
- ° e . eFA18:4
. e ®0 ° ® [pC22:4
e PC 40:10 oPIg6:1-1 9 . |gEL:I;E‘q.ZZ‘S-1
. .
® Pl138:3 el%C22:68 PC 44:11-1
. : * 0%, o . LP% 15:1-1
. $ . :] . % o PS 38:6-2
. : ° .5 .
o ® o W Do oy *°° ® PE 0 38:5 ® Cer 40:6-2
oo - . * ]
e oo .0} ® 0 Se . s o * ¢ *
L ) ‘.frc‘h;u. oo o g o L) o
L] [ ] () ° ® [ ]
[ ]
“ Sffge °, @ L * o Cer38:54®
e ©® ‘..Q‘ < ° °
wyl sNi, e M2
e el heg® o>
« ® St .:' Lot
® e e, o e
MCLY o Oe % *
I I [ I I
-04 -02 00 02 04

Obr. 28 Vulkanovy graf skupin FDO/FWO. Signifikantni lipidy dle p-hodnot (po Bonferroniho
korekci) jsou oznaceny Cervenym trojuhelnikem. V grafu je zaroven znazornéno 30 nejvice
diskriminujicich lipida z VIP OPLS-DA: zelené latky zvysené u FWO, modie zvysené u FDO.
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Tab. 3 Tricet nejvice diskriminujicich lipidi mezi skupinami FDY a FWY dle OPLS-DA VIP
plotu. Nejpocetnéjsi skupinou lipidd, které jsou v této tabulce uvedeny, jsou fosfatidylinositoly.

Primér VIP Smérodatna pl
odchylka VIP
Cer 38:5-4 2,95 0,29 1,22
Cer 40:5-3 2,86 0,30 1,15
Cer 40:6-2 2,49 0,31 0,82
P136:2-1 2,43 0,18 1,47
PE O 34:2-4 2,39 0,30 -0,97
Pl 38:5-3 2,28 0,11 1,49
FA 16:1 2,28 0,29 -0,91
Pl136:1-1 2,20 0,24 1,11
P136:1-2 2,16 0,23 1,30
SM 32:1 2,15 0,18 -1,26
Pl 34:2-2 2,15 0,18 1,03
PC O 29:3 2,13 0,22 -1,41
P134:1-1 2,12 0,24 0,77
SM 40:2-2 2,08 0,19 -0,92
SM 33:1 2,03 0,23 -1,44
SM 34:2 2,00 0,21 -0,51
SM 40:7 1,94 0,49 -0,94
P139:4 1,94 0,19 0,84
PC 36:2-2 PC 36:2-1 1,90 0,11 1,06
PC 34:2 1,90 0,11 1,08
PC 38:9 1,86 0,53 -1,11
Pl 36:3-1 1,86 0,17 1,21
PE 36:2-1 1,84 0,14 1,01
PE 41:6 1,81 0,18 1,50
PC 29:1 1,81 0,22 -1,12
FA 18:4 1,81 0,27 1,11
DG 32:3-1 1,78 0,23 0,70
Pl 38:6-2 1,78 0,21 1,28
LPC 14:1 1,76 0,18 1,33
PE 36:4 1,75 0,34 -0,85
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Obr. 29 Vulkanovy graf skupin FDY/FWY. Signifikantni lipidy dle p-hodnot (po Bonferroniho
korekci) jsou oznaCeny Cervenym trojuhelnikem. V grafu je zaroven znazornéno 30 nejvice
diskriminujicich lipidi z VIP OPLS-DA: zelen¢ latky zvySené u FWY, modie zvysené u FDY.
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Tab. 4 Tticet nejvice diskriminujicich lipidi mezi skupinami MDO a MWO dle OPLS-DA VIP

plotu. Nejpocetnéjsimi skupinami lipid, které jsou v této tabulce uvedeny, jsou
fosfatidylcholiny a fosfatidylethanolaminy.

Primér VIP Smérodatna pl
odchylka VIP
FA 18:4 2,61 0,14 1,10
PE 38:3-2 2,44 0,15 1,20
PE 40:7 2,26 0,10 0,88
PE 36:3-2 2,21 0,14 0,76
PE 36:5-1 PE 36:5-2 2,19 0,11 1,43
PE 36:4 2,14 0,13 0,99
PE 38:5-1 PE 38:5-2 2,13 0,14 0,86
PC O 36:6-1 2,07 0,12 -1,16
PE 38:4-1 2,06 0,14 0,81
PE 39:5-2 2,05 0,08 1,32
PE 40:8 1,96 0,19 0,73
PC 34:1 1,95 0,08 1,16
LPC 14:1 1,93 0,13 0,60
PE 42:10 1,90 0,22 1,31
DG 32:3-1 1,89 0,12 0,77
PE 40:5 1,88 0,13 0,82
PC 36:4-1 1,88 0,08 0,78
PC O 35:1-2 1,87 0,11 1,23
SM 37:3 1,87 0,07 -0,99
PC 36:3-2 1,83 0,09 0,71
PS 40:8-1 1,82 0,36 1,19
PC 0 34:4-1 181 0,07 -0,99
PC 29:2 1,78 0,15 -0,98
PC 38:4-2 1,77 0,11 0,59
PE 38:4-3 PE 38:4-2 1,75 0,14 0,59
LPC 15:1-1 1,73 0,19 -0,40
PC 36:1-1 1,73 0,09 1,24
PC 38:6-2 1,71 0,08 0,69
PE 34:1 1,71 0,10 1,32
PC 0 29:0 1,70 0,07 -111
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Obr. 30 Vulkanovy graf skupin MDO/MWO. Signifikantni lipidy dle p-hodnot (po
Bonferroniho korekci) jsou oznaceny Cervenym trojuhelnikem. V grafu je zaroven znazornéno
30 nejvice diskriminujicich lipidd z VIP OPLS-DA: zelené latky zvysené u MWO, modie
zvysené u MDO.
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Tab. 5 Tticet nejvice diskriminujicich lipidi mezi skupinami MDY a MWY dle OPLS-DA VIP

plotu. Nejpocetnéjsimi skupinami lipidi, které jsou v této tabulce uvedeny, jsou
lysofosfatidylcholiny a fosfatidylethanolaminy.

Primér VIP Smérodatna pl
odchylka VIP
Cer 40:6-2 3,07 0,30 1,60
Cer 40:5-3 3,05 0,41 0,93
Cer 38:5-4 3,04 0,39 0,83
LPC 15:1-1 2,77 0,15 1,22
PE 40:6-1 2,47 0,21 -1,59
PE 40:5 2,46 0,28 -1,29
PE 40:9-2 2,45 0,24 -1,26
LPC 20:5 2,37 0,21 1,30
LPC 18:4-1 2,36 0,23 0,85
PE 36:4 2,36 0,27 -1,22
LPC17:2 2,28 0,15 0,99
FA 16:1 2,24 0,32 1,34
LPC 18:3 2,22 0,21 0,83
Pl 36:3-3 2,21 0,24 1,06
LPE O 18:3 2,11 0,12 -0,99
PEOQ37:2 2,07 0,28 0,59
LPC 14:0 2,02 0,22 1,17
LPC 16:2 2,02 0,14 1,07
PE 38:4-3 PE 38:4-2 2,01 0,28 -1,02
PE O 40:5 1,97 0,18 -1,07
PC 0 39:3 1,97 0,23 -0,98
PE 34:2 1,96 0,20 -1,34
PE O 34:2-4 1,95 0,28 0,76
LPC 16:1 1,95 0,22 1,25
LPC 0 20:1 1,92 0,17 1,03
PE 36:5-1 PE 36:5-2 1,90 0,24 -1,37
Pl134:1-1 1,88 0,18 0,49
LPC 14:1 1,87 0,29 -0,87
FA 22:1 1,86 0,27 0,83
LPE 16:0 1,86 0,15 -1,19
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Obr. 31 Vulkanovy graf skupin MDY/MWY. Signifikantni lipidy dle p-hodnot (po
Bonferroniho korekci) jsou oznaceny ¢ervenym trojuhelnikem. V grafu je zaroven znazornéno
30 nejvice diskriminujicich lipida z VIP OPLS-DA: zelené latky zvySené u MWY, modfe
zvysené u MDY.

Dle naSich vysledka inaktivace GCPII nema vyrazny vliv na celkovy lipidovy profil.
Déleni vzorkl bylo pozorovano zejména v zavislosti na pohlavi a stafi mysich model
(viz Obr. 27). V této souvislosti bylo publikovano nékolik praci. Lu a kol ve své praci
popsali snizenou hladinu fosfatidylinositolt s pfibyvajicim vékem, coz se nam u vétSiny
z diskriminujicich Pl prokazalo, rozdil byl zaznamenan napftiklad pro Pl 36:5 (Obr. 32)
(Lu et al., 2019).
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Obr. 32 Krabicové grafy znazornujici hladinu fosfatidylinositolu 36:5 napti¢ danymi skupinami.
Vyrazné snizeni hladiny tohoto lipidu bylo pozorovano u star$ich mysi.

Pti starnuti dochazi ke zméndm ve slozeni bunéénych membran, v mitochondrialnim
metabolismu a v hladiné oxida¢niho stresu (Yu et al., 2012). Pravé oxidacni stres
dramaticky ovliviiuje biologické membrany peroxidaci lipidd, kterd vede ke zméné
ﬂuidity membrény a naruseni funkce membrénovych proteint (MeCOCCi et al., 1996).
zvySuje s ve€kem (Vaarhorst et al., 2011; Gonzalez-Covarrubias et al., 2013). Nase
vysledky tomuto zjisténi odpovidaji, ptikladem muze byt SM 38:3 (Obr. 33), jehoz

hladina je u starych mysi vyssi nez u mladych.

o E @
ENRN 3?
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051 :
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1,0

FDO FWO FDY FWY MDO MWO MDY  MWY

Obr. 33 Krabicové grafy znazorfiujici hladinu sfingomyelinu 38:3, ktera se 1isi v zavislosti na
stafi a pohlavi.
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Trabado a kol. ve své praci mimo jiné uvedli, Ze hladina SM se liSila v zavislosti na
pohlavi. SM 38:3 byl nalezen ve vyssi koncentraci u samicek (viz Obr. 33) (Trabado et
al., 2017).

U rakoviny prostaty byla popsana zvySena exprese GCPII (Silver et al., 1997).
Zhou a kol. publikovali praci, ktera popisuje zmény v lipidovém profilu plasmy u
pacienti s nadorem prostaty vuci kontrolam. Mezi kandidatni biomarkery pro
diagnostiku tohoto onemocnéni byly lysofosfatidylcholiny, konkrétn¢ LPC 18:0,
LPC 18:1, LPC 18:2 a LPC 20:4, jejichz hladina byla zvySena u pacient s rakovinou
(Zhou et al., 2012). Pokud by aktivita GCPII vyrazné ovliviiovala koncentrace téchto
lipidi, byl by u skupin DEL pravdépodobny pokles jejich hladin viéi WT. Tento jev
vSak byl patrny jen u skupin MDO/MWO a to pouze v piipadé¢ LPC 18:0 (Obr. 34).

Uvedeny ptredpoklad tak nebyl nasi analyzou potvrzen.

0,6 —

04 -

0,2

0,04

-0.24

-0.44

FDO  FWO FDY FWY MDO MWO MDY  MWY

Obr. 34 Krabicové grafy znazornujici hladinu lysofosfatidylcholinu 18:0. Samecci s deleci
zaznamenavaji mirny pokles hladiny daného lipidu oproti kontroldm.
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8 ZAVER
V teoretické casti bakalatfské prace byla vypracovana literarni reSerSe tykajici se
problematiky glutamatkarboxypeptidasy I, lipida, lipidomiky a hmotnostni
spektrometrie.

V experimentalni ¢asti byla provedena cilend lipidomické analyza plasem mysi
s deficitem GCPII a kontrol pomoci LC-MS/MS. Bylo nalezeno 418 lipidi ruznych tiid.
Naslednou statistickou analyzou byly vyhledany diskriminujici lipidy mezi obéma
skupinami. Zmény V lipidovém profilu byly pozorovany zejména v ramci stafi
a pohlavi.

Dle naSich vysledkil tedy inaktivace GCPII nemé vyraznéjsi vliv na celkovy

lipidovy profil.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2-MPPA
2-PMPA
ACN
AMK

bp

Cer

DEL

DG

ESI

FA
GCPII
HPLC
IPA
MS/MS
LC-MS
LPC
LPCO
LPE
LPEO

MALDI
MeOH
MK
MTBE
NAAG

@)
OPLS-DA
PC

PCO

kyselina 2-(3-merkaptopropyl)pentandiova
kyselina 2-(fosfonomethyl)pentandiova
acetonitril
aminokyselina
pary bazi
ceramidy
delece v genu pro GCPII
diacylglyceroly
ionizace elektrosprejem
samicka
mastné kyseliny
glutamatkarboxypeptidasa 11
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
isopropylalkohol
tandemova hmotnostni spektrometrie
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
lysofosfatidylcholiny
lysofosfatidylcholiny s alkylovym zbytkem
lysofosfatidylethanolaminy
lysofosfatidylethanolaminy s alkylovym zbytkem
samecek
desorp¢ni ionizace vzorku laserem za asistence matrice
methanol
mastné kyseliny
methyl terc-butyl ether
N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat
stary
ortogonalni diskriminaéni analyza nejmensich ¢tverct
fosfatidylcholiny
fosfatidylcholiny s alkylovym zbytkem
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PCA
PE
PEO
Pl
PS
QC
SM
TAG
TOF
WT

analyza hlavnich komponent
fosfatidylethanolaminy
fosfatidylethanolaminy s alkylovym zbytkem
fosfatidylinositoly

fosfatidylseriny

kontrola kvality

sfingomyeliny

triacylglyceroly

analyzator doby letu

wild-type - zdravé kontroly

mlady
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