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LIPIDY
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Definovdni lipidd"
- lipidové molekuly
(maté vs. velike) o

acetic acid
(Mr = 60)

- lipidy jako soucast supramolekularnich
S .|- r' u kT u r' LIPOPROTEINOVE TRIDY

[

©

@
1

(=3
o
®

(lipoproteinové &dstice)

4

hustota ¢dstice (g/ml)

H
tevseani lla &—Velké LDL
transport Na

remnantni
cholesterolu

Ib chylomikra
IVa b
,Vb\ O} Lp(a)

malé LDL

20 40 60
prumér cdstice (nm)




KLASIFIKACE LIPIDU

- podle molekularni struktury
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Acyly mastnych kyselin """ 823141792

ANVANAANNL

Glycerolipidy repho 288+7379

MACANANAANAN

Glycerofosfolipidy  covuisedy, 1676+8312

Sfingolipidy onaoidsy 1707+3176

-

Sterolové lipidy 5% " o0 3130

Prenolové lipidy SE— 1553

32+1294/69
98

Fahy 2005, Fahy 2009

Jiné- sacharolipidy, polyketidy




ANALYZY LIPIDU

— historicka perspektiva
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LIPIDY & KLINICKA PRAXE

Zakladni parametry

Pouze lipidové tridy TC TAG NEFA
nejsou konkrétni molekuly

pouze sumace metabolickych efektd
- rizikové faktory kardiometabolickych onemocnéni
- hodnoceni dyslipidémie
primdrni x sekundarni
Lipoproteiny
transportni déje pro lipidy v cirkulaci

LDL-C HDL-C Lp(a)




ANALYZY LIPIDU

— historicka perspektiva
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LIPIDY & KLINICKA PRAXE

PokroCilé parametry I

Lipidové podtridy FA, ST
nékdy i konkrétni molekuly
analyzy pokrocilejsimi technikami (6C, ELISA, elfo)
podrobnési pohled na metabolické déje

- patogeneze nékterych onemocnéni

ICHS, MetSy, DM, NAFLD FA BA celkove/profily

endokr'mo/oglcke por'uchy s1'er-o|dn| hormony
identifikace puvodcu onemochéni FA profily - bakteridlni kmeny

Subfrakce lipoprotein
oxidaéni déje pro lipidy v cirkulaci LDLox sdLDL
metabolismus HDL castic (RCT, fce) sdLDL HDL,p, 2¢ 34 3b 3¢

Stadler 2021, Chary 2022




LIPIDY & KLINICKA PRAXE

PokroCilé parametry I

Lipidové podtridy PL _
konkrétni molekuly (cilené analyzy) Lamari 2012
aktivace desticek PAFAH Lu 2015
vlastnosti plicniho surfaktantu  diPA-PC (majoritni)
mitochondrialni poruchy
- Barthv sy tetraLA-DPG Houtkooper 2009

nutrice, farmakologie
- kontrola formulace lipozémt  PL nanocastice Maritim 2021

Lipidové podtridy SL
strrddavé choroby - lyzosomdini poruchy
glykosfingolipidy ~Platt 2014




ANALYZY LIPIDU

— historicka perspektiva

jednoduchy
lipidovych trid
sfingolipidy

NEFA ¢ p TH6

a enzymova

= katalyza
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. elektroforéza

z e x oL

S : : TA6 x  Pc x Cer x SPH vLDL
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LIPIDOMIKA

genotyp

,,omika“

genomika

transkriptomika

proteomika

metabolomika
- glykomika
- lipidomika

fenotyp

analyticky prostor

30-60 tis.
genu

150-300 tis.

transkriptd

300-1000 tis.

proteind

tisice
lipidu

Navas-lglesias 2009



LIPIDOMIKA
Vyzvy lipidomiky

Izomery lipidovych molekul - hlavné diky FA
- pozi¢ni izomerie (n-3 vs. n-6)
- geometrickd izomerie (cis- vs. trans-)
- regioizomery (1,3-DAG vs. 2,3-DAG, OOP vs. OPO)
- konstituéni izomerie Fetézcl (16:0+20:0 vs. 18:0+18:0)
.Lzobary" (PC 36:1vs. PS 36:2)
Analyza signalu
- prilis" mnoho informaci
Space analysis
- zobrazovaci techniky
- bunéénd/subceluldrni lokalizace lipidu
Klinické vyuziti lipidomiky
- zvy$eni mnozstvi analyzovanych vzorku

Hancock 2016



LIPIDY & KLINICKA PRAXE

Pokrocilé parametry IT

Lipidy na molekuldrni drovni
vzdy konkrétni molekuly
analyzy pokrocilymi .high-end" technikami (6C/LC-MS, NMR)
podrobnéjsi pohled na metabolické déje

1. metabolické drdhy lipida (hleddni zmén)
molekularni ,druh(y)" lipidu
= biomarker onemocnéni?
2. patogeneze onemocnéni (hledani reguldtort) steroidni hormony
ICHS, MetSy, DM, NAFLD peroxisomalni poruchy

vrozené metabolické poruchy b'°sy'g;:° dg:‘i’c!ie:::?'u

Subfrakce lipoproteint LDL,_,.IDL,VLDL
oxidacni déje pro lipidy v cirkulaci HDL
redistribuce lipid mezi subfrakcemi 1-10

(odpovéd’ na patofyziologicky déj) Han 2022




LIPIDY & KLINICKA PRAXE

Pokrocilé parametry IT

Lipidy na molekuldrni drovni - hleddni biomarkerd

a Phase | (discovery) b Phase Il (qualification)

¢ Phase Il (verification)
1 Collection site

1 Collection site 4 Collection sites
1 Laboratory 3 Laboratories 1Laboratory 145 16

3 Methods " 79 4 Methods __ 1 Method “ 246
P 2

Laboratory 1 Laboratory 2 Laboratory 3

UHPSFC/MS Shotgun MS (LR and HR) RP-UHPLC/MS

[l ®seyd

Time
MALDI-MS Phase |l
Shotgun MS (LR)

Wolrab 2022



LIPIDY & KLINICKA PRAXE

Pokrocilé parametry IT
Lipidy na molekuldrni Grovni - onkologické biomarkery

Zdravi (KON) nemocni (PDAC) KON vs. PDAC
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LIPIDY & KLINICKA PRAXE

PokrocCilé parametry IT
Lipidy na molekuldrni drovni - identifikace rizika

starnuti

mohitorovani
stavu

Elkros 2020



Klinické vyuziti lipidomiky
Lipidy na molekuldrni drovni

Relativni dosTupnos’r LC/MSMS platforem
+ shizend operachi ndrocnost

Komercni kity pro stanoveni vybraného spektra analyt

- acylkarnitiny (kity pro neonatdlni screening)
- fosfolipidy, ceramidy (metabolomické kity)
- steroidni hormony ( + metabolomickeé kity)

- sekosteroly (skupina vit D3)

- profil zlu¢ovych kyselin

- vitaminy rozpustné v tucich (A+D,/D;+E+K))

Ivanovova 2021, firemni materidly



NMR

Lipidomické analyzy o
stanovovani lipidovych trid (FC, TAG, PL) |
pro PL vyhodou 3P NMR
meze detekce vysoké (mM-100uM)

Klinicky systém NMR

1. systém Vantera
profil lipoproteint (! FDA)
400 MHz H
obsah TAG, PL, FC, apoB v jednotlivych subfrakcich VLDL,

IDL, LDL, HDL —

2. klinické analyzatory
600 MHz H
patentovdn pro USA
hlavné TMAO (trimethylamin-N oxid) pro CVD risk

Otvos 2012, Otvos 2014




Compound Fatty acids

MS Imaging

Positive ion mode

phosphatidyl cholines 16:0,16:1,18:1, 18:2, 20:4,20:2, 20:3 22:6
()

phosphatidyl ethanol- 14:0,16:0,16:1,18:1,18:2, 20:4, 20:2, 20:3
amines (PE) 22:6

sphingomyelins (SM) 18:0, 18:1, 20:4, 22:6

triglycerides 16:0,16:1, 18:1,18:2, 20:4, 20:2, 20:3 22:6
(NH,™ adducts)

Heated  Tube Skummer .
Negative ion mode

Venturi air jet pump capillary fatty acids 2:0,3:0, 4:0,8:0,8:1,10:0,10:1,12:0, 12:1,
14:0, 14:1,16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2,

- 02203204226
Nitrogen vy - o 16:0,16:1,18:1,18:2, 20:4, 20:2, 20:3
—_— a nes

' ¢ hgsﬁdyl ethanol- |denuc | to PE, v
i Wf an
P 1.5 TOrI' p:15x10‘1 Torr phosp atidyT inositol! ) 16 1 :0. Zof: e

sulfatides 16:0, 18:1,
plasmalogens 16:0, 18:1
phosphatidic acids 16:0, 18:1, 18:0

Needle cutting
electrode

nador zdravd
prsu tkan

"TIT rekroticka tkan

chirurgické metody
Schafer 2009



ZAVEREM
Analyzy lipidu v klinické praxi
A. Mnozstvi/pocet analyzovanych vzorkd
B. Rozvoj novych technik
- NMR-MS
- (ionizace)-HPLC-MS/MS/MS
C. Rychlost/prevoditelnost .translational research"
- .cost-effective" pristup
- interpretace dat
- standardizace vysledku
- personalizovana medicina




RVO-VFN 64165
COOPERATIO







LIPIDOMIKA
Metody a postupy lipidomiky

matrice
o priddni IS extrakce (derivatizace) shotgun lipidomika
cilend lipidomika
vzorku
zpracovani tkdne )
bunécné elementy MS zobrazovaci metody
2isk ionizace iontovd MS analyza data
MS dat ESI mobilita low mass res TIC/XIC
a MALDI high mass res MS,MS/MS, MSE
APCI/APPT obraz
SIMS
spektrdlni izotopické identifikace | .
2 . vantifikace
at .
.. . analyzy metabolické
bioinformatika _ . . metabolickych sits
, statistika :
vysledky ces

Yang 2016



MS imaging

MALDI-MS
PC 16:a/16:0 + K*

§ Cerebral Cortex
Corpus Callosum
Hippocampus

Thalamus

Hypothalamus

B Striatum

—>
Intensity

Murphy 2009




(HP)LC-NMR HPLC — NMR - MS

Hmotnostni detekce spojend s NMR
az na prelomu tisicileti pouzitelny systém

Vyhody

- omezeni preanalytické fdaze

Nevyhody
- nizka citlivost systému (~umol/I)
- NMR systém: cena, provoz systému

Identification of known metabolites
by NMR/MS translator

Sample Ms?
|z

¥

m
Consistency analysis
verification

o ('H)

NMR metabolomics
database query
Identified metabolites M

[M+H]r‘w+~a]:.. S reconstrucion 1 Duarte 2008, Cvacka 2012,

[M-HT, [M+CIT,.. Bin g ol 2015




ANALYZY LIPIDU

— historicka perspektiva

jednoduchy
lipidovych trid
sfingolipidy

NEFA ¢ p TH6

a enzymova

= katalyza

;‘E" IT Deleni lipidovych podtrid eni lipopro

o .

. elektroforeza

z e x oL

S : : TA6 x  Pc x Cer x SPH vLDL
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>
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HPLC

Retencni charakteristiky

« Retencni faktor k’
 Selektivita a
« Uginnost N

M¢titko separace dvou analytu

Vv difuze, proménneho toku
Cas straveny analytem mobilni faze a neuniformity

ve stacionarni/mobilni fazi c¢astic stacionarni faze



HPLC a klinicka laborator

Amino acids Inorganic ions

Volatile = . - Synthetic Sugars
;:;ﬁ:soxwlc S Glyphosate food dyes Sugars
Aldehydes

) K&tﬂﬂes " - PG_. DG. DG )
Sulfonamides Eb'fnls phenols Aflatoxins

alcohols
Enzymes

oy

L.
Nitriles EHT, BHA, THBQ
) ) antioxidents hRe
MNitrosamine RN

ﬂrﬂan'}_ Alcohol R )
phosphorus PAHs Anabolica  Natural food dyes

sticides i i ~
TMS L Aromatic amines Fat Euluhle vitamins

derivatives PCBs ™~
of sugar o

Essential Oils  Polymer monomers Triglycerides  ~ . Phospholipids

Fatty acids Antibiotics

Flavonoids

Epoxides

C2-C6 hydrocarbons Fatty acid Aromatic esters
methylesters

Volatile — Gas Phase Nonvolatile - Liquid Phase

Volatile Volatility ——3»  Nonvolatile

Materialy fy Agilent



HPLC — nové trendy
Parametry ovliviiujici u¢innost:
rychlost toku mobilni faze  fast HPLC, nano HPLC
d¢lka kolony fast HPLC, 2D HPLC, nano HPLC
eprumer a distribuce Castic stacionarni faze nové kolony
Parametry ovliviujici retencni faktor:

* typ a sloZeni eluentu high T HPLC

* typ stacionarni faze nové kolony

» vlastnosti analytu nové zpusoby derivatizace
Parametry ovliviujici selektivitu:

* typ stacionarni faze nové kolony

» vlastnosti analytu nové zpusoby derivatizace

e aditiva v eluentu nova aditiva

» teplota high T HPLC

* slozeni eluentu (U Ionizovatelnych analyti)
Kazakevich 1999



TLC - MS

Tenkovrstevna chromatografie spojena s MS detekci

zapojeni off-line (zpracovani vzorku) TLC plate o
on-line (pifimo s MS detektorem) vﬂ;_ v

ruzné ionizacni techniky (MALDI, ESI, DESI) RSl ) -
detek¢ni limit (ESI) cca 20 pg pti1 elucni oblasti 2-4 mm

CerP
(d18:1/16:0)

616 CerP

(d18:0/16:0)
618
k | 100
Standard ‘ . CerP

19)2e7HQ

1S

CerP (d18:0/24:1)

(d18:1/24:1)
726 728

B
( ) Extract

Cheng 2011, Seng 2014



LIPIDOMIKA MASTNYCH KYSELIN

Plynovd chromatografie (GC)
GC(MS) - derivatizace,
GC vs GCMS:
GC/FID - variabilita staciondrni faze
- separachi G¢innost kolon - nejsou problémy s izomery
GC/MS - stabilita staciondrni faze
- selektivita detektoru
(FID vs MS vs MS/MS)




LIPIDOMIKA MASTNYCH KYSELIN

Plynova chromatografie (6C)
GC: - separace lipidovych tFid + separace acylt + derivatizace

izomery 18:1, 18:2 izomery 16:1




LIPIDOMIKA MASTNYCH KYSELIN

Plynovd chromatografie a MS
GCMS: - separace lipidovych trid + separace acylt + (derivatizace)

\
‘‘‘‘‘‘‘‘

izomery 18:1, 18:2 izomery 16:1




LIPIDOMIKA MASTNYCH KYSELIN

Plynovd chromatografie a MS
GCMS: - detekce ruznych MS (MS/MS fragmenti)

izomer 18:1n-9

(0]

aEnag RS
166.10

. i . N
L] a 165
- Time (min)
L] FAME #1234-1245 RT: 16.12-16.21 AV: 12 NL: 6.82E5
ms [50.00-550.00]
67.07

0

22216

220.15 || 23822
z07.18 2a6.16

35888 386.25 404,19 42031 46111 492,95 507.66 536,53
350 250 450 560 S50

malé rozdily ve fragmentaci > kalibrace na poméry
fragmentt velmi zridka




LIPIDOMIKA MASTNYCH KYSELIN

Chromatografie a derivatizace

jak pro GCMS, tak pro LCMS platformy

1. Derivatizace na karboxylu

- pikolinace (jednodussi fragmentacéni charakteristiky)

2. Reakce na dvojné vazbé
- adukty s ACN

- 0zohizace

- fotoindukované reakce



LIPIDOMIKA MASTNYCH KYSELIN

Kapalinova chromatografie (LC) spojend s MS detekci
LC - lIze intaktni lipidové tridy
(kratsi preanalytickd faze)
moznd derivatizace

riizné fragmentace nhutnd kalibrace
izomerd Yang 2013



LIPIDOMIKA MASTNYCH KYSELIN

Kapalinovd chromatografie (LC) @ TS
- nové separacni moznosti
HPLC kolony na bazi €30 core shell

-
-
o

12.36 912 04
PC(18:1(92)/18:1(92)) | . PC(18:1(9E)/18:1(9€E))

Narvaes-Rivas 2016



LIPIDOMIKA MASTNYCH KYSELIN

KG DCl I | nO Vd C h ro mClTO 9 r‘af l e (LC) (002 10) {100 20000 (500 1500.0)
- nové ionizacni moznosti
ionizace ve zdroji - iontovd mobilita

’
) ————]

trans 11

2 1
Dt Time il secs)

18:1
cisg trans 9oril

PC16:0 PC16:1 PCi6:1 PC16:1 PC16:1
sn-2 /sn-1 sn-2(cis) / sn-1(cis) sn-2(cis) / sn-2(trans) sn-2(cis) / sn-2(cis) sn-1(cis) / sn-2(trans)

‘\ sn-2 - - - /\ sn-2
(trans) i i i , ! 1 (trans)

1875 19.25 19.75 20.25 20.75 2125 2175 22.25
Drift Time (ms)

Paglia 2015, Kyle 2016



LIPIDOMIKA STEROLU

Plynova chromatografie (GC)
GC - neni nutnd derivatizace,
pouziva se pro lepsi separaci, snizeni bodu varu
GC vs GCMS:
GC/FID - variabilita staciondrni faze (vyssi teplotni limit)
- separachi Uc¢innost kolon - nejsou problémy s izomery
GC/MS - stabilita staciondrni faze
- selektivita detektoru
(FID vs MS vs MS/MS)




LIPIDOMIKA STEROLU

Plynova chromatografie (6C, GCMS)
GC: saponifikace + derivatizace

izomery cholesterol - lathosterol
(mM) (nM)




LIPIDOMIKA STEROLU

Plynovd chromatografie a MS

GCMS: - detekce ruznych MS (MS/MS fragmentt)

K4_ac_20140424_1007nered _NGS002_split 8.10.2014 5:07

cholesterol

30110

a_ac_20140424_1007nered _NCSO002_spitiz_2_5ul #2173 2184
T: + ¢ Full ms [50:60-550.00]

147.21
8128 9118 105.20 32219 || 160.24 17328

3170
Time (min)
=3 140424 T007nered NCSOC = R AT 15 58 7 sias
Il ms [50.00-550.00]

rozdily ve fragmentaci = nepouzitelné diky poméru
koncentraci 1000:1 > nutnd separace



LIPIDOMIKA STEROLU

Kapalinova chromatografie (LC)
LC MS - Ize intaktni sterolové molekuly
-~ APCI/APPI sondy

- zahlceni kolony

citliva LC-MS platforma + vhodna HPLC kolona

materialy fy Agilent



LIPIDOMIKA STEROLU

Kapalinovd chromatografie (LC)

LC MS
- ESI sonda

- lepsi ionizovatelnost (méné vzor

RT: 5.16 - 15.00 SM: 7B
5.94

7.76 8.47 867 9.31 9.99 10.39 10.99 11.40 12.14 A2 ENL

1107 1157 12.18 1258

5.27 588 6.08 702 7.39 7.73 L 1080 11.64 1194 1268 13.15

1134 11.95 12.65

554 5.98 6.59 6.79

568 5.95 6.29 6.76 740 791 963 1020 1097

Time (min)

12.55 13.16 1353

derivatizace

NL: 6.13E4

TIC F: + ¢ ESI SRM ms2 547.500
[165.999-166.001; 166.199-166.201;
180.999-181.001; 181.199-181.201] MS
NCScarb_mixB10ng_mL_20160714_2uLPO
530min

14.66
NL: 9.13E5
TIC F: + ¢ ESI SRM ms2 549.450
[165.999-166.001; 180.999-181.001] MS
NCScarb_mixB10ng_mL_20160714_2uLP0O
530min

13.59 13.89 14.56

NL: 5.61E4

TIC F: + ¢ ESI SRM ms2 551.450
[165.999-166.001; 180.999-181.001] MS
NCScarb_mixB10ng_mL_20160714_2uLPO
530min

13.86 14.20

NL: 1.88E4

TIC F: + ¢ ESI SRM ms2 561.600
[166.199-166.201; 181.199-181.201] MS
NCScarb_mixB10ng_mL_20160714_2uLPO
530min

14.30

NL: 2.20E4

TIC F: + ¢ ESI SRM ms2 563.600
[165.999-166.001; 180.999-181.001] MS
NCScarb_mixB10ng_mL_20160714_2uLPO
530min

NL: 1.86E4

TIC F: + ¢ ESI SRM ms2 575.450
[165.999-166.001; 181.099-181.101] MS
NCScarb_mixB10ng_mL_20160714_2uLPO
530min

ku na kolonu)

desmosterol
7-DHC

lathosterol
cholesterol

IS

cholestanol
kampesterol

B-sitosterol
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