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Abstrakt

Eikosanoidy piedstavuji velkou tiidu biologicky aktivnich metaboliti polynenasy-
cenych mastnych kyselin, které hraji dilezitou roli v mnoha fyziologickych procesech.
Metabolismus téchto latek je velice slozity a pro jeho pochopeni byly pouzity metody analyzy
zahrnujici preseparaci z biologického vzorku pomoci extrakce na pevné fazi a kapalinovou
chromatografii ve spojeni s detekci na hmotnostnim spektrometru.

V ramci této bakalarské prace byly porovnany zpiisoby preseparace eikosanoidil
Z biologickych vzorki na kolonkach pro extrakci na pevné fazi rozdélené podle typu sorbentu.
Extrakce na pevné fazi byla testovana na ctyfech kolonkdch pro reverzni fazi,
ktera se prokazala jako nejucinnéjsi metoda za pouziti kolonky Strata X 60 mg/3 ml, 33 um
(Phenomenex, USA). Extrakce na pevné fazi byla optimalizovana také pomoci alternativnich
metod za pouziti dvou kolonek s iontovou vyménou a jedné s normalni fazi, které se ukéazaly
jako nevhodné pro cilenou analyzu eikosanoidi. Zvolena metoda extrakce na kolonkach
Strata X 60 mg/3 ml, 33 pum (Phenomenex, USA) byla pouzita pro separaci frakce
eikosanoidii ve vzorku gonadalniho tuku mysi. Eikosanoidy byly analyzovany pomoci
kapalinové chromatografie, kde byly testovany mechanismy separace pomoci tii kolonek
Kinetex o riznych délkach (50 mm, 100 mm, 150 mm), G¢inna separace prostaglandinu E2
a prostaglandinu D2 byla dosazena na nejdelsi koloné¢ Kinetex 150 mm x 2,1 mm, 2,6 um.
V této praci byly optimalizovany ionizaéni parametry hmotnostniho spektrometru, kolizni
energie a deklasteracni potencial pro ucinnou fragmentaci prostaglandinu D2. Ziskané
parametry optimalizované pro analyzu byly pouzity pro uréeni mnoZstvi vybranych
eikosanoidll v gonadalnim tuku, jatrech a srdci mysi.

Abstract

Eicosanoids represent large group of biologically active lipid metabolites syntesized
from polyunsaturated fatty acids that play an important role in many physiological processes.
To describe complex metabolism of these compounds, analytical methods including
extraction from a biological sample using solid phase extraction and liquid chromatography
coupled with mass spectrometer detection were used.

Solid phase extraction of biological samples was optimized on four types of reverse
phase columns of which column Strata X 60 mg/3 ml, 33 um (Phenomenex , USA) was
the most effective. Also, alternative solid phase extraction of eicosanoids using columns with
ion exchange sorbents and a column with normal phase were tested, but proved to be
unsuitable for targeted analysis of eicosanoids. The extraction method yielding the best results
- Strata X 60 mg/3 ml, 33 um (Phenomenex, USA) was used for the separation of eicosanoids
from mouse gonadal fat samples. Eicosanoids were analyzed by liquid chromatography
and the separation mechanisms were tested on three UPLC core-shell columns of different
lengths (50 mm, 100 mm, 150 mm). The most effective separation of prostaglandin E2
and prostaglandin D2 was achieved using the longest column Kinetex 150 mm X 2,1 mm,
2,6 um. Furthermore, ionization parameters, such as declustering potential, of selected
eicosanoids were optimized and fragmentation of prostaglandin D2, including modulation
of collision energy, were explored in detail. Final method optimized for the analysis
of eicosanoids was used to measure quantity of selected eicosanoids in gonadal fat, liver
and heart of mice.
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1 Teorie

1.1 Lipidy — definice

Lipidy jsou obecné jakékoliv molekuly, které jsou nerozpustné ve vodé a rozpustné
v organickych rozpoustédlech. Lipidy zahrnuji Siroké skupiny pfirozené se vyskytujicich
molekul, vosky, eikosanoidy, monoacylglyceroly, diacylglyceroly, triacylglyceroly,
fosfolipidy, sfingolipidy, steroly, terpeny, prenoly, vitaminy rozpustné v tucich (jako jsou
vitaminy A, D, E a K) a dalsi [1]. Hlavni biologické funkce lipidu jsou skladovani energie,
puasobi jako strukturni slozky bunéénych membran a mohou byt vyznamnymi signalizaénimi
molekulami.

1.2 Eikosanoidy

Eikosanoidy jsou slouceniny odvozené od polynenasycenych mastnych kyselin
(PUFAS) s fetézcem dlouhym 20 uhlikd. Jsou to lipidické signalni molekuly syntetizované
z kyseliny arachidonové (AA), eikosapentacnové (EPA) nebo dokosahexaenové (DHA). Patii
mezi n¢: prostanoidy tj. prostaglandiny (PG) a tromboxany (TX), dale pak leukotrieny (LT),
lipoxiny (LX), hydroxyeikosatetraenové kyseliny (HETE) a hepoxiliny [2]. Uplatiuji
se predevS§im lokaln¢, interakci s receptory na membrané buiiky nebo v bunééném jadte.
Utcastni se fyziologickych funkci organismu, jako je regulace staht hladkého svalstva,
propustnost céV a srazeni krevnich desticek, jsou také spojeny se zadnétlivymi, autoimunitnimi
a alergickymi procesy [3].

Nenasycené mastné kyseliny se déli podle geometrické izomerie na cis a trans nebo
podle umisténi prvni dvojné vazby od methylového uhliku na omega-9, omega-3 a omega-6
mastné kyseliny. Dvé podskupiny polynenasycenych mastnych kyselin S opaénym efektem
-3 (kyselina a-linolenovd, EPA a DHA) a ®-6 (kyselina linolova, vy-linolenova,
dihomo-y-linolenova a AA) jsou oznaCovany jako esencialni mastné kyseliny. Kyselina
linoleova a kyselina a-linolenova jsou prekurzory AA, EPA, DHA, maji zésadni roli
pii tvorbé eikosanoidi a jsou tedy prekurzory prostaglandinid, tromboxand a leukotrient
(obrazek 1). Po stimulaci buniky, enzym cytosolickd fosfolipaza A2 (CPLAZ2) uvolni AA
Z bunéénych fosfolipidii a volnd AA muze byt pfeménéna tfemi riznymi oxida¢nimi drdhami
na stovky bioaktivnich produkta.

Biosyntéza eikosanoidi probihda drahou cyklooxygenazovou (COX), ktera vede
ke vzniku PG a TX; lipoxygenazovou (LOX), ktera vede ke vzniku LT, LX, hepoxilini,
HETE a drahou cytochromt P450 epoxygenaz, ktera vede ke vzniku dalsich HETE (obrazek
2). Nékteré druhy eikosanoidii mohou byt produkovany vice nez jednim enzymem, podobné,
nékteré enzymy jsou schopné produkovat vice neZz jeden typ eikosanoidid. Kromé téchto
reakci mohou byt AA a jeho metabolity také tvofeny neenzymatickymi oxidacnimi
a dehydrata¢nimi reakcemi [26, 27, 30].

Kyselina eikosapentaecnova (EPA) a dokosahexaenova kyselina (DHA) jsou pfijimany
jako klicové ®-3 PUFA, které maji zdravi prospésné ucinky, nachéazeji se v rybim oleji
a mohou byt také vytvofeny v organismu prostfednictvim prodlouzeni a-linolenové kyseliny,
esencialni mastné¢ kyseliny ®-3. Studie prokazaly, ze diety obsahujici rybi olej

-----
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Obrazek 1: Rozdé¢leni nenasycenych mastnych kyselin podle poc¢tu dvojnych vazeb
na mononenasycené (MUFA) a polynenansycené (PUFA) a podle umisténi prvni dvojné
vazby od methylového uhliku na ®-9, ®-6 a ®-3.
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Obrazek 2. Biosyntéza eikosanoidi z AA. Reakci na rtizné stimulace organismu je AA
uvolnéna z bunénych fosfolipidi enzymem fosfolipazou, predevsim cytosolickou formou
fosfolipazy A, (CPLA;). Volné AA mohou byt pievedeny na bioaktivni eikosanoidy pies tii
drahy biosyntézy (COX, LOX, cyt P-450). LOX enzymy katalyzuji vznik LTs a LXs, COX
enzymy katalyzuji vznik PGH», které jsou dale pfevedeny na biologicky aktivni produkty,
tj. prostanoidy, P-450 katalyzuje vznik HETEs a epoxidu [2].
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1.3 Analytické metody pro identifikaci lipida

Lipidy jsou pfirodni latky rozpustné v organickych rozpoustédlech. Prvnim krokem
pfi analyze lipidd je jejich extrakce zbiologického materidlu, napt. extrakce
kapalina - kapalina (LLE), extrakce na pevné fazi (SPE), dale separace pomoci riznych
chromatografickych metod, chromatografie na tenké vrstvé (TLC), vysokou¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) nebo plynova chromatografie (GC) a poslednim krokem je detekce,
kde je vedle UV detekce nejpouzivanéjsi technikou hmotnostni spektrometrie (MS). Extrakci
lipidd zpevnych 1 kapalnych vzorkl biologickych materiald Ize provést extrakei
kapalina - kapalina (LLE) nebo SPE: extrak¢ni kolonky, disky, mikroextrakce (SPME).
Nejcastéjsi pouzivané metody LLE jsou Folchova, metoda Bligha a Dyera a TBME
(terc-butylmethyletherem) [4, 14, 24]. Metody Folche a Bligh Dyera pouzivaji k extrakci jako
rozpoustédlo smés chloroform/methanol/voda v riznych pomérech. Chloroformova frakce
s lipidy tvoii spodni vrstvu a horni vodna vrstva obsahujici latky pro analyzu eikosanoida
nepotiebné (tj. polarni latky, proteiny, aminokyseliny aj.) je odstranéna. V roce 2008 byla
navrzena extrakce TBME, pii které se lipidy drzi v horni etherové vrstvé [24].

1.3.1 Extrakce kapalina — kapalina (LLE)

Cilem vSech postupil extrakce je oddelit bunécné tekutiny nebo lipidy od ostatnich
slozek tj. proteint, polysacharidi, malych molekul (aminokyseliny, cukry aj.), ale zaroven
zachovat lipidy pro dalsi analyzy.

LLE vyuziva distribuci lipidi a ostatnich organickych latek mezi dvé nemisitelné
kapaliny. Polarni lipidy (napt. glykolipidy a fosfolipidy) jsou Iépe rozpustné v polarnich
rozpoustédlech (napt. alkoholy), nez v nepolarnich (napt. hexan). Nepolarni lipidy (napf.
triacylglyceroly) jsou 1épe rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech nez v polarnich. Lipidy
maji rizné polarity, coz znamend, ze neni mozné extrahovat vSechny lipidy jednim
organickym rozpoustédlem. Celkovy obsah lipid zavisi na povaze organického rozpoustédla
pouzitého k provedeni extrakce.

Metoda dle Folche et al. [16] pouziva jako extrakéni ¢inidlo chloroform/methanol
vpoméru 2:1, kdy po protiepani s fyziologickym roztokem vznikd spodni vrstva
chloroform/methanol/voda v objemovém poméru 86:14:1 obsahujici lipidy a horni vrstva
obsahujici necistoty, kde pomér rozpoustédel je 3:48:47 [25]. Metoda Bligha a Dyera [4]
je jednoducha uprava této metody, pro zvySeni vytéZnosti polarnich lipidd. Extrakce
pouzivajici TBME [24] byla navrzena pro preciznéjsi ziskani lipidd, kdy organicka faze
obsahujici lipidy tvofi horni vrstvu a tu lze odebrat bez ztrat, coz je dulezity predpoklad
pfi pouziti minima vzorku k extrakci.

1.3.2 Extrakce na pevné fazi (SPE)

SPE je jednostupniovd metoda rozdéleni analytu mezi dvé nemisitelné faze, z nichz
jedna je tuha (tj. faze stacionarni) a jedna kapalna (tj. faze mobilni). Pouzivaji se rizné typy
tuhych fazi a tomu také odpovidaji rizné mechanismy sorpce (Obrazek 3). Vétsinou se plni
do kratkych kolonek (polymerni a silikagelové sorbenty), vzorkovacich terc¢ii s primérem
kolem 3 cm a stloustkou aktivni vrstvy 1 mm (napf. pro analyzy ovzdusi) ¢i trubic
naplnénych rozpoustédlem (napft. analyzy organickych latek ve vodach). Kolonky se odliSuji
typem tuhé faze, objemem kolonky, maximalni pritokovou rychlosti, kapacitou tuhé faze,
minimalnim a maximalnim elu¢nim objemem a také materidlem kolonky (PP, sklo).

SPE lze pouzit k odstranéni rusivych slozek matrice, nakoncentrovani vzorku, izolaci
stopovych latek nebo zméné rozpoustédla vzorku. Proces SPE se sklada z nékolika kroki:
preduprava (kondicionace) kolonky, davkovani vzorku, promyvani, suseni, eluce (vymyvani).
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V prvni fazi kondicionace se kolonka propldchne vhodnym rozpoustédlem (aktivace pevné
faze pro interakce se vzorkem) a nésledné rozpoustédlem podobnym vzorku (Uprava prostiedi
pro vlastni vzorek). Nasleduje davkovani vzorku, pfi némz dochazi ke specifickym reakcim
latek s tuhou fazi a to podle druhu tuhé faze a vzorku. Zadana skupina latek se selektivné
sorbuje a nesorbované latky (matrice) prochazeji volné kolonkou. Promyvanim kolonky
vhodnym rozpoustédlem dojde k vymyti zbytkd matrice vzorku z kolonky a zadané latky
zustavaji sorbovany na pevné fazi. Pokud se elu¢ni rozpoustédlo vyrazné 1isi od promyvaciho
roztoku, kolonku je tfeba vysusit proudem inertniho plynu, nejcastéji dusiku. Nyni se kolonka
promyva eluénim rozpoustédlem, dochazi k selektivni desorpci zddanych latek z tuhé faze
a kjejich vymyti z kolonky. Eluat se jima a dale upravuje, napt. pro chromatografickou
analyzu (obrazek 4).

Technika SPE ma fadu vyhod, mezi né patii rychlost, selektivita, citlivost, dobra
opakovatelnost, moznost automatizace a snadné spojeni sfadou analytickych metod
(GC - FID/MS, HPLC — MS) [5, 27].

Strata-X 33u
60mg/3ml
~,
_—
Chromabond HR-X -
60mg/3ml Q D Y J
analyty mirné O
poldrni az reverzni faze
nepolarni /
Strata C18-E e
200mg/3ml —c: '
(
| P N
[ J
-y "
Oasis HLB 3cc
J M -
60mg/3ml N i i ﬂ l
~ ™ N
Jo . J 7
extrakce \ ] |y
eikosanoidd
r n MHy
Strata X-AW 33u Wf
60mg/3ml &
slabé anionty aniontova vyména ': N
Chromabond XR- |
AW A/ Ne
60mg/3ml [ J
N
H
N

f\ Discovery SPE DSC- Flz
ana Ytyvmwn’e | e normalni faze Si Silica Tube R—Si—OH
polarni az polarni
100g/1ml R|

Obrazek 3: Dostupné typy kolonek SPE, rozdélené podle typu extrakce, objemu kolonek
(ml), hmotnosti sorbentu (mg) a struktury sorbentu.
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Obrazek 4: Schéma metody extrakce tuhym sorbentem (,,solid phase extraction = SPE®).
a) Normalni faze (NP)

NP slouzi kextrakci polarnich analytli znepolarnich organickych rozpoustédel.
Mechanismus je zalozen na vodikovych vazbach, dipdl — dipdl a m — m interakcich mezi
polarnim analytem a polarni stacionarni fazi. Vysoké specifity extrakce lze dosahnout
optimalizaci polarity rozpoustédel pro kondicionaci a fedénim vzorku. Analyty mohou byt
eluovany uz pomoci nizkych koncentraci polarnich organickych rozpoustédel, jako
je methanol nebo isopropanol s nepolarnimi organickymi rozpoustédly [5, 6].

b) Reverzni faze (RP)

Reverzni faze SPE jsou uzivany pro extrakci hydrofobnich nebo polarnich organickych
analyti z vodného vzorku. Vazby analytu i sorbentu jsou k sobé ptitahovany pomoci van der
Waalsovych sil. Bézné¢ RP sorbenty obsahuji nasycené uhlikové fetézce jako napi. u C18
nebo aromatické kruhy (fenyl). Extrakce na reverzni fazi je relativné nespecificka a proto
je dilezité optimalizovat extrakéni podminky a sloZzeni promyvacich rozpoustédel. Analyty
jsou typicky eluovany organickymi rozpoustédly jako je methanol nebo acetonitril
v kombinaci s vodou, kyselinami, bazemi ¢i jinymi rozpoustédly [5, 6].

c) lontova vyména (IEX)

IEX SPE pouziva pro extrakci analyty zvodnych nebo organickych vzorki.
V nabitych sorbentech se drzi analyty opa¢ného naboje. Naptiklad pozitivné nabité analyty
obsahujici aminy jsou drzeny na negativné nabitych katexech (kationtové ménice), jako jsou
sulfonové nebo karboxylové kyseliny. Naproti tomu negativné nabité analyty obsahujici
sulfonové kyseliny nebo karboxylové kyselé skupiny jsou drzeny na kladné nabitych anexech
(aniontové ménice) obsahujicich amino skupinu. IEX mechanismy jsou zaloZeny na vysoce
specifickych coulombickych interakcich mezi sorbentem a analytem. Vétsina kontaminanti
je odstranéna béhem vymyvacich krokd extrakce. Analyty jsou typicky eluovany silnymi
kyselinami ¢i zdsadami.
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Katexy a anexy jsou déle rozdéleny na slabé nebo silné meénice, v zavislosti na typu
iontové skupiny a jeho povrchu. Silné katexy maji kysely povrch, napt. sulfonova kyselina,
ktera je vzdy ionizovana (zaporn¢ nabitd) v celém rozsahu pH. Slabé katexy maji také kysely
povrch, ale pouzivaji karboxylovou kyselinu, ktera je negativné nabitd pii vysokém pH,
ale bez naboje pii nizkém pH. Podobné silné anexy nesou kvartérni amoniové skupiny, které
jsou vzdy kladné nabité, zatimco slabé anexy maji primdrni, sekundarni a tercialni
aminoskupiny, které mohou byt kladné nabité pii nizkém pH, neutralni pii vysokém pH
(obrazek 5) [5, 7].

Analyt Slaba kyselina | Silna kyselina Slaba baze Silna baze
Naboj vs. pH* Bez - + + Bez +
naboje | (anion) | (anion) (kation) | naboje | (kation)
pii pii vzdv nabité pii pii vzdv nabité
pH=3 | pH=7 pH=E pH=12
Cistice Silny aniontovy | Slaby Silny Slaby
stacionarni fize | mémi¢ aniontovy kationtovy kationtovy
ménic ménic ménic
Naboj vs. pH* + + Bez - Bez =
Vizdwvnabité pri niboje | Vzdy nabité niboje | pifi
pH=E | phi pii pH=7
pH=12 pH=3
Mobilni faze l' l'
Zadrzeni analvtu | pH=7 pH=<E pH=<E8 pH=7
Eluce analviu pH=3 pH=>12 pH=12 pH=3

Obrazek S: Schéma slabé a silné vymeény iontt.
1.3.3 Vysokoidinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie zahrnuje vSechny chromatografické metody s kapalnou
mobilni  fazi. HPLC wvznikla v pocatcich 70. let a vychazi zteoretickych
a praktickych poznatkit GC. Podobné jako SPE kolonky jsou kolony uréené pro HPLC
vyrabény s riznymi typy sorbentd a jejich funkénich skupin (obrazek 6).

HPLC se pouziva pro separaci komplikovanych smési latek. Vysoky tlak zajistuje
prutok mobilni faze (jednotky az desitky MPa), proto se HPLC také preklada jako
vysokotlaka kapalinova chromatografie. Citlivé detektory umoziuji kontinualni monitorovani
latek na vystupu z kolony a signal detektoru je dale zpracovan pocitacem (obrazek 7).

Mezi vyhody HPLC patii Siroka oblast pouZitelnosti: 1ze analyzovat ionty, latky polarni
I nepolarni, malo tékavé, tepelné nestabilni i vysokomolekularni (asi 80 % veskerych
znamych latek), nevyhodou je pak naro¢néjsi instrumentace. Separace zaviseji na vlastnostech
analyzovanych latek a jejich interakcich S mobilnimi a stacionarnimi fazemi, na typu
a vlastnostech stacionarni faze, na slozeni mobilni fdze, na geometrickych parametrech
kolony, davkovaciho zafizeni, detektoru, na pritoku a pracovni teploté. PouZitim
stacionarnich fazi, které obsahuji malé Castice pravidelné¢ho tvaru a jednotné velikosti, 1ze
dosahnout vysoké ucinnosti. Prvnim typem je chromatografie s normalnimi fazemi (NP)
S polarni staciondrni a nepolarni mobilni fazi a obracenym typem je chromatografie reverzni
(RP), ktera je dnes nejpouzivanéjsi metodou HPLC v praxi.
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RP-HPLC se pouziva k separaci latek, mezi néz patfi vétSina 1éCiv, biochemickych
sloucenin a jinych latek pouzivanych ¢lovékem. U této metody ma stacionarni faze nepolarni
charakter a mobilni faze je polarni. NejCastéjSim nosiCem stacionarni faze je silikagel,
na jehoz povrchové hydroxylové skupiny se navaze vhodny ligand — napf. oktadecylovy
uhlikaty fetézec (-C18), oktylovy uhlikaty fetézec (-C8), kyano skupina (-CN) aj.
Jako mobilni faze se pouzivaji nejcastéji smési vody ¢i pufru s polarnimi organickymi
rozpoustédly (zejména acetonitril ¢i methanol). Molekuly rozpusténych latek interaguji
se stacionarni fazi podle své polarity - polarni latky interaguji se staciondrni fazi malo, ¢i
vibec a jsou eluovany nejdiive a s klesajici polaritou latek vzrusta jejich zadrzovani (retence)
v koloné. Retence latek vznika na zakladé jejich hydrofobnich interakci se staciondrni fazi.
Zpravidla se pracuje v rezimu gradientové eluce, pfi niz se béhem analyzy snizuje polarita
mobilni faze (vy$$im piidavkem organické faze), coz umoziuje rychlejsi eluci nepolarnich
latek z kolony. Je-li sloZzeni mobilni faze béhem celé separace konstantni, jde
0 tzv. izokratickou eluci.

Pti gradientové eluci se pracuje s mobilnimi fazemi odliSného sloZeni, které¢ se michaji
ve smeésovaci HPLC aparatury podle predem zvoleného programu. Toto uspofadani umozinuje
rychlou eluci slozek silngji zadrzenych v koloné a jejich piky v chromatogramu jsou potom
uzsi, osttejsi oproti izokratické eluci. Diky tomu je mozné tyto slozky detekovat i pfi nizsich
koncentracich. Zaroven je mozné vhodnou volbou gradientu optimalizovat separaci
mnohaslozkovych smési. Nevyhodou je vSak drift zakladni linie, nezbytny ¢as na ekvilibraci
kolony na pocatecni sloZzeni mobilni fize a moznost pouziti jen nékterych typt detektoru

[5, 8].

17 2 1] Kowow plast
2] Porézni kowowdfrita
1 231 Stacionarni faze
E—= J“‘ 4] Ochranny krowek
3

£]  Koncowd hlavice
B 5] Kapildrasesmubem

manipulator
vzorky

injektor
prepinaci ventil

—« cirkulace kapalin

rozpousitédla

pumpa rozpouitédla A 1

pumpa rozpouitédla B délici kolona

hmotnostni spektrometr

odpad

smésovac
ventil
odplynovac
Cistici cerpadlo

vysokotlaka pumpa

Obrazek 7: HPLC aparatura. Rozpoustédla jsou smichdna a stlaCena vysokym tlakem
prochazeji kolonou, vzorek je nakonec analyzovan pomoci hmotnostniho spektrometru [31].
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1.3.4 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda slouzici k pfevedeni molekul na ionty,
rozliSeni téchto iontl podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a néslednému zaznamu
relativnich intenzit jednotlivych iontd. Zakladni podminkou hmotnostni spektrometrie
je ionizovatelnost métenych analyti. Hmotnostni spektrometr se skldda z nékolika hlavnich
¢asti zahrnujicich iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor iontl a zdroj vakua.

lonty vznikaji v iontovém zdroji. Pro analyzu lipidii nejCastéji pouzivame mekké
ionizacni techniky. Z analytl vstupujicich do iontového zdroje spolec¢né s matrici (mobilni
faze z kapalinového chromatografu, doprovodné slozky vzorku) vznikaji kladné nebo
zaporné nabité ionty molekularni (M*, M), aduktové ([M+H]", [M-H], [M+CH.]",
[M+NH,;]", [M+HCOO] ap.) nebo v nékterych piipadech méné stabilnich latek
i fragmenty ionizované molekuly. Piikladem m¢kké ioniza¢ni techniky pouzivané
ve spojeni s HPLC/MS je elektrosprej (ESI) nebo chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI). Dalsim mé&kkym iontovym zdrojem je MALDI, ten se obvykle pouziva ve spojeni
s priletovym analyzatorem (TOF), ¢i iontovou cyklotronovou rezonanci (FTICR).

Vzniklé ionty prochédzeji iontovou optikou do hmotnostniho analyzatoru. Ptikladem
hmotnostniho analyzatoru je kvadrupdlovy analyzator (jednoduchy, trojity), iontova past,
priletovy analyzator (TOF) nebo hybridni (QTOF, QTRAP). Detektor iontl poskytuje signél
umérny poctu dopadajicich ¢astic [5, 9].

1.3.5 Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Zakladnim  ptredpokladem  uspéSného  spojeni  kapalinového chromatografu
a hmotnostniho spektrometru je u¢inné odstranéni slozek mobilni faze pred vlastni ionizaci.
Z hlediska instrumentalni kompatibility s kapalinovym chromatografem neexistuje zadné
omezeni pifi volbé hmotnostniho analyzatoru. Nejcastéji pouzivanym je kvadrupolovy
hmotnostni analyzator a mezi vyhody LC/MS s témito analyzatory je dostate¢na citlivost
a vysoka rychlost skenovani. Kvadrupdl je tvofen 4 paralelnimi ty€emi kruhového nebo
hyperbolického priifezu, na néz je vkladano napéti.

Trojity kvadrupdl je tvofen tfemi kvadrupoly zapojenymi sériov€é za sebou, prvni
a teti kvadrupol slouzi jako filtry hmot a druhy kvadrupdl slouZi jako kolizni cela (obrazek
8) [10]. Po separaci analytii na LC a jejich pfevedeni na ionty pomoci iontového zdroje, jsou
tyto ionty vedeny iontovou optikou do prvniho kvadrupélu. lonty jsou vedeny do kolizni
cely, kde dochdzi (na zadklad¢ zvolené kolizni energie) k fragmentaci. Takto vznikaji
produktové ionty, které jsou vedeny do tfetiho kvadrupolu. Detektorem iontl muze byt
elektrondsobi¢, poptipadé fotonasobic.

Existuje nékolik typt skenovani s pouzitim trojittho kvadrupolu (obrazek 9):
a) skenovani produktovych ionti: Q1 je nastaven na ion Se specifickym m/z, Q3 skenuje
urCity interval m/z, tzn. ze vSech iontd vzniklych ve zdroji, se vybere jeden (Q1)
a po fragmentaci v Q2 se pomoci Q3 sleduji vSechny jeho fragmenty, b) skenovani
prekurzorovych iontli: Q1 skenuje urcity interval m/z, Q3 je nastaven na iont se specifickym
m/z, tzn. ze Q1 postupné vybird ionty z dan¢ho intervalu m/z a Q3 sleduje, zda a v jaké mife
z nich vzniké fragment s nastavenou hodnotou m/z, c) skenovani ztraty neutralni ¢astice (NL):
Q1 skenuje interval m/z, Q3 zéaroven skenuje interval s m/z niz§i o urcitou konstantni
hodnotu, tzn. Q1 postupné vybira ionty z daného intervalu m/z a Q3 sleduje, zda a v jaké mife
pii fragmentaci ztraceji ze své struktury neutrdlni ¢ast dané hmotnosti, d) monitorovani
vybranych reakci (MRM): Q1 a Q3 jsou nastaveny na ionty se specifickym m/z, tzn. ze vSech
iont vzniklych ve zdroji, se vybere jeden (Q1) a po fragmentaci v Q2 se pomoci Q3 vybere
jeden fragment, ktery prochazi az do detektoru [11, 28, 29].
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LC kolona

Vybrangé prekurzorové ionty jsou

fragmentoviny v 02
ESI = O o> - . —  detektor
I ] | | |
o1 Qz2 Q3
KOLIZNI CELA
Prekurzorové ionty Preduktové ionty jsou
jsou skenoviny v Q1 shenoviny v Q3
: £ {
. : -
e
: MS/MS
. - e = spektrum
- '&j':L w-L

Obrazek 8: Schéma detekce pomoci LC/MS. Vzorek prochdzi pies LC kolonku, nasleduje
nastiik elektrosprejem, ionty jsou skenovany v prvnim kvadrupdlu, fragmentovany v druhém
kvadrupdlu (kolizni cela), fragmenty jsou skenovany v tietim kvadrup6lu a pomoci
fotonasobice zaznamenany detektorem.

a)

)

)

d)

kvadrupol 1  kvadrupol 2 kvadrupaol 3
(kolizni cela)
== — —
A [ S— R
Mg e .
vyhér m'z sken produktovych iontd
—r
—_— — -"'j-h —_—
e T
skenovani sken prekurzorovich iontd
(vvhrana m'z)
e —_—
e ] o
= —_—
skenovami sken neutralni ztraty
— —» l-é e
vyhrané m/z sken fragmentu
(vvhrane m'z)

Obriazek 9: Typy skenovani v MS [9].
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2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je optimalizovat metodu pro analyzu eikosanoida
v komplexnich biologickych vzorcich. Specifickymi ukoly jsou a) osvojeni si zaklada prace
s kapalinovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem, b) porovnani extrakénich metod
pro eikosanoidy, c) testovani alternativnich metod extrakce lipidi pro analyzu eikosanoid
a d) stanoveni koncentrace eikosanoida v biologickych vzorcich.

3 Experimentalni ¢ast

Popis pouzitych metod a jejich parametri, chemikalii a piistrojt.

Ptistroje:
— kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 Rapid Separation LC System (Dionex, USA)

PUMPA

Rozsah prutoku 0,05-8 mL/min (0.001-8 mL/min)

Ptesnost pritoku +0,1%

Rozsah tlaku 2-103,4 MPa az do 5 mL/min, 2-80 MPa az do 8 mL/min

Odplynéni rozpoustédla  Externi

AUTOSAMPLER

Objem nastiiku 0,01-100 uL (1-100 uL)

Rozsah Volitelny: 0,2-25 uL, 1,5-250 uL, 1,5-500 puL.
Piesnost nastiiku +0,5% na 20 pL

Doba cyklu <15spro5uL

Termostat — ohiev vzorku 445 °C

PROSTOR PRO KOLONY
Ptedehtivani mobilni faze 2 pL

Teplotni rozsah 5°C-110 °C (min. 18 °C)
DETEKTOR

Typ detektoru Diode Array

Pocet kanali 8 + 3D pole

Rozsah vinovych délek ~ 190-800 nm
Doporuceny pritok Semi-micro, 2,5 uL, 7 mm draha [31]

— hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 (AB SCIEX Instruments, USA)

TROJITY

KVADRUPOL

Rychlost skenovani 50 Da/s QQQ, 200-20000 Da/s LIT
Dwell time 5ms
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Rozsah m/z 5-1250

Typy skenovani Plny sken MS a sken vybranych iontd pro Q1 a Q3, sken
produktovych ionttl, sken prekurzorovych iontt, sledovani rozpadu
iontu (SRM), sken neutralni ztraty, rozsifeny MS sken, MS3 sken,
MRM3 sken, a TripleTrap™ skenovaci mody

TripleTrap™ doba cyklu 1,5s

skenovani

Typ detektoru AcQuRate™ Pulse Counting CEM
Zdroj ionizace Turbo V™ zdroj s TurbolonSpray®
Pratok 5 uL/min az 3 mL/min

Software Analyst® 1.6.1 software [32]

— oscilaéni mlynek MM400 (Retch, Gemany)

Princip sniZeni velikosti ndaraz, tfeni

Vstupni velikost <8 mm
materialu

Konec¢na jemnost ~5pum
Pocet mlecich stanic 2

Pocet mist pro ulozeni 2 x9

Nastaveni frekvence 3 - 30 Hz (180 az 1800 min™)
vibraci

Primérna doba mleti 30s-2min [33]

Pouzita metoda LC/MS:

Extrakt jsem analyzovala na kapalinovém chromatografu UltiMate 3000 Rapid
Separation LC System (Dionex, USA), pro chromatografii jsem pouzila kolonu Kinetex C18,
150 x 2,1 mm, 2,6 um (Phenomenex, USA) a detekovala hmotnostnim spektrometrem
QTRAP 5500 (AB SCIEX, USA) za pouziti elektrospreje — Turbo Spray, teplota zdroje
550 °C, gradientova eluce (Obrazek 10) - mobilni faze C 30 % acetonitril s 0,02 % kyselinou
octovou ve vodé, mobilni faze D acetonitril — isopropanol 50:50, objem nastiiku 10 pl, prutok
mobilni faze 0,3 ml/min, negativni méd, MRM skenovani (tabulka 1).

Time(min) C% D% )

0 100 0 Gradient rozpoustédla

0,53 100 O 120

1,73 75 25 g 100 D
6,53 55 45 ~ 80 c
7,73 40 60 @ 0

10,73 25 75 E

11,03 10 90 E 40 ,

11,93 10 90 20 0,3 ml/min

12,5 0 100 0

13 100 O o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

16 100 O Cas (min)
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Obrazek 10: Davkovani rozpoustédla C a D v prubéhu eluce. Pti gradientové eluci se pracuje
s mobilni fazi, jejiz sloZzeni se méni s ¢asem, takze v pribéhu separace dochazi ke zvySovani
jeji elucni sily.

Tabulka 1: MRM piechody analyzovanych eikosanoidi.

MRM Q1—>Q3 CE (V) DP (V)

(m/z)
5-HETE 319115 -20 -80
(d8) 5-HETE 327116 -20 -80
12-HETE 319179 -20 -80
(d8) 12-HETE 3275183 -20 -80
15-HETE 319219 -15 -70
(d8) 15-HETE 327226 -20 -80
PGD2 351189 -25 -70
(d4) PGD2 355275 -25 -70
TXB2 369—169 -25 -75
6-keto-PGFla 369163 -35 -85
AA 303259 -17 -140

3.1 Optimalizace ionizace eikosanoidii na hmotnostnim spektrometru

Optimalizovala jsem parametry hmotnostniho spektrometru QTRAP 5500 (AB SCIEX,
USA) za pouziti piimé infuze vzorku do iontového zdroje (ESI), davkovani 10 pl/min: kolizni
energii (CE), ktera urcuje silu fragmentace v kolizni cele, deklasteracni potencial (DP) pro
zajisténi optimalni desolvatace bez vyvolani fragmentace pro MRM pirechody PGD2.
Rozmezi hodnot kolizni energie jsem nastavila na -5 az -40 V postupné po 5 V. Hodnoty
deklastera¢niho potencialu jsem métila po 10 V intervalech od -120 do 0. Nastavenou
metodou jsem meéfila optimalni hodnoty vykazujici nejvyssi intenzitu.

3.2 Optimalizace separace podle délky HPLC kolony

Pro analyzu jsem pouZila vzorek standardi (Cyclopentenone Prostaglandin HPLC
mixture, catalog no. 10000, Cayman Chemical, USA - smés prostaglandint PGE2 , PGD2,
PGB2, PGA2, PGJ2, 15d-PGJ2). Koncentrace prostaglandinti ve smési byla 6 ng/ml.
K dispozici jsem méla tfi chromatografické kolony Kinetex (Phenomenex, USA) o rtiznych
délkach 150 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 x 2,1 mm, 2,6 um, 50 X 2,1 mm, 1,7 pm. Zjist'ovala jsem
vliv parametri kolony na separaci PGE2 a PGD?2, velikost a tvar pikii.
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Pro jednotlivé kolony jsem vypocitala [5] pocet teoretickych pater n (tj. GCinnost

kolony):

tr je retencni ¢as . tr 2 (1)

w je sitka piku pii zékladné n=16. (W)

vyskovy ekvivalent teoretického patra H:

L je délka kolony g==L ()

a rozliSeni dvou pika R »:

W1, W» jsou sitky piki pti zdkladnég. x 2 (tR,Z _ tR,l) (3)
12 — Wy + wq

3.3 Popis pouzitych SPE metod

Pro extrakci eikosanoidii jsem vyzkouSela tfi rizné zpisoby SPE. Kazda z kolonek ma
jiné slozeni tuhé faze, vyzaduje jinou Upravu vzorku, kondicionaci kolony, jiné promyvaci
a elu¢ni rozpousteédlo. Porovnala jsem jejich G€innost pti analyze eikosanoidi.

3.3.1 Reverzni faze

Chemikalie:

— roztok methanolu - 100 ml methanol, 0,1 ml kyselina octova, 100 mg butylhydroxytoluen

— antioxidaéni roztok - 4 ml butylhydroxytoluen (2 mg/ml), 4 ml ethylendiamintetraoctova
kyselina (2 mg/ml)

— ethylacetat

— methanol

— hexan

— promyvaci roztok - 10 ml 100 % methanol, 0,2 ml kyselina octova, 190 ml voda

-~ ™ 4 ) - 7 g 7 g
pfiprava vzorku: kondicionace:

romyti:
- 45_0 ul MeOH s -3 ml ethylacetat promy T eluce:
kyselinou octovou a -6 ml promyvaci

BHT -3 ml methanol naneseni vzorku roztok - 2 ml ethylacetat
- 10 pl roztok - 6 ml promyvaci -3 ml hexan - 2 ml methanol
antixidanta roztok
v A A v

Obrazek 11: Schéma analyzy vzorku pomoci kolonek reverzni faze.

Pouzila jsem kolonky od &tyf riznych vyrobcu: Strata X 60 mg/3 ml, 33 um
(Phenomenex, USA), Chromabond HR-X 60 mg/3 ml, 45 um (Macherey-Nagel, Germany),
Strata C18 200 mg/3 ml, 55 um (Phenomex, USA) a Oasis HLB 60 mg/3 ml, 30 um (Waters,
USA), (obrazek 3, obrazek 11, obrazek 12). Nejdiive jsem odvazila 50 mg bilé tukové tkané
(WAT), pridala jsem 450 pl studeného roztoku methanolu, 10 pl roztoku antioxidantt
a vzorek jsem ulozila na 30 minut do -80 °C. Vzorek jsem homogenizovala na oscilaénim
mlynku MM400 a poté centrifugovala 12000 g, 10 minut pii 4 °C. Supernatant jsem odebrala
do sklenéné zkumavky a piidala vodu pro vytvoieni 15 % roztoku methanolu.
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Pouzila jsem dvandactipozicovy vakuovy manifold se sklenénou komorou
a pro extrakci jsem pfipravila ¢tyii SPE kolonky od riznych vyrobct (obrazek 13). Kolonky
jsem promyla 3 ml ethylacetatu, 3 ml methanolu a dvakrat 3 ml promyvaciho roztoku. Vzorek
jsem nanesla na kolonky a ptidala dvakrat 3 ml promyvaciho roztoku (véetné promyti
zkumavky) a sorbent jsem vysu$ila proudem vzduchu. Promyla jsem 3 ml hexanu
pro odstranéni zbytku vody z kolony. Eluovala jsem do zkumavky s 10 ul 30 % glycerolu
v methanolu 2 ml ethylacetatu a 2 ml methanolu. Eluat jsem odpafila dusikem a rezidua
rozpustila ve 100 pl methanolu, piefiltrovala (mikrozkumavky s filtrem Durapore PVDF
0,1 um, Merc Millipore, Germany) 12000 g, 10 minut pti 4 °C a ulozila do -80 °C [12].

Strata X:

interakce dipgl-dipel TT =TT interakce hydrofobni interakce

H;C — ' _ . .
O O~ 300
" CH \\) M CH, u u

I CH-

Obrazek 12: Mechanismy reakci na kolonce Strata X.

chromabond HR-X

StrataX Strata C18-E
QOasjs HLB

vakuum

kolonka pro SPE

PP viko s luer ventily

jehly

zkumavky pro sbir
analytu

sklen&na komora

stojan pro zkumavky

Obrazek 13: Schéma SPE manifoldu a pouzité kolonky s reverzni fazi.
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3.3.2 Frakcionace na Strata-X

Kolonku Strata X 60 mg/3 ml, 33 pum (Phenomenex, USA) jsem pouzila
pro identifikaci jednotlivych fazi extrakce. Pouzila jsem metodu jiz aplikovanou na kolonky
reverzni faze (viz 3.3.1) a do vzorku k extrakci jsem pipetovala 5 ng deuterovanych standardi
5(S)-HETE-dg, 12(S)-HETE-dg, 15(S)-HETE-ds, Prostaglandin D,-d4 (Cayman Chemical,
USA). V ramci extrakce jsem analyzovala celkem Sest frakci: prvni eluat byl vzorek v 10 %
methanolu, druhy 5 % methanol s 0,1 % kyselinou octovou, tieti 5 % methanol s 0,1 %
kyselinou octovou, ¢tvrty eluat hexan, paty ethylacetat a Sesty methanol.

3.3.3 Iontova vyména

Chemikalie:

— methanol

— dichlormethan

— hexan

— hexan/ eltylacetat (85/15)

— dichlormethan/methanol (23/1)

— diethylether/kyselina octova (98/5)

e ™ s ™ - - Ve -~ e ~ _ o
‘:Irz'z:ixa kondicionace: eluce 1: eluce 2: eluce 3:
‘I -3 ml hexan 3 -3ml -3ml I'
~450 1 _6ml naneseni dichlormethan/me diethylether/kyselina -3m
methanol vzorku . methanol
hexan/ethylacetat thanol (23/1) octova (98/5)
-500 pl . . fosfolipidy
dichlormethan (85/15) acylglyceroly mastné kyseliny
/ i / A A 4

Obriazek 14: Schéma analyzy vzorku pomoci kolonek reverzni faze.

Pouzila jsem kolonky od dvou riznych vyrobct Strata X-AW 60 mg/3 ml, 33 um
(Phenomenex, USA) a Chromabond HR-XAW 60 mg/3 ml, 45um (Macherey-Nagel,
Germany), (obrazek 3, obrazek 14 a 15). VVzorek k analyze jsem pfipravila z 10 mg WAT,
homogenizovala na oscilaénim mlynku MM400 s 450 pl 100 % methanolu a pienesla
do sklenéné zkumavky. Vzorek s methanolem jsem centrifugovala 3000 g, 10 min, 4 °C.
Cisty supernatant jsem odebrala do zkumavky s 10 ul 30 % glycerolu v methanolu a odpatila
methanol dusikem. Peletu jsem extrahovalas 500 pl dichlormethanu 20 minut, vzorek
centrifugovala stejn¢ jako v predchozim piipadé a odebrala supernatant, ktery jsem piidala
do zkumavky, z které jsem piedtim odpafila methanol. Vyslednych 500 pl vzorku jsem
odparila dusikem zhruba na polovinu objemu.

Kolonku jsem promyla 3 ml hexanu a 6 ml hexan/ethylacetat (85/15). Nanesla jsem
vzorek a eluovala jednotlivé frakce do zkumavek s 10 pl 30 % glycerolu v methanolu.
Nejdiive jsem eluovala acylglyceroly dvakrat 1,5 ml roztoku dichlormethan/methanol (23/1),
dvakrat 1,5 ml roztoku diethylether/kyselina octova (98/5) volné mastné kyseliny a poté zbylé
lipidy dvakrat 1,5 ml 100 % methanolu. Vzorky jsem susila dusikem, ptidala 100 ul MeOH,
filtrovala (mikrozkumavky s filtrem Durapore PVDF 0,1 um, Merc Millipore, Germany)
a ulozila do -80 °C [13].
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Strata X-AW:

zlab3 aniontova vyména TT—TT interakce hydrofbni interakce

CH; CHs

n 6 HH—/_-HH2 n HH—/_NH2 n NH—’/_NH2
o So SO

3G

Obrazek 15: Mechanismy reakci na kolonce Strata X-AW.

3.3.4 Normalni faze

Chemikalie:

— methanol

— dichlormethan

— hexan

— hexan/TBME (96/4)

— hexan/TBME (200/3)

— hexan/kyselina octova (100/0,2)

— hexan/TBME/kyselina octova 100/20,2)
— TBME/methanol/acetdt amonny (5/8/2)

= Ve ™ s ™ r N g ™ '

pfiprava kondicionace: eluce 1: eluce 2: eluce 3:
vzorku: naneseni -2ml -2ml -2ml

-450 pl hex;r11/r'PEISME vzorku hexaQ/kyseIina hexan/TBME/kyseIina TBME/methanol/
methanol (96/4) v hexan/TBME octova (100/0,2) octové (100/2/0,2) NH,Ac (5/8/2)

- 500 pl 1 i hexan (200/3) cholesterylester, mastné kyseliny, monoacylglyceroly,
dichlormethan triacylglyceroly oxylipiny diacylglyceroly,
fosfolipidy
A\, S A\, / AL / A\

Obriazek 16: Schéma analyzy pomoci kolonky normalni faze.

Vzorek k analyze jsem pfipravila z 10 mg bilé tukové tkané dle Folche et al. [16].
Neutralni lipidy a fosfolipidy jsem separovala pomoci kolonky Discovery DSC Si-Silica
100 mg/l ml, 50 um (Sigma Aldrich, Germany), (obrazek 16 a 17). Kolonky jsem
kondicionovala dvakrat 0,5 ml hexan/terc-butylmethylether (96/4) a dvakrat 0,5 ml hexanu.
Vzorek lipidi jsem rozpustila v 200 pl hexan/terc-butylmethylether (200/3) a nanesla
je na kolonu. Nejdiive jsem eluovala cholesteryl estery a triacylglyceroly 2 ml hexan/kyselina
octova (100/0,2), jako druhou frakci jsem eluovala mastné kyseliny a oxylipiny 2 ml
hexan/terc-butylmethylether/kyselina octova (100/2/0,2) a posledni frakce obsahovala steroly,
diacylglyceroly, monoacylglyceroly a fosfolipidy, kter¢é jsem eluovala 2 ml
terc-butylmethylether/methanol/acetat amonny pH=8,6 (5/8/2). Vzorky jsem susila dusikem
a rezidua jsem rozpustila ve 100 pl methanolu, filtrovala (mikrozkumavky s filtrem Durapore
PVDF 0,1 um, Merc Millipore, Germany) [14] a pipetovala do vialek pro LC/MS analyzu,
vzorky jsem ulozila do -80 °C.
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Obrazek 17: Mechanismus reakce na kolonce Discovery DSC Si-Silica.

3.4 Urceni mnoZzstvi eikosanoidi v organech mysi

Chemikalie:

— roztok methanolu - 100 ml methanol, 0,1 ml kyselina octova, 100 mg 0,1 %
butylhydroxytoluen

— antioxidaéni roztok - 4 ml butylhydroxytoluen (2 mg/ml), 4 ml ethylendiamintetraoctova
kyselina (2 mg/ml)

— ethylacetat

— methanol

— hexan

— promyvaci roztok - 10 ml 100 % methanol, 0,2 ml kyselina octova, 190 ml voda

Zjistovala jsem mnozstvi eikosanoidii ve vybranych organech mysi (obrazek 18).
Pro extrakci eikosanoidt (PGD2, 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE) jsem pouzila SPE kolonku
Strata-X 200 mg, 3 ml, 33 um (Phenomenex, USA). K analyze jsem odebrala 50 mg
gonadalniho tuku, jater a srdce. Ke kazdé tkani jsem ptidala 10 pl antioxida¢niho roztoku
a 650 pl studeného roztoku methanolu, tkan v methanolu jsem uloZila na 30 minut do -80 °C.
Po homogenizaci na vymrazeném oscilacnim mlynku MM400 jsem homogenat uloZila
na 30 minut do -80 °C. Poté jsem vzorek centrifugovala 12000 g, 10 min, 4 °C. Odebrala jsem
dvakrat 325 pl supernatantu a pridala jsem dvakrat 2,925 ml vody, pro vytvofeni 10 %
roztoku methanolu. VVzorek pro analyzu jsem pfipravila dle metody 3.3.1 [12].

gonadalni tuk

Obrazek 18: Anatomie mysi a umisténi tukové tkan¢ [15].
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4 Experimentalni vysledky

4.1 Optimalizace ionizace eikosanoidii na hmotnostnim spektrometru

Optimalizovala jsem ioniza¢ni parametry hmotnostniho spektrometru u PGD2.
Optimalizace byla provadéna v negativnim moédu. Jako prvni jsem pouzila Q1 sken
relevantniho rozsahu hmotnostniho spektra pro uréeni piku PGD2 [M-H] (obrazek 18 A),
pii vEtsim rozliSeni je dobie vidét izotopické zastoupeni PGD2 (obrazek 18 B), kde m/z 351
je deprotonovany PGD2 molekularni ion [M-H] s ptirodnimi **C izotopy s piky m/z 352,2
a 353. lon PGD2 m/z 351 byl zastoupen 100%, 352,2 - 27 %, 353 — 7%, pro porovnani
jsou dany teoretické hodnoty dle [26] pro izotopy PGD2 [M-H] m/z 351 — 100 %, 352 — 22,3
%, 353 — 3,3 %.

Urcila jsem optimalni hodnotu deklasteracniho potencidlu PGD2 m/z 351,2, nejveétsi
intenzitu jsem zaznamenala pii nastaveni — 90 V (obrazek 18 C) a kolizni energie, kdy jsem
v daném rozsahu -15, -20, -30, -40 V sledovala G¢innost fragmentace. Energie -15 V byla
ptili§ nizkd, PGD2 se fragmentoval nedostate¢né a bylo mozné vidét pik m/z 351 s nejvyssi
intenzitou, dale m/z 333 a 315, kde PGD2 ztracela molekuly vody, energie -30 a -40 V byla
ptili§ vysoka a PGD2 se fragmentoval zcela. Jako optimalni jsem urcila hodnotu -20 V
(obrazek 19 A, B, C, D), kdy doslo k u¢inné fragmentaci PGD2 na fragmenty m/z 333
za ztraty molekuly vody, fragment bez dvou molekul vody m/z 315, bez oxidu uhli¢itého
m/z 271 a pti ztraté Sestiuhlikatého fetézce m/z 189 (obrazek 19 E).

Z optimalni nalezené hodnoty kolizni energie jsem vybrala tfi fragmenty s nejvyssi
intenzitou m/z 315, 271 a 189. Pro tyto tfi MRM piechody tj. 351—315, 3515271, 351—189
jsem urcila specifické hodnoty kolizni energie, kdy jsem zadala rozpéti -60 V az -5 V
a sledovala jsem intenzitu jednotlivych signald, urcujici optimalni hodnoty CE. Jak je vidét
na obrazku 20 a v tabulce 2 pro kazdy MRM piechod lze uréit jiny vyvoj pii fragmentaci
a jinou hodnotu CE. Nejvyssi hodnotu jsem uréila pro MRM 351—189 a nejnizsi
pro MRM 351—-315.
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Obrazek 18: Kroky Kk ur¢eni optimalnich ioniza¢nich parametri PGD2. A) Stanoveni full
scan spektra PGD2 v negativnim modu pro m/z 351, B) jeho izotopické procentualni
zastoupeni, C) optimalni hodnoty deklasteracniho potencidlu a D) kolizni energie.

29




- B
CE=-15 A CE=-20
180 000 ) 180 000 -
160 000 [M-H] 160 000 -
__ 140000 140000 -
& 120000 8120000 -
= 100000 © 100 000 -
= .-
S 80000 N 80000 -
2 60000 2 60 000 - MLHT
£ 40000 £ 40000 -
20 000 | 20000 - e l
0 . i 0 ey " T
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
m/z m/z
CE =-30 ¢ D
180000 - 180000 -
160 000 - 160 000 -
— 140000 - 140000 -
2 120000 - & 120000 -
© 100000 - = 100000 -
N 4
g 80 000 - £ “s0000 -
g 00000 1 £ 60000 -
- 40000 7 = 40000 -
2000 (M-H] 20000 - (M-H]-
0" 0 _—A_.....A_hﬂ_....h.LJl._J.uLduLh_l_.I_I_._l_
0 100 200 300 400 0 100 200 200 400
m/z /2
=
351=M-H CE -20 ]/\/\/ E
1 E+05 315=351-2H,0
’ 271=315-CO, A

9,E+04 189=271-CgH,g J/\/\/ 271 ¢ 315
8,E+04 Q/
Co0~

- 7,E+04 ) e~ o K\/\/
m .
o
O 6,E+04 189 g/\/\N
(4] = H

x 5,E+04 0 OH
34,6404 351 [M-H]
= 3,E+04

2,E404

1,6404 l

0,E+00 Ll abub o w bl vw ok A L

100 150 200 250 300 350 400
m/z

Obrazek 19: Vybrané CE pro zajisténi optimalni fragmentace [M-H]" PGD2 m/z 351,
A) Nizka CE kdy se PGD2 nedokazal uplné fragmentovat, B) Optimalni CE kdy
se fragmentuje, C), D) pftili§ vysoka energie, kdy dochdzi i1 k rozbiti primarnich fragmenti,
E) Ukézka optimalni CE a fragmentt PGD2 315, 271 a 189.
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Obrazek 20: Urceni CE pro jednotlivé fragmenty (MRM 351—315, 351—271, 351—189).

Tabulka 2: Optimalni hodnoty deklasteraéniho potencialu a kolizni energie pro fragmenty
PGD2.

MRM Q1—>Q3 DP CE DT

(m/z) V) (V) (ms)
351315 90 -15 5
351271 90 -20 5
351189 90 -30 5

4.2 Optimalizace separace eikosanoidi podle délky HPLC kolony

K dispozici jsem méla 3 chromatografické kolony: 150 x 2,1 mm, 2,6 pm,
100 x 2,1 mm, 2,6 um, 50 x 2,1 mm, 1,7 um. Pii porovnani jsem sledovala velikost pikl
PGD2 a PGE2 a jejich vzajemnou separaci pii MRM 351—271, negativni mod. Jak lze vidét
(tabulka 3, obrazek 21), nejkratsi kolona (50 mm) ma maly retenéni Cas a k separaci PGE2
a PGD2 nedoSlo, u druhé kolony (100 mm) se reten¢ni ¢as prodlouZzil a k rozdéleni pika
casteCné doslo, nejdelsi kolona (150 mm), kterou jsem pouzivala pro vSechny analyzy
na kapalinovém chromatografu, vykazuje nejlepsi rozliSeni piki, separaci, i€¢innost a nejdelsi
retencni Cas, je tedy nejvhodnéjsi pro analyzu eikosanoida.

Porovnavala jsem také piky PGE2 a PGD2 pii riiznych MRM piechodech. Prestoze
MRM 351—-271 byl dfive pouZit pro kvantifikaci PGE2 a PGD2, vysledky ukazuji,
ze MRM 351—189 ziskava vyssi selektivitu pro analyzu. Oba prostaglandiny sdileji
kvantifika¢ni pfechod MRM 351—271, kdy se fragmentuji stejn€, a neni mozné je rozeznat.
Kvalifikaénim MRM piechodem pro PGD2 je tedy 351—189, kdy je na obrazku 22 vidét
vétsi intenzita piku PGD2, dokazujici pfitomnost vétsiho mnozstvi m/z 189 [18, 19].
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Tabulka 3: Charakteristiky jednotlivych chromatografickych kolon podle délky.

délka kolony
150 mm 100 mm 50 mm
pocet teoretickych pater 710 350 220
vySkovy ekvivalent teoretického patra, mm 0,2 0,3 0,9
rozliSeni 11 0,7 0,4
Porovnani dle délky HPLC kolony
e 50mm
- 100mm
Q
2 e 150mm
2
.5 -
£
0 1 2 3
€as (min)

Obrazek 21: Porovnani HPLC kolon dle délky, piky eikosanoidi PGE2 a PGD2 (MRM
351—-271), se snizovanim délky kolon se zaroven snizuje rozliSeni pikd.

I [cps)
3,865

PGE2 ,, PGD2 : PGE2 | PGD2

I [cps)
3,865

m/z 351/271 m/z 351/189

L

Ao H
11 13 15 11 13 15

Time (min)

Time (min)

Obrazek 22: Dva MRM ptechody a vliv na tvar pikit PGD2 a PGE2 [19].
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4.3 Porovnani kolonek - reverzni faze

Porovnala jsem ¢tyfi kolonky od riznych vyrobcil, poskytujici podobnou selektivitu
zalozenou na chemickych a fyzikalnich vlastnostech sorbentu tj. Strata X 60 mg/3 ml, 33 um
(Phenomenex, USA) sestyren divinylbenzen kopolymernim sorbentem [12, 21, 22],
Chromabond HR-X 60 mg/3 ml, 45 um (Macherey-Nagel, Germany) obsahujici polystyren-
divinylbenzen kopolymerni sorbent, Strata C18 200 mg/3 ml, 55 um (Phenomex, USA)
s polymerné vazanou oktadecylovou fazi [22, 23] a Oasis HLB 60 mg/3 ml, 30 um (Waters,
USA) obsahujici N-vinylpirrolidon divinylbenzen kopolymerni sorbent [17, 20, 22],
za pouziti stejného protokolu extrakce. Cilem bylo uréit pifi pouziti dané metody SPE
nejucinnéjsi kolonku reverzni faze, kterou je vhodné pouzit pro dosazeni nejvétsiho vytézku
pii analyze eikosanoidii, z divodu omezeného mnozstvi lidskych vzorki, kdy musi
byt pouzita ta nejlepsi mozna kvantitativni analyza.

Zjistovala jsem ucinnost separace a koncentraci vybranych eikosanoidi (tj. 6-keto-
PGFla, TXB2, PGD2, 15-HETE, 12-HETE, 5-HETE a AA) v bilé tukové tkani v zavislosti
na typu kolonky pouzité pii extrakci (tabulka 4). Ve vSech piipadech jsem ve vzorcich
detekovala eikosanoidy, které se mi podafilo separovat, ale vysledky se lisily v ucinnosti
kolonek, tzn. v koncentracich, jaké jsem byla schopna naméfit ve C¢tyfech vzorcich.
Pro ptehlednost jsem pouzila procentudlni zastoupeni ve vzorku, kdy je vidét, ze Strata-X
témet ve vSech piipadech zajistuje nejvetsi odezvu, dalsi pouzité kolonky vykazuji méné nez
poloviéni mnozstvi ziskana ze vzorku. Odlisnost kolonek je jasné viditelna (obrazek 23),
pro porovnani jsem pouzila 5-HETE, kdy stupiiovité¢ klesd mnozstvi eikosanoidu v fadé
Strata-X, Chromabond-X, Strata-C18e a Oasis HLB.

Tabulka 4: Koncentrace jednotlivych eikosanoidli v tukové tkani pii pouziti ¢tyf kolonek
od riiznych vyrobc.

Koncentrace (% m/m)

Strata-X Chromabond-X Strata-C18e Oasis HLB RT(min)
6-keto-PGFla 100,00 21,85 22,37 26,26 2,85
TXB2 100,00 34,29 2,94 31,62 3,35
PGD2 100,00 36,92 12,31 10,72 3,86
15-HETE 100,00 57,41 24,50 35,01 8,39
12-HETE 100,00 41,37 22,05 26,91 8,69
5-HETE 100,00 55,65 27,70 39,19 8,96
AA 100,00 176,00 167,50 155,00 10,90
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Obrazek 23: Porovnani kolonek reverzni faze, u¢innost detekce 5-HETE v tukové tkani.

Analyzou za pouziti kolonek s reverzni fazi jsem zjistila, ze pro separaci a detekci
eikosanoidii pomoci této metody je nejucinngjsi Strata-X 60 mg/3 ml, 33 um (Phenomenex,
USA).

4.4 Efektivita frakcionace na Strata-X

Extrakci na kolonce Strata-X 60 mg/3 ml, 33 um (Phenomenex, USA) jsem rozd¢lila
do Sesti krokd, kdy se postupné eluovaly jednotlivé lipidové tiidy: cholesterylestery,
acylglyceroly, mastné kyseliny a fosfolipidy. Eikosanoidy 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE,
PGD2 a jejich deuterované standardy 5(S)-HETE-ds, 12(S)-HETE-ds, 15(S)-HETE-ds,
Prostaglandin D,-d4 jsem identifikovala v paté frakci eluované ethylacetatem (obrazek 24).

Faze eluce na Strata X
6,00E+06 5-HETE
5,00E+06 (d8) 5-HETE
& 4,00E+06 m 12-HETE
S 3,00E+06 i
& 2,00E+06 | m (d8) 12-HETE
1,00E+06 M 15-HETE
0,00E+00 I
W (d8) 15-HETE
NS Y Y N oy D
& v v & ¢ &
N N o N & K H PGD2
$* Q ) &
& ° ° ¢ H (d4) PGD2
Q'
ok @Qf @Q/
Q/\’ 0\0 o\s
% %
Frakce

Obrazek 24: Jednotlivé faze eluce. Eikosanoidy byly eluovany ethylacetatem jako pata
frakce.
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4.5 Porovnani Kkolonek - iontova vyména a normalni faze

Porovnavala jsem dvé kolonky Strata X-AW 60 mg/3 ml, 33 um (Phenomenex, USA)
se styren divinylbenzen kopolymernim sorbentem s primarnimi a sekundarnimi aminovymi
skupinami a Chromabond HR-XAW 60 mg/3 ml, 45 pum (Macherey-Nagel, Germany)
obsahujici polystyren divinylbenzen polymerni sorbent a aminovymi skupinami, umoziujici
zadrzeni eikosanoidu [6, 7]. Eluce probihala ve tfech fazich: acylglyceroly, mastné kyseliny
a fosfolipidy, které jsem pro piesnost rozdélila do Sesti elu¢nich kroki, aby bylo mozné
presné sledovat eluci eikosanoidii. Ty mély byt eluovany v druhé fazi pomoci celkem 3 ml
diethylether/kyselina octova (98/5). Pouzita metoda na kolonce Strata X-AW [13] se projevila
jako neucinna pii cilené analyze eikosanoidii ve vzorku, které vzhledem Kk rozmanitosti
struktur nebyly v danych fazich eluce separovany a byly eluovany mezi vSemi fazemi
extrakce, proto jsem se rozhodla ji dale pro analyzu nepouzivat a zaméfila jsem se na kolonku
Chromabond HR-AW, kde jsem docilila separace eikosanoid.

Porovnala jsem piky vybranych eikosanoidi (tj. PGD2, 15-HETE). Eikosanoidy
se eluovaly nejvice v druhé fazi, ale vysledky nejsou opakovatelné (obrazek 25) takto pouzita
metoda na kolonce Chromabond HR-AW neni robustni, i malé zmény podminek ovlivni
kone¢ny vysledek extrakce. Vzhledem k malému mnozstvi vzorku, ktery mame pro analyzu
k dispozici, se na tuto metodu nelze spolehnout, vysledky nedosahuji uc¢innosti a spolehlivosti
separace pomoci kolonek reverzni faze.

Pii porovnavani jsem méla kdispozici i kolonku Discovery DSC Si-Silica
100 mg/ 1 ml, 50 pm (Sigma Aldrich, Germany), obsahujici nejpolarngjsi sorbent, pouzivany
jako normalni faze pro separaci molekul postupnou eluci rozpoustédly se stoupajici polaritou,
principem lze piirovnat k TLC [7]. Za pouziti dané metody [14], nedoslo k separaci
eikosanoidti od neutralnich lipidt a fosfolipidt, protoze jejich fyzikalni a chemické vlastnosti
jsou natolik specifické, ze je nelze takto jednoduchym mechanismem Uc¢inné separovat.
Eikosanoidy byly eluovany terc-butylmethylether/methanol/acetat amonny pH=8,6 (5/8/2)
ve tieti frakci (obrazek 26).
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Obrazek 25: Procentualni koncentrace eikosanoidu v tukové tkani béhém Sesti fazi eluce

za pouziti kolonky Chromabond HR-AW. Eikosanoidy byly nejvice zastoupeny v druhé fazi
extrakce.
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Obrazek 26: SPE za pouziti normalni faze. Eluce eikosanoidil ve tieti fazi extrace.
4.6 Mnozstvi vybranych eikosanoidii v organech mysi

Mnozstvi eikosanoidi v tkdnich zavisi na mnozstvi AA V bunéénych membranich
a na mistni tvorbé téchto mastnych kyselin z prekurzortt PUFA. Dilezitym reguldtorem
produkce eikosanoidil je typ bunék, protoze typ builky definuje poméry a mnozstvi riznych
enzymd, které jsou v bunice aktivni. Rlizné enzymy vedou k produkci riiznych eikosanoidi,
aty se tim padem podileji na riznych fyziologickych procesech.

Timto pokusem jsem chtéla ukazat schopnost vytvareni eikosanoidd v Sirokém spektru
organl. MnoZstvi vybranych eikosanoidi jsem stanovila ve vybranych orgénech mysi
tj. gonadalni tuk, jatra a srdce. Namétené hodnoty jsem ziskala pouzitim metody extrakce
na pevné fazi a nasledné ESI-HPLC/MS detekce a porovnala jsem je shodnotami jiz
naméfenymi, kde Balvers et al. [17] a Morgantini et al. [36], uvadi koncentrace jednotlivych
eikosanoidli v jatrech a tukové tkani. Nejvétsi koncentraci zaujimd 12-HETE a celkové
nejvetsi zastoupeni eikosanoidl je v tukové tkani. Toto tvrzeni jsem pokusem potvrdila
(obrazek 27, tabulka 5). Rizné odchylky v méfeni poukazaly na rozmanitost tvorby
eikosanoidli v riiznych c¢astech odebirané jaterni a srde¢ni tkan€. Pfi odbéru tkané jsem
se proto snazila pouzit jen specifickou Cast tj. u jaterni tkané okraj pravého laloku, u srdce
svalovinu ze S$picky, tak abych ziskala co nejptesnéjsi vysledky o mistni produkci
eikosanoidu.
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Obrazek 27: Koncentrace eikosanoidu 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE a PGD2 naméfené

Vv tkénich mysi.

Tabulka 5: Koncentrace jednotlivych eikosanoidi v tukové tkani, jatrech a srdci mysi.

¢ (ng/g) 5-HETE 12-HETE 15-HETE PGD2
gonadalni tuk 0,77+0,04  936+1,17  3,88+0,75 1,55+ 0,16
gonadalni tuk* 0,32 47,36 4,77 4,30

jatra 0,19+0,06  0,62+0,01  032+0,09  0,20+0,05
jatra* 0,2 15,8 1,70 0,58
jatra®* - 1,55+0,81 0,83+0,40 0,47+0,33
srdce 0,79+025 2,49+ 0,03 129+0,35  0,40+0,10

*koncentrace eikosanoidd dle Balvers et al. [17].

**koncentrace eikosanoidua dle Morgantini et al. [36].
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5 Diskuze

Cilem této bakalaiské prace bylo optimalizovat analyzu eikosanoidi. Pouzila jsem
metodu extrakce na pevné fazi, kdy jsem testovala moznosti extrakce eikosanoidl v zavislosti
na typu kolonek podle sloZeni sorbentii, podle reakci na kolonkach (reverzni, normalni faze
a iontova vymeéna) a typu rozpoustédel pouzitych k eluci. Dle literatury [12, 21, 22] je ziejmé,
7e pro analyzu eikosanoidt jsou nejvhodnéjsi kolonky s reverzni fazi, vzhledem k schopnosti
ucinné zadrzet eikosanoidy a pro rychly a snadny postup ptfi extrakci. Toto se potvrdilo
I Vvexperimentalni ¢asti, kdy jsem pomoci kolonek reverzni faze dosahla separace
eikosanoidli, coz dokazala naslednd HPLC/MS analyza, kdy piky dosahovaly nejvétsi
intenzity proti metodam pouzitym pro normalni fazi a iontovou vyménu, kde se metoda
projevila jako nestabilni a eikosanoidy jsem detekovala mezi fdzemi. Tato metoda se ukazala
jako robustni a dobife opakovatelna, coz je jeden z rozhodujicich faktort pii dostupnosti
minimélniho mnozstvi vzorku k analyze. Metoda aplikovana na kolonky s iontovou vyménou
Chromabond AW neni robustni a extrakce na kolonkdch snormdlni fazi Discovery
se projevila jako nespecificka, tudiz nepouzitelna pro efektivni analyzu eikosanoidu.

Optimalizovala jsem dal$i parametry pro analyzu eikosanoidli a to uc¢innost HPLC
kolon v zavislosti na jejich délce. Na chromatogramech bylo viditelné, Ze ¢im delsi je kolona,
tim del$i je elucni cas, a tim lepsi rozliSovaci schopnost. Nejlepsi vysledky jsem naméfila
pti pouziti nejdelsi kolony Kinetex 150 mm x 2,1 mm, 2,6 um, kterou jsem nadale pouzivala
pro HPLC/MS analyzu eikosanoidi v tkanich. V nasledujicim experimentu jsem se zaméfila
na PGE2 a PGD2, které jsou detekovany vzdy spole¢né¢ jako dvojpik s malym rozdilem
Vv retenénich ¢asech. Pomoci nejdelsi kolony byly rozdéleny, nijak se nepiekryvaly a naméfila
jsem nejveétsi plochu tzn. koncentraci téchto eikosanoidi. Kolony 100 mm a 50 mm mély
kratsi retencni €as a nizkou ¢innost, v 50 mm kolony nedoslo k rozdéleni dvou pikii viibec.

Zabyvala jsem se i optimalizaci ionizace, kdy jsem ur¢ovala hodnoty kolizni energie
a deklastera¢niho potencialu nejvhodnéjsi pro analyzu PGD2 a jeho fragmentl. Postupné jsem
od QI skenu ur¢ila pik PGD2 [M-H] m/z 351,1 a soucasné jeho izotopové zastoupeni, kde
se se snizujici intenzitou prokazaly nasledujici piky iontu PGD2 m/z 352 a 353
se zastoupenim 27 % a 7 %.

Pomoci nastaveni hmotnostniho spektrometru jsem urcila kiivku kolizni energie
a deklastera¢niho potencialu, kde jsem pomoci intenzity odezvy detektoru urcila optimalni
hodnotu energie v kolizni cele -20 V a deklastera¢ni potencial -90 V. Zaroven jsem poukazala
na vyskyt fragmenti 315, 271 a 189. Pro tyto MRM ptechody jsem dale ucila
pro n¢ specifické kiivky kolizni energie.

Ziskanych znalosti z celého procesu analyzy eikosanoidu tykajicich se extrakce,
kapalinové chromatografie, ionizace a hmotnostni detekce jsem vyuzila pii uréeni
koncentrace téchto latek ve vybranych organech mysi. V tomto experimentu jsem se zaméfila
na gonadalni tuk, srde¢ni, jaterni tkan a n€kolikanasobnym opakovanim analyzy jsem urcila
koncentraci eikosanoidd porovnanou s Balvers et al. [17], Morgantini et al. [36] a zaroven
proménlivost V tvorbé téchto latek v zavislosti na typu a ¢asti jednotlivych tkani. Stanovila
jsem mnoztvi 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE a PGD2, kdy nejvétsi koncentrace byly zjistény
Vv tukové tkdni a 12-HETE byla celkové ve vSech organech tvofena nejvice.
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6 Zavér

Optimalizaci extrakce na pevné fazi byla potvrzena nejlepsi ti€innost kolonek reverzni
faze, konkrétné kolonky Strata-X 60mg/3ml, 33um (Phenomenex, USA). Nejlepsi vlastnosti
jsem prokazala u nejdel$i HPLC kolony Kinetex 150 x 2,1 mm, 2,6 um (Phenomenex, USA).
Pti optimalizaci parametrii ionizace hmotnostniho spektrometru pro detekci PGD2 jsem urcila
hodnotu kolizni energie -20 V a deklastera¢niho potencialu -90 V. Ve vybranych organech
myS$i jsem stanovila koncentrace jednotlivych eikosanoidi. Nejvice byla zastoupena
12-HETE. Vsechny eikosanoidy byly nejvice obsazeny v tukové tkani.
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