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Uvod

V soucasnosti je v populaci pozorovana zvysujici se
incidence kardiovaskularnich chorob. Vyznamnym fakto-
rem prispivajicim k jejich rozvoji je obezita a s ni spojené
prozanétlivé procesy probihajici v tukové tkani. Téch se
vyznamné ucastni makrofagy, buiiky nespecifického imu-
nitniho systému, které se dale déli na prozanétlivé a proti-
zanétlivé'. Pro lepsi pochopeni probihajicich d&ja je po-
ttebné zabyvat se analyzou lipidomu makrofagl z téchto
dvou zminénych skupin. Pfedkladana prace byla zaméfena
na optimalizaci vybranych parametri LC-MS metody pro
analyzu 71 lipidd z 16 lipidovych tfid. Dal§im cilem prace
byla detailni charakterizace reten¢nich zavislosti pro jed-
notlivé tfidy lipidti za optimalizovanych chromatografic-
kych podminek. LC-MS metoda byla nasledné aplikovana
pro analyzu lipidomu redlnych vzorkti makrofagi izolova-
nych z tukové tkané¢ ledvin darct pfi transplantaci.

Experimentalni ¢ast

Pro optimalizaci LC-MS metody byl vyuzit smésny
roztok standardu lipidd pfipraveny ze smési lipidi Ultima-
teSPLASH™ ONE, cholesterolu a 16:0 kardiolipinu (vie
Avanti Polar Lipids, USA). Seznam tfid lipidi obsazenych
ve smési veetné poctu zastupcl z jednotlivych tiid uvadi
tab. I. Analyza probihala na hmotnostnim spektrometru
Orbitrap 1Q-X Tribrid (Thermo Scientific, USA) spojeném
s chromatografickym systémem tvofenym autosamplerem
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TriPlus RSH Smart 850, kvartérnim ¢erpadlem a kompart-
mentem na kolony z fady Vanquish (v§e Thermo Scienti-
fic, USA). Optimalizace vychazela zjiz publikované
LC-MS metody®. Mobilni fize se skladala ze dvou slozek.
Slozkou A byla smés acetonitrilu a ultracisté vody (60:40
(VIV)). Slozkou B byla smés propan-2-olu a acetonitrilu
(90:10 (V/V)). Obé¢ slozky obsahovaly pridavek mravenca-
nu amonného (koncentrace 10 mmol I™") a mravenéi kyse-
liny (0,1 obj.%). Vychozi nastaveni pribéhu gradientové
eluce bylo nasledujici: 0 min (30 % B), 2 min (43 % B),
2,1 min (55 % B), 12 min (65 % B), 18 min (85 % B), 20
min (100 % B), 20-25 min (100 % B), 25,1 min (30 % B)
a 25,1-30 min (30 % B). Nasttikovano bylo 5 ul vzorku
pro méfeni v pozitivnim modu a 10 pl vzorku pro meéfeni
v negativnim modu elektrosprejové ionizace. Parametry
elektrospreje uvadi tab. II. Skenovani probihalo v rozsahu
m/z 250 az 1600. Hmotnostni spektra byla méfena
s rozliSenim 120 000.

Optimalizace se postupné soustiedila na vybér vhod-
né stacionarni faze (testovani ¢tyt kolon), nastaveni prito-
ku mobilni fize (varianty 180 plmin™ a 300 pl min™"),
desolvacni teploty elektrospreje (varianty 300 °C, 350 °C,

Tabulka I
Seznam lipidovych tfid obsazenych ve smésném vzorku

Ttida lipida Zkratka Pocet
lipida
Triacylglyceroly TG 9
Cholesterol a cholesterylestery Chol 6
Ceramidy Cer 5
Diacylglyceroly DG 5
Fosfatidylethanolaminy PE 5
Fosfatidylglyceroly PG 5
Fosfatidylcholiny PC 5
Fosfatidylinositoly PI 5
Fosfatidylseriny PS 5
Sfingomyeliny SM 5
Lysofosfatidylethanolaminy LPE 3
Lysofosfatidylglyceroly LPG 3
Lysofosfatidylcholiny LPC 3
Lysofosfatidylinositoly LPI 3
Lysofosfatidylseriny LPS 3
Kardiolipiny CL 1
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Tabulka IT

Vybrané vychozi parametry iontového zdroje
Parametr Hodnota
Napéti (pozitivni mod) 3500 vV
Napéti (negativni mod) 2800 V
Susici plyn 40 Arb
Pomocny plyn 1 3 Arb
Pomocny plyn 2 2 Arb
Teplota kapilary 320 °C
Desolvacni teplota 300 °C

400 °C), pocatecniho bodu gradientové eluce (pocatek na
30% B a 0% B) a teploty kolony (45 °C, 55°C).
K vyhodnoceni byly vyuzity programy Xcalibur™
(Thermo Scientific, USA) a MZmine 3 (cit.?). Volba opti-
malniho nastaveni parametrt metody probéhla na zakladé
vypoctu a maximalizace pikovych kapacit pro jednotlivé
tfidy, resp. zhodnoceni intenzity signalu v ptipadé vybéru
desolvacni teploty. Diiraz byl kladen rovnéz na tvar pikd,
ktery byl zasadni pro spravny odecet parametrt, jako je
retencni Cas a Siitka piku v polovin€ jeho vysky.

Za vyslednych optimalizovanych podminek byla zmé-
fena smés standardi lipidl a pro kazdou tfidu byly detailné
zmapovany retencni zavislosti. Nasledné byly provedeny
pilotni experimenty se vzorky makrofagti od péti darct.
Makrofagy od kazdého jedince byly rozdéleny na proza-
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nétlivé (pfitomnost charakteristickych znakli CD14+,
CD16-) pomoci priutokové cytometrie. Izolované
aroztfidéné vzorky makrofagh dodal kolektiv pracovisté
Centra experimentdlni mediciny na Institutu klinické
a experimentalni mediciny (IKEM). Tyto vzorky byly po-
drobeny extrakci (postup adaptovan dle cit.})
a analyzovany za optimalizovanych podminek LC-MS
metody. Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program Lipid-
Search™ (Thermo Scientific, USA). Statistickd analyza
byla provedena pomoci MetaboAnalyst”.

Vysledky a diskuse

Prvnim krokem optimalizace byl vybér vhodné kolo-
ny. Testovany byly ¢tyfi kolony uréené pro chromatografii
na reverznich fazich: Acquity UPLC BEH C18 1,7 um,
2,1 mm x 50 mm (Waters, USA), Acquity UPLC BEH
C18 1,7 pm, 2,1 mm x 100 mm (Waters, USA), Accura
Triart C18, 1,9 pm, 2,1 mm % 50 mm (YMC, Japonsko)
a Accura Triart C18 ExRS, 1,9 ym, 2,1 mm x 50 mm
(YMC, Japonsko). Jako nejvhodnéjsi byla experimentalné
identifikovana kolona Acquity UPLC BEH C18 o délce
100 mm. Ze vSech testovanych kolon umoznila dosazeni
nejvyssi pikové kapacity pro 9 z 16 lipidovych tiid a zaro-
vel poskytla u vSech lipidovych tfid piky pfijatelného
tvaru. Zvyseni pritoku mobilni faze na 300 pl min™ uka-
zalo vyrazny vliv na navySeni pikové kapacity u 15 tiid

1005 «~—PEl— ES|+
aoé +~—PCj—
" o lsm
£ 60 « > TG —»
£ —rc— can —
&
ESI-
“PIf+
R L
2%  <«1ps—
T ] <«ILPG
g4 «CL>
i
. 2 4 6 8 10 12 16 18 20 22 24 26 28 30

Cas (min)

Obr. 1. LC-MS chromatogram pro méreni v pozitivnim (ESI+) a v negativnim (ESI-) médu ionizace v€etné vyznaceni reten¢nich

oken lipidovych tFid; zkratky viz tab. I
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z16 (praimémé o 51 % oproti vychozimu nastaveni
180 pl min™"). Optimalni nastaveni desolvaéni teploty bylo
vyhodnoceno na zéklad€ porovnéni intenzit signali. Pro
osm lipidovych tfid bylo nejvysSich intenzit dosaZeno pfi
teploté 350 °C. Ukézalo se, ze snizeni pocatecniho zastou-
peni slozky B v mobilni fazi na 0 % zvysilo pikové kapaci-
ty pro 11 lipidovych tfid. Nejvyrazné;jsi narast byl pozoro-
van u tfid LPC (zvySeni o 42,8 %) a LPE (zvySeni
047,9 %). Poslednim optimalizovanym parametrem byla
teplota kolony. U 13 lipidovych tfid bylo s teplotou kolony
55 °C dosazeno vyssich pikovych kapacit. Primérné na-
rostla pikovéa kapacita o 24,5 %. Obr. 1 ukazuje LC-MS
chromatogram zakladniho piku za optimalizovanych pod-
minek v pozitivnim a v negativnim médu ionizace. Vyzna-
¢ena jsou retencni okna jednotlivych tiid lipidd.

Za optimalizovanych podminek byly zjistény retencni
zavislosti jednotlivych tfid lipidd, tj. zavislosti retencniho
¢asu na parametru ECN (equivalent carbon number), ktery
lze vypocitat jako ECN = HCN — 2n, kde HCN odpovida
poctu atomti uhliku ve vSech acylovych fetézcich daného
lipidu a n odpovida poctu dvojnych vazeb v téchto fetéz-
cich®. Zavislosti bylo mozné vhodn& prolozit linearnim
modelem (dosaZeno R* > 0,99).

Rovnéz byly provedeny prvni analyzy realnych vzor-
kG makrofagl. Po zpracovani namétenych dat v programu
LipidSearch™ bylo pro dalsi vyhodnoceni vyuZito
39 lipidd z osmi raznych tiid (Cer, DG, PC, PE, SM, TG,
PI, PS). Obr. 2 zobrazuje graf komponentniho skore ziska-
ny metodou hlavnich komponent. Pomoci prvnich dvou
hlavnich komponent bylo mozno vysvétlit celkem 81,9 %
rozptylu vstupnich dat. Z grafu je patrné, Ze doslo k rozdé-
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Obr. 2. Diagram komponentniho skére; analyza hlavnich kom-
ponent pro sadu vzorkll makrofagi
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do dvou oddé¢lenych oblasti. Obr. 3 znazornuje vulkanovy
graf. Prahova hodnota zmény (fold change, FC) byla 1,5
a prahova p-hodnota byla nastavena na 0,05. Cervené je
v grafu zvyraznéno pét lipidl, jejichz koncentrace byla
u prozanétlivych makrofagli vyznamné zvySena (alespoil
1,5krat). Jednalo se o dva zastupce z tfidy SM
a fosfolipidy z tfid PE, PS, PC obsahujici ve své struktuie
acylové zbytky stearové kyseliny (18:0) a olejové kyseliny
(18:1).

Zavér

V ptedkladané praci byla provedena optimalizace
LC-MS metody pro analyzu 71 lipida z 16 tfid. Nejlepsich
vysledkti bylo dosazeno pfi separaci na koloné Acquity
UPLC BEH C18 o délce 100 mm pii prutoku mobilni faze
300 pl min™, zastoupeni 100 % slozky A v mobilni fazi na
pocatku analyzy a teploté kolony 55 °C. Desolvacni teplo-
ta elektrospreje byla nastavena na 350 °C. Za optimalizo-
vanych podminek byly zméfeny retencni zavislosti pro
jednotlivé tfidy lipida, které byly v nasledujicich analy-
zach pouzity pro ovéfeni spravné identifikace lipidi. Pro-
béhla pilotni méfeni vzorkli makrofagl izolovanych
z tukové tkan€. Analyza hlavnich komponent poskytla
pohled na shlukovani vzorkd prozéanétlivych a protizanétli-
vych makrofagi. Bylo zjisténo, Ze lipidomicka analyza ma

Vulkanovy graf dale ukazal, ze v pfipadé prozanétlivych
makrofagi byla vyznamné zvySena koncentrace u péti
lipidi. Pro potvrzeni dosazenych zavérti a dalsi rozvoj
metody bude ovSem tieba proméfit vétsi skupinu vzorki
makrofaga.
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Obr. 3. Vulkanovy graf; Cervené zvyraznény lipidy s vyznamné
zvysenou koncentraci u prozanétlivych makrofagt, prahova zme-
na 1,5, prahova p-hodnota 0,05
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LC-MS Lipidomic Analysis of Macrophages

Currently, an increasing incidence of cardiovascular
diseases is observed in the population. Factors contributing
to their development are obesity and pro-inflammatory
processes occurring in the adipose tissue. Macrophages,
cells of the non-specific immune system, which can be
divided into pro-inflammatory and anti-inflammatory, play
a significant role in these processes. For a better under-
standing of these phenomena, it is necessary to analyze the
lipidome of macrophages of the two mentioned groups.
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The presented work was focused on the optimization of
selected parameters of the LC-MS method for the analysis
of 71 lipids from 16 lipid classes. Best results were
achieved with column Acquity UPLC BEH C18 (1.7 pm,
2.1 mm x 100 mm) operating at the flow rate of
300 uL min"' and temperature of 55°C. The optimal
desolvation temperature was 350 °C and the gradient elu-
tion started at 0 % of solvent B in the mobile phase. Reten-
tion dependencies were characterized for individual lipid
classes. They were successfully fitted with a linear model
(R*>0.99) and subsequently used to confirm the accuracy
of lipid identification. The optimized LC-MS method was
also used to analyze the real samples of macrophages iso-
lated from the adipose tissue of kidney donors. Samples
were provided by Institute for Clinical and Experimental
Medicine. The principal component analysis gave insight
into the division of macrophages according to their type.
The volcano plot showed a significant increase in the con-
centration of five lipids in the case of pro-inflammatory
macrophages.

Keywords: macrophages, lipidomics, liquid chromato-
graphy, mass spectrometry
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