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1 Wykaz skrótów i akronimów 

Skrót/Akronim Termin anglojęzyczny Termin polskojęzyczny 

ANOVA Analysis of Variance Analiza wariancji 

BCFA Branched-Chain Fatty Acid Rozgałęziony kwas tłuszczowy 

BUME Buthanol-methanol Mieszanina butanolu i metanolu 

CDC Center for Disease Control and 
Prevention 

Centrum Zwalczania I zapobiegania 
chorobom 

CE-UV Capillary Electrophoresis with UV-
Vis detection 

Elektroforeza kapilarna z detekcją 
UV-Vis 

CE-MS Capillary Electrophoresis coupled 
with Mass Spectrometry 

Elektroforeza kapilarna sprzężona 
ze spektrometrią mas 

Cer Ceramides Ceramidy 

CL Cardiolipin Kardiolipiny 

CZE-LIF Capillary Zone Electrophoresis - 
Laser Induced Fluorescence 
Detection 

Elektroforeza kapilarna sprzężona z 
detekcją fluorescencyjną 
indukowaną laserem 

DESI Desorption Electrospray Ionisation Jonizacja przez desorpcję 
wspomaganą elektrorozpylaniem 

DG Diacylglycerol Diacyloglicerole 

DGDG Diglycosyldiacylglycerol Diglikozylodiacyloglicerol 

DLLME Dispersive liquid-liquid extraction Dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-
ciecz 

ECC Extracted Compound 
Chromatogram 

Chromatogram wyodrębnionego 
indywiduum chemicznego 

ELSD Evaporative Light Scattering 
Detector 

Detektor światła rozproszonego  

ESI Electrospray Ionization Jonizacja poprzez elektrorozpylanie 

FA Fatty Acid Kwasy tłuszczowe 

FT-ICR Fourier Transform Ion Cyclotron 
Resonance 

Analizator cyklotronowego 
rezonansu  jonów z fourierowską 
transformacją wyników 

FTMS Fourier Transform Ion Cyclotron 
Resonance 

Analizator cyklotronowego 
rezonansu jonów z transformacją 
Fouriera 

GalC Galactocerebroside Galaktocerebrozydy 

GC Gas Chromatography Chromatografia gazowa 

GC-FID Gas Chromatography with Flame-
Ionisation Detection 

Chromatografia gazowa z 
detektorem płomieniowo-
jonizacyjnym 

GC-MS Gas Chromatography coupled with 
Mass Spectrometry 

Chromatografia gazowa sprzężona 
ze spektrometrią mas 

GC-MS/MS Gas Chromatography coupled with 
tandem Mass Spectrometry 

Chromatografia gazowa sprzężona 
z tandemową spektrometrią mas 

GL Glycerolipid Glicerolipidy 

Glc-DG Glucosyldiacylglycerol Glukozylodiacyloglicerole 

Glc-Glc-DG Diglucosyldiacylglicerol Diglukozylodiacyloglicerole 

GP Glycerophospholipid Glicerofosfolipidy 

HPLC-MS/MS High Performance Liquid 
Chromatography coupled with  
Tandem Mass Spectrometry 

Wysokosprawna chromatografia 
cieczowa sprzężona z tandemową  
spektrometrią mas 

HPLC-Q-TOF-MS High Performance Liquid 
Chromatography Quadrupole 

Wysokosprawna chromatografia 
cieczowa sprzężona ze 
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Time-of-Flight Mass Spectrometry spektrometrią mas z analizatorami 
kwadrupolowym i czasu przelotu  

HPTLC High Performance Thin Layer 
Chromatography 

Wysokosprawna cienkowarstwowa 
chromatografia cieczowa 

LC Liquid Chromatography Chromatografia cieczowa 

LC-MS Liquid Chromatography coupled 
with Mass Spectrometry 

Chromatografia cieczowa 
sprzężona ze spektrometrią mas 

LC-MS/MS Liquid Chromatography coupled 
with tandem Mass Spectrometry 

Chromatografia cieczowa 
sprzężona z tandemową 
spektrometrią mas 

LC-Q-TOF-MS Liquid Chromatography 
Quadrupole Time-of-Flight Mass 
Spectrometry 

Chromatografia cieczowa 
sprzężona ze spektrometrią mas z 
analizatorami mas 
kwadrupolowym i czasu przelotu 

LiOH Lithium Hydroxide Wodorotlenek litu 

LLE Liquid-Liquid Extraction Ekstrakcja ciecz-ciecz 

LTA Lipoteichoic Acid Kwas lipotejchojowy 

LTQ Linear Trap Quadrupole Liniowa pułapka jonowa 

Lys-PG Lysyl-phosphatidylglycerol Lizylofosfatydyloglicerol 

MALDI Matrix-assisted laser 
desorption/ionization 

Jonizacja przez desorpcję laserową 
wspomaganą przez matrycę 

MF Molecular Feature Indywiduum chemiczne 

MFE Molecular Feature Extraction Ekstrakcja indywiduum 
chemicznego 

MGDG Monoglucosyldiacylglycerol Monoglikozylodiacyloglicerole 

MRM 
Multiple Reaction Monitoring 

Monitorowanie wielu reakcji 
fragmentacji jonów 

MRSA Methicillin Resistance  
Staphylococcus aureus 

Gronkowiec złocisty oporny na  
metycylinę 

MS Mass Spectrometry Spektometria mas 

MS/MS Tandem Mass Spectrometry Tandemowa spektrometria mas 

MSSA Methicillin Resistance 
Staphylococcus aureus 

Gronkowiec złocisty wrażliwy na 
metycylinę 

MTBE Methyl tert-butyl ether Eter tert-butylowo-metylowy 

NACE Nonaqueus Capillary 
Electrophoresis 

Elektroforeza kapilarna z 
zastosowaniem niewodnych 
roztworów buforowych 

NMR Nuclear Magnetic Resonance Spektroskopia magnetycznego 
rezonansu jądrowego 

OPLS-DA Orthogonal Partial Last Square 
Discriminant Analysis 

Analiza dyskryminacyjna 
ortogonalnych cząstkowych 
najmniejszych kwadratów 

Q-IT Quadrupole Ion Trap Kwadrupolowa pułapka jonowa 

Q-TOF Quadrupole Time-of-Flight Kwadrupolowy analizator czasu 
przelotu 

PA Phosphatidic Acid Kwas fosfatydowy 

PC Phosphocholine Fosfocholina 

PCA Principal Component Analysis Analiza głównych składowych 

PE Phosphoethanoloamine Fosfoetanoloaminy 

PG Phosphatidylglycerol Fosfatydyloglicerole 

PK Poliketide Poliketydy 

PLS-DA Partial Last Square Discriminant 
Analysis 

Analiza dyskryminacyjna 
cząstkowych najmniejszych 
kwadratów 

PR Prenols Prenole 
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QQQ Triple quadrupole Potrójny kwadrupol 

SCAN Scanning Przemiatanie całego widma mas 

SCFA Straight-Chain Fatty Acid Nierozgałęziony kwas tłuszczowy 

SM Sphingomyeline Sfingomieliny 

SL Saccharolipid Sacharolipidy 

SP Sphingolipid Sfingolipidy 

SPE Solid-Phase Extraction Ekstrakcja do fazy stałej 

SPME Solid-Phase Microextraction Mikroekstrakcja do fazy stałej 

SRM Single Reaction Monitoring Monitorowanie wybranej reakcji 
fragmentacji jonów 

ST Sterol Sterole 

TCC Total Compound Chromatogram Chromatogram całkowitego prądu 
jonowego wszystkich 
wyodrębnionych indywiduów 
chemicznych 

TIC Total Ion Chromatogram Chromatogram całkowitego prądu 
jonowego 

TG Triacylglycerol Triacyloglicerole 

TLC Thin Layer Chromatography Chromatografia cienkowarstwowa 

UAE Ultrasound Assisted Extraction Ekstrakcja wspomagana 
ultradźwiękami 

UHPLC Ultrahigh Performance Liquid 
Chromatography 

Ultrasprawna chromatografia 
cieczowa 



 

 

  

Mariusz 

[Wpisz nazwę firmy] 

[Wybierz datę] 

 

WPROWADZENIE 



W p r o w a d z e n i e  | 12 

 

2 Wprowadzenie 

Pojawienie się nowych rozwiązań w zakresie instrumentacji oraz metodyk 

analitycznych, szczególnie dotyczących wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzężonej 

ze spektrometrią mas umożliwiło dynamiczny rozwój nauk –omicznych, w tym lipidomiki. 

Dostępne narzędzia analityczne w połączeniu z technikami chemometrycznymi i 

statystycznymi umożliwiają przeprowadzenie analiz próbek biologicznych i wyodrębnienie 

informacji na temat powiązania składu chemicznego ze stanem komórki bądź organizmu, a 

co za tym idzie identyfikację biomarkeru, np. stanu chorobowego. W tym kontekście możliwe 

stało się również przeprowadzenie porównawczych analiz lipidomicznych ekstraktów lipidów 

mikroorganizmów charakteryzujących się zróżnicowanym fenotypem, także w odniesieniu do 

zagadnienia oporności i wrażliwości na antybiotyki. Wskazanie zmian lipidomicznych 

pomiędzy szczepami wrażliwymi i opornymi na antybiotyki może być pomocne w 

zrozumieniu mechanizmu oporności mikroorganizmów na różnej klasy antybiotyki (Rysunek 

1). 

Jedną z najczęstszych przyczyn zakażeń szpitalnych oraz pozaszpitalnych jest 

gronkowiec złocisty (Staphylococcus aureus). Ten agresywny patogen może powodować 

szereg jednostek chorobowych, począwszy od ropnych infekcji skórnych po zagrażającą życiu 

ludzkiemu sepsę 1. Występująca oporność S. aureus na antybiotyki, często jednocześnie na 

antybiotyki różnego rodzaju (wielolekooporność), znacząco obniża możliwości leczenia 

zakażeń tym patogenem 2,3. Co więcej, infekcje wywoływane przez szczepy S. aureus oporne 

na antybiotyki (MRSA) są trudniejsze i bardziej kosztowne w leczeniu, częściej wymagają 

hospitalizacji i prowadzą do śmierci niż w przypadku infekcji powodowanych przez szczepy S. 

aureus wrażliwe na antybiotyki (MSSA) 4. Według raportu opublikowanego przez Centrum 

Zwalczania i Zapobiegania Chorobom (CDC) w Stanach Zjednoczonych w 2011 roku 

odnotowano 80,461 infekcji spowodowanych przez MRSA, przy czym ponad 11 tysięcy z nich 

zakończyło się śmiercią zakażonych pacjentów 4. Trudności w leczeniu zakażeń S. aureus oraz 

rozwijająca się oporność na pojawiające się coraz to nowsze antybiotyki jest przyczyną 

poszukiwań kolejnych celów dla skutecznej antybiotykoterapii i pogłębiania wiedzy na temat 

mechanizmów powstawania zjawiska oporności na antybiotyki. 
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Rysunek 1. Koncepcja niecelowanej analizy lipidomicznej w kontekście poszukiwania różnic fenotypowych na 
poziomie lipidów pomiędzy szczepami gronkowca złocistego opornymi i wrażliwymi na antybiotyki. 

Znanych jest wiele czynników odpowiedzialnych za występowanie fenotypu 

gronkowca złocistego opornego na antybiotyki, m.in. obecność genu mecA, różnych adhezyn, 

toksyn czy enzymów. Szczepy S. aureus oporne i wrażliwe na antybiotyki różnią się również 

stopniem patogenności czy wirulencji 5,6. W ostatnich latach szczególną uwagę poświęcono 

na badanie proteomu gronkowca złocistego i szukanie różnić w zawartości białek pomiędzy 

szczepami opornymi i wrażliwymi na antybiotyki 7–9. Wykazano również, że oporność S. 

aureus na antybiotyki takie jak metycylina, daptomycyna, gentamycyna czy kwas fusydowy 

może być związana ze zmianami w składzie lipidów błonowych 10–14. Jednak rola lipidów w 

procesie kształtowania się oporności na antybiotyki u szczepów tej bakterii wciąż jest 

niejasna. W tym kontekście celowym jest uzupełnienie wiedzy na temat różnic pomiędzy 

szczepami gronkowca złocistego na poziomie metabolizmu lipidów. 
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3 Część literaturowa 

3.1 Lipidy 

Lipidy obejmują grupę związków chemicznych o zróżnicowanej strukturze chemicznej 

i funkcjach. Ze względu na strukturalną różnorodność tych cząsteczek chemicznych ich 

klasyfikacja nie jest prosta. W 2005 roku powstał międzynarodowy system nazewnictwa oraz 

klasyfikacji lipidów, według którego, lipidy zdefiniowano jako hydrofobowe bądź 

amfipatyczne cząsteczki powstające całkowicie lub częściowo w wyniku kondensacji 

tioestrów (kwasy tłuszczowe, glicerolipidy, glicerofosfolipidy, sfingolipidy, sacharolipidy i 

poliketydy) lub/oraz poprzez kondensację podjednostek izoprenowych (prenole i sterole) 

15,16. Zgodnie z systemem klasyfikacji LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org/) lipidy są 

przyporządkowane do ośmiu kategorii, które w swoim obrębie dzielą się na klasy, następnie 

na podklasy, a także w przypadku niektórych prenoli na klasy czwartego poziomu 17. 

Klasyfikacja lipidów oparta została na właściwościach chemicznych lipidów, tj. na zawartości 

hydrofobowych oraz hydrofilowych elementów cząsteczki lipidu. Osiem głównych kategorii 

obejmuje acyle tłuszczowe (FA), glicerolipidy (GL), glicerofosfolipidy (GP), sfingolipidy (SP), 

sterole (ST), prenole (PR), sacharolipidy (SL) i poliketydy (PK). Przykładowe struktury i klasy 

lipidów należących do wyżej wymienionych kategorii zawarto w Tabeli 1. Konsorcjum LIPID 

MAPS zaproponowało również ujednolicenie nazewnictwa lipidów poprzez stosowanie 

odpowiednich członów w nazwie lipidu, m.in: sn, określającego położenie podstawników 

radylowych w glicerolpidach oraz glicerofosfolipidach; E/Z, określającego geometrię wiązań 

podwójnych obecnych w cząsteczce lipidu; lyso, określającego położenie brakującego 

podstawnika radylowego w cząsteczce lipidu, a także stosowanie skrótów, takich jak DG 

(30:0) czy TG (32:3), określających klasę lipidu, całkowitą liczbę atomów węgla w 

podstawnikach radylowych oraz liczbę wiązań podwójnych w strukturze lipidu. 

W kontekście analityki chemicznej istotna jest klasyfikacja lipidów ze względu na 

polarność oraz różnice we właściwościach kwasowo-zasadowych tych związków 

chemicznych. Ze względu na polarność, lipidy można scharakteryzować jako polarne (np. 

glicerofosfolipidy) lub niepolarne (triacyloglicerole, diacyloglicerole, cholesterol i jego 

pochodne). Ze względu na różnice we właściwościach kwasowo-zasadowych, lipidy można 

sklasyfikować jako 18: 
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 lipidy o charakterze kwasowym posiadające ładunek ujemnym w środowisku 

zasadowym (ang. weak anionic lipids), np. glicerofosfoetanoloamina, 

eikozanoidy, ceramidy,  

 lipidy o charakterze kwasowym posiadające ładunek ujemny w środowisku o 

pH fizjologicznym (ang. anionic lipids), np. kardiolipina, sulfatydy, 

glicerofosfoinozytol, glicerofosfoseryna, glicerofosfoglicerol, kwas 

fosfatydowy, 

 lipidy o charakterze obojętnym posiadające ładunek obojętny w pH 

fizjologicznym, np. triacyloglicerole, glikolipidy, glicerofosfocholina,  

 inne, nie sklasyfikowane w żadnej z powyższych grup, np. sterole. 

Lipidy pełnią wiele istotnych i unikalnych funkcji biologicznych, które mają na celu 

zachowanie w komórce homeostazy. Cechują się one wysokim stopniem specjalizacji w 

specyficznych kompartmentach komórkowych, gdzie pełnią określone role. Przede 

wszystkim są one głównym składnikiem strukturalnym błon komórkowych, a więc wpływają 

na takie właściwości błony komórkowej jak jej płynność czy krzywizna, a także wszelkiego 

typu oddziaływania mające miejsce w błonie. Ponadto, lipidy uczestniczą w procesach 

transportu oraz magazynowania energii oraz przesyłania sygnałów w komórce. Zachowanie 

stężenia poszczególnych lipidów budujących struktury komórkowe czy uczestniczących w 

szlakach przesyłania sygnałów komórkowych jest kluczowa dla zachowania komórkowej 

homeostazy i podlega ścisłej regulacji przez metabolizm lipidów. Dlatego też, zmiany czy 

defekty w metabolizmie lipidów powiązano z patogenezą chorób takich jak cukrzyca 19, 

otyłość 20, miażdżyca 21 czy choroba Alzhaimer’a 22. Skład jakościowy oraz ilościowy lipidów 

komórkowych może być również powiązany z występowaniem różnych cech fenotypowych 

mikroorganizmów. Różnice w zawartości lipidów komórkowych wykazano przede wszystkim 

pomiędzy komórkami bakteryjnymi czy grzybowymi opornymi i wrażliwymi na różnorodne 

chemoterapeutyki, ale również hodowanymi w różnych warunkach laboratoryjnych 11,23–27. 

Wskazuje to na istotną rolę lipidomu w adaptacji komórek mikroorganizmów do 

zmieniających się warunków życia oraz w występowaniu zjawiska oporności na antybiotyki. 
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Tabela 1. Kategorie lipidów wraz z przykładowymi strukturami oraz klasami lipidów (według klasyfikacji LIPID 
MAPS). 

kategoria przykładowa struktura przykładowe klasy lipidów 

acyle tłuszczowe OH

O

 
kwas heptadekanowy 

kwasy tłuszczowe, eikozanoidy, 
alkohole tłuszczowe, estry 
tłuszczowe, amidy tłuszczowe 

glicerolipidy 
OHO

O

HO

O  
1,2-diheptadekanoilo-sn-glicerol 

monoradyloglicerole, 
diradyloglicerole, 
triradyloglicerole 

glicerofosfolipidy 

O

O

HO

O O
N

+
P

O
-

O

O  
1-tridekanoilo-2-pentadekanoilo-sn-glicero-3-

fosfocholina 

glicerofosfocholiny, 
glicerofosfoetanoloaminy, 
glicerofosfoseryny, 
glicerofosfoglicerole, 
glicerofosfoglicerofosforany, 
glicerofosfoinozytole, 
glicerofosfoglicerofosfoglicerole 

sfingolipidy HNH

OH

O

OHH

 
N-(heksadekanoilo)-tetradekasfing-4-enina 

zasady sfingoidowe, ceramidy, 
fosfosfingolipidy, neutralne 
glikosfingolipidy, kwasowe 
glikosfingolipidy 

sterole 

OH

OH

H H

H

 
estra-1,3,5(10)-trien-3,17β-diol 

sterole, cholesterol i jego 
pochodne, steroidy, kwas 
żółciowy i jego pochodne 

prenole 

 
3,7-dimetylo-1,3Z,6-oktatrien 

izoprenoidy, chinony, 
hydrochinony, poliprenole 

sacharolipidy 

O
OH

OH
OH

O
P

OH

O

O
P

OH

O

OH OH

O

N

NH

O

ONH
OO

 
UDP-N-acetylo-α-D-glukozamina 

acyloaminocukry, glikany 
acylominocukrów, 
acylotrehalosy, glikany 
acylottrahlozów 

poliketydy 

OOH

O  
7-hydroksyflawanon 

poliketydy makrolidowe, 
poliketydy aromatyczne, 
hybrydy nierybosomalnych 
peptydów i poliketydów 
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3.1.1 Struktura i funkcje lipidów gronkowca złocistego 

Lipidom gronkowca złocistego stanowią głównie fosfatydyloglicerole (PGs), 

diacyloglicerole (DGs), lizylofosfatydyloglicerole (Lys-PGs) diglukozylodiacyloglicerole (Glc-

Glc-DGs), monoglukozylodiacyloglicerole (Glc-DGs) oraz kardiolipiny (CLs) 28–31. Strukturę 

głównych lipidów występujących w komórkach gronkowca złocistego przedstawiono w Tabeli 

2. Wymienione lipidy są przede wszystkim składnikami budulcowymi błony komórkowej, 

dlatego też struktura oraz funkcjonowanie błony komórkowej jest powiązane ze składem 

jakościowym oraz ilościowym lipidów błonowych. Równowaga w składzie lipidowym błony 

komórkowej wpływa również na odpowiednie rozmieszczenie białek błonowych, a w 

konsekwencji na transport przez błonę, replikację DNA i podział komórkowy 32. Zmiany w 

przepuszczalności błony komórkowej, wynikające z modyfikacji jej struktury mogą być 

związane ze zmniejszonym wnikaniem antybiotyków do wnętrza komórki 33. Badania 

sugerują również, że stabilność błony komórkowej zależna jest od utrzymania 

odpowiedniego stosunku glikolipidów w błonie: diglikozylodiacylogliceroli, tworzących 

dwuwarstwę błonową do monoglikozylodiacylogliceroli, rozluźniających strukturę 

dwuwarstwy lipidowej 34. Ponadto, zmiany w składzie lipidów obojętnych takich jak MGDG, 

DGDG i DG, lipidów anionowych, takich jak PG czy kationowych jak Lys-PG, również mogą 

prowadzić do zmienionej przepuszczalności błony na skutek modyfikacji ładunku 

powierzchniowego błony. Zwiększoną zawartość Lys-PG wykazano w przypadku szczepów 

gronkowca złocistego opornego na daptomycynę oraz gentamycynę 11,12.  

Fosfatydyloglicerol oraz diglukozylodiacyloglicerol są również prekursorami kwasu 

lipotejchojowego (LTA), który jest składnikiem ściany komórkowej bakterii gram-dodatnich 

35,36. LTA typu I gronkowca złocistego zbudowany jest z 1,3-poliglicerolofosforanu 

przyłączonego do glikolipidu β-gentiobiozodiacyloglicerolu, który zakotwicza LTA w błonie 

komórkowej. Łańcuch poliglicerolofosforanowy składa się z 15 do 50 jednostek 

glicerolofosforanowych (Gro-P).  

Zawartość poszczególnych klas lipidów, podobnie jak i rodzaj kwasów tłuszczowych 

stanowiących łańcuchy boczne lipidów (liczba atomów węgla, liczba wiązań podwójnych, 

obecność lub brak rozgałęzienia) w komórkach gronkowca złocistego, zależy od wielu 

czynników, m.in. fazy wzrostu komórek bakteryjnych oraz warunków hodowli 13,25. 
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Tabela 2. Struktury chemiczne głównych klas lipidów komórkowych gronkowca złocistego.  

Nazwa Struktura 

fosfatydyloglicerole 
O

O

O

R1 O

O

R2

O
P

OH

O OH

OH

 

diacyloglicerole 

 

monoglukozylodiacyloglicerole 

 

diglukozylodiacyloglicerole 

O

O

O

R1 O

O

R2

O
P

OH

O OH

O

O

NH2

NH2

 

lizylofosfatydyloglicerole 

 

kardiolipiny 

P

O

O
OH

R2

O

O

R1

O

O O

OH

O
R4

O

O

R3

O

O P

O

OH
O

 

R1, R2 – reszty kwasów tłuszczowych. 

Łańcuchy boczne lipidów gronkowca złocistego mogą być nierozgałęzione (SCFAs), 

bądź zawierać rozgałęzienia (BCFAs) typu iso-, anteiso-. Wykazano, że zawartość lipidów z 

łańcuchami bocznymi zawierającymi rozgałęzienia oraz stosunek zawartości kwasów 

tłuszczowych iso- oraz anteiso- jest zależna od temperatury i ma wpływ na płynność błony 

komórkowej 37,38. Według danych literaturowych kwasy tłuszczowe o rozgałęzieniu typu -

O

O

O

R1 OH

R2

O

O

O

O

R1 O

O

R2

glukoza

O

O

O

R1 O

O

R2

glukoza-glukoza
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anteiso oraz o liczbie atomów węgla równej 15 są dominujące w lipidach gronkowca 

złocistego 38. 

3.2 Techniki analityczne stosowane w badaniach lipidomicznych 

Wzrost zainteresowania analizą lipidów spowodował wyodrębnienie nowej dziedziny 

nauki -lipidomiki39 . Uznawana za „gałąź” metabolomiki, lipidomika, może być zdefiniowana 

jako nauka zajmująca się badaniem i charakterystyką lipidów oraz ich biologicznych funkcji, z 

uwzględnieniem ekspresji białek zaangażowanych w metabolizm lipidów w komórce, tkance 

czy płynach ustrojowych. W zakresie badań medycznych, analizy lipidomiczne mogą 

doprowadzić do wskazania lipidowego biomarkera w odniesieniu do ryzyka czy diagnozy 

zachorowania na daną chorobę oraz efektywności stosowanego leczenia. Ponadto 

dostarczają wiedzy na temat mechanizmów zaburzeń metabolicznych w przypadku badanej 

jednostki chorobowej. Nowoczesne narzędzia analityczne umożliwiają wykrycie oraz 

oznaczenie nawet kilkuset cząsteczek lipidów w trakcie jednego cyklu analitycznego. Ze 

względu na duże strukturalne zróżnicowanie lipidów, analiza tych związków chemicznych jest 

sporym wyzwaniem dla chemików analityków. W zakresie opracowywania nowych metodyk 

analitycznych w lipidomice dąży się do różnych celów, od których zależy wybór stosowanych 

technik analitycznych oraz wymagania stawiane opracowywanej metodzie analitycznej i 

wykorzystywanej aparaturze. Zestawienie rozwiązań analitycznych w zakresie technik 

analitycznych stosowanych w badaniach lipidomicznych przedstawiono na Rysunku 2. 

 

Rysunek 2. Zestawienie technik analitycznych wykorzystywanych w lipidomice. 
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Dostępne dane literaturowe wskazują, że najczęściej badania lipidomiczne opierają 

się na technice spektometrii mas sprzężonej z technikami rozdzielania mieszanin, jak HPLC, 

które umożliwiają szybkie i czułe wykrywanie cząsteczek lipidów o zróżnicowanej strukturze 

w różnych matrycach biologicznych. Wyjątkowo intensywny rozwój lipidomiki 

zaobserwowano po wprowadzeniu miękkich technik jonizacji analitów z użyciem rozpylania 

cieczy w polu elektrycznym (ESI) oraz jonizacji przez desorpcję laserową wspomaganą przez 

matrycę (MALDI). Nowoczesne rozwiązania analityczne w zakresie instrumentacji, w 

szczególności w rozwoju spektrometrii mas oraz pojawienie się nowych procedur 

analitycznych stworzyły ogromne możliwości w obszarze oznaczania lipidów komórkowych. 

Na Rysunku 3 przedstawiono w sposób schematyczny etapy badania lipidomicznego wraz z 

informacjami na temat najczęściej stosowanych w lipidomice technik analitycznych. 

 

Rysunek 3. Schemat analizy lipidomicznej z uwzględnieniem najczęściej stosowanych technik analitycznych. 
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3.2.1 Techniki przygotowania próbki w lipidomice 

Pierwszym etapem analizy lipidomicznej jest ekstrakcja lipidów z matryc pochodzenia 

biologicznego, charakteryzujących się złożonym składem. Na tym etapie usunięte zostają 

substancje przeszkadzające w oznaczeniu jakościowym i ilościowym lipidów, tj. białka, cukry i 

inne substancje małocząsteczkowe. Do ekstrakcji lipidów z próbek biologicznych stosuje się 

najczęściej metody oparte na dwóch technikach: ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE) oraz ekstrakcji do 

fazy stałej (SPE). 

W praktyce laboratoryjnej do ekstrakcji lipidów wykorzystuje się zwykle mieszaninę 

metanolu i chloroformu (2:1 v/v). Metoda ta została wprowadzona przez Folcha i 

współpracowników 40 i zmodyfikowana później przez Bligh i Dyer’a (dodatek wody i kwasu 

octowego do mieszaniny ekstrakcyjnej) 41. Metoda ta pozwala na szybką i efektywną izolację 

zarówno lipidów o charakterze polarnym, jak i niepolarnym. Rzadziej wykorzystywane są 

również rozpuszczalniki takie jak eter tert-butylo-metylowy (MTBE) 42, mieszanina butanolu i 

metanolu (BUME)43 czy mieszanina heksanu i izopropanolu (3:2 v/v) 44. Rozpuszczalniki inne 

niż chloroform cechują się mniejszą toksycznością, przy czym efektowność ekstrakcji z ich 

użyciem jest podobna lub wyższa niż w przypadku metody Folcha. 

Technika SPE w badaniach lipidomiczych nie jest tak powszechnie wykorzystywana 

jak technika ekstrakcji ciecz-ciecz 45,46. Do ekstrakcji lipidów za pomocą techniki SPE stosuje 

się głównie fazy stacjonarne oraz eluenty używane w chromatografii w układzie faz 

normalnych, czyli żel krzemionkowy niemodyfikowany oraz modyfikowany grupami –CN, -

NH2, i diolowymi oraz metanol, heksan i chloroform jako eluenty. W porównaniu do techniki 

LLE, stosowanie techniki SPE umożliwia redukcję zużycia rozpuszczalników, natomiast może 

być problematyczna w przypadku próbek o dużej objętości, ponieważ uzyskiwany odzysk 

lipidów jest zdecydowane niższy ze względu na niską pojemność sorpcyjną tej techniki.  

Wybór optymalnej techniki przygotowania próbki zależy przede wszystkim od obranej 

strategii analitycznej oraz celu badawczego, który planuje się osiągnąć. Technika ekstrakcji 

ciecz-ciecz, która umożliwia jednoczesną ekstrakcję lipidów wielu klas jest szczególnie 

przydatna w przypadku analizy niecelowanej. Natomiast, dzięki zastosowaniu techniki SPE 

możliwa jest ekstrakcja lipidów wybranych klas. 
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Zdecydowanie rzadziej stosowanymi technikami do ekstrakcji lipidów są: 

mikroekstrakcja do fazy stałej (SPME) 47, ekstrakcja wspomagana ultradźwiękami (UAE) 48, 

dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz (DLLME) 49. 

3.2.2 Strategie analityczne w lipidomice w oparciu na spektrometrii mas 

W badaniach lipidomicznych wyróżnia się trzy strategie analityczne: analizę 

niecelowaną (ang. untergeted lipidomics), celowaną (ang. targeted lipidomics) oraz skupioną 

(ang. focused lipidomics) 50. Analizy niecelowane są wykonywane w celu wykrycia wszystkich 

lipidów obcecnych w próbce powyżej granicy wykrywalności. Główną zaletą analizy 

niecelowanej jest możliwość wskazania oraz zidentyfikowania nowych cząsteczek, bez 

posiadania wiedzy na temat składu jakościowego próbki, przy czym jedynym ograniczeniem 

co do liczby i rodzaju identyfikowanych związków chemicznych jest zastosowana technika 

detekcji oraz przygotowania próbki. Analizę niecelowaną przeprowadza się zazwyczaj z 

wykorzystaniem wysokorozdzielczych spektrometrów mas, takich jak Q-TOF 51, Q-IT 52 czy FT-

MS 53, umożliwiających uzyskanie wartości stosunku masy do ładunku (m/z) wykrywanych 

analitów z dokładnością do 0.0001 amu (w wyniku zastosowania trybu przemiatania widm 

jonów w danym zakresie wartości m/z – tryb SCAN). Pozwala to na rozdzielenie analitów o 

takiej samej masie nominalnej oraz ułatwia ich późniejszą identyfikację poprzez 

przeszukiwanie baz lipidów na podstawie uzyskanej dokładnej wartości m/z. Zastosowanie 

tej strategii analitycznej jest niezwykle przydatne w przypadku lipidomicznych analiz 

porównawczych, przy czym generowana liczba danych zapisywanych w trakcie analizy jest 

tak duża, że wymaga ona zastosowania zaawansowanych technik chemometrycznych w celu 

wyodrębnienia informacji na temat różnic lipidomicznych pomiędzy badanymi próbkami. 

Uzyskiwane w trakcie analizy niecelowanej lipidowe odciski palca (ang. lipid fingeprints) 

umożliwiają również klasyfikację analizowanych próbek. Wadą tego typu podejścia 

analitycznego jest często niska czułość spektrometru mas ze względu na uzyskiwane tło oraz 

brak możliwości oznaczenia ilościowego wykrywanych analitów. 

W przeciwieństwie do lipidomiki niecelowanej, w strategiach lipidomiki celowanej 

oraz skupionej głównym celem prowadzonych badań jest analiza wybranych związków 

chemicznych o znanej strukturze. Analiza celowana, dzięki wykorzystaniu wysoce czułej 

techniki tandemowej spektrometrii mas umożliwia oznaczenie lipidów na bardzo niskim 

poziomie zawartości w próbce, jednak wymaga zastosowania wzorców oznaczanych lipidów. 
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Analiza prowadzona jest w trybie monitorowania wybranych reakcji jonów (SRM, bądź 

MRM), co wymaga znajomości struktury oznaczanych analitów, ale zapewnia uzyskanie 

wysokiej czułości, a w konsekwencji możliwość oznaczenia lipidów występujących w próbce 

na niskich poziomach zawartości. Do prowadzenia analizy celowanej najczęściej wybieranym 

analizatorem mas jest potrójny kwadrupol (QQQ) 54,55. 

Analiza skupiona polega na identyfikacji i/lub oznaczaniu lipidów, należących do tej 

samej kategorii lipidów i posiadających w swojej strukturze charakterystyczny fragment (np. 

fosfocholina w fosfatydylocholinie). Podczas prowadzenia analizy skupionej z 

wykorzystaniem techniki tandemowej spektrometrii mas można wykrywać 

charakterystyczne fragmenty cząsteczki lipidu powstające w wyniku fragmentacji jonu 

pseudomolekularnego. Spektrometr mas (najczęściej wyposażony w kwadrupolowy 

analizator czasu przelotu 56 oraz kwadrupolową pułapkę jonową 57) może pracować w trybie 

przemiatania widm jonów potomych (ang. product ion scanning), przemiatania widm jonów 

macierzystych (ang. precursor ion scanning), bądź przemiatanie widm jonów powstałych na 

skutek utraty obojętnej części cząsteczki (ang. neutral loss scanning). Dzięki zawężeniu 

oznaczanych analitów do wybranej klasy bądź podklasy lipidów, strategia ta charakteryzuje 

się wyższą czułością niż strategia lipidomiki niecelowanej, przy czym umożliwia śledzenie 

zmian w zawartości większej liczby lipidów niż w podejściu lipidomiki celowanej w trakcie 

jednego cyklu analitycznego. 

3.2.3 Wysokosprawna chromatografia cieczowa w lipidomice  

W badaniach lipidomicznych, w celu rozdzielenia mieszaniny lipidów obecnych w 

ekstrakcie, często korzysta się z techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). 

Przeprowadzenie procesu rozdzielenia chromatograficznego pozwala na wykrycie oraz 

oznaczenie izomerów oraz izobarów lipidów, co nie jest możliwe w przypadku analizy lipidów 

poprzez bezpośrednie wprowadzenie ekstraktu lipidów do komory jonizacyjnej spektrometru 

mas. Intensywny rozwój nowych technologii wypełnień kolumn chromatograficznych, 

szczególnie ultrasprawnych kolumn chromatograficznych oraz kolumn wyprodukowanych w 

technologii core-shell, pozwolił na udoskonalenie metod analizy lipidów opierających się na 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej, szczególnie w zakresie uzyskiwanej 

rozdzielczości, ale także czasu prowadzenia analizy i zużycia rozpuszczalników. Technika 

ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC) zazwyczaj w połączeniu z techniką 
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spektrometrii mas jest obecnie niezwykle popularna w obszarze analityki lipidów, stosowana 

zarówno w analizach niecelowanych, jak i celowanych 51,55,58. Stosowane w lipidomice 

rozwiązania instrumentalne obejmują również techniki kapilarnej chromatografii cieczowej 59 

czy nano-LC 60, które umożliwiają uzyskanie większej czułości wykrywania cząsteczek lipidów 

obecnych w próbkach o bardzo małej objętości. 

Rozdzielenie mieszaniny lipidów zazwyczaj wykonuje się stosując wysokosprawną 

chromatografię cieczową w odwróconym układzie faz 61,62, rzadziej w normalnym układzie 

faz 63. Analiza chromatograficzna w odwróconym układzie faz prowadzona z wykorzystaniem 

ultrasprawnej kolumny chromatograficznej wypełnionej fazą stacjonarną o średnicy ziarna 

rzędu 1,7 µm umożliwia rozdzielenie lipidów różniących się liczbą atomów węgla oraz wiązań 

podwójnych w resztach kwasów tłuszczowych w obrębie danej klasy lipidów, jak i również 

cząsteczek izobarycznych (w tym izomerów lipidów) 61. Zastosowanie podwyższonej 

temperatury i fazy ruchomej o dużej sile elucyjnej zapewnia elucję nawet silnie 

hydrofobowych cząsteczek takich jak triacyloglicerole. Analiza w normalnym układzie faz 

prowadzona jest zazwyczaj w celu rozdzielenia (frakcjonowania) mieszaniny lipidów pod 

względem przynależności do danej klasy (rodzaju polarnej części struktury lipidu). W 

ostatnich latach do oznaczeń lipidów wykorzystano również dwuwymiarową wysokosprawną 

chromatografię cieczową 64, w której mieszanina lipidów ulegała rozdzieleniu najpierw w 

normalnym układzie faz, a następnie w odwróconym układzie faz. Zastosowanie techniki 2D 

LC-MS pozwala na zwiększenie rozdzielczości układu chromatograficznego. Niedawno 

pojawiły się również doniesienia o możliwości stosowania układu HILIC w celu rozdzielenia 

lipidów 65,66.  

Z powodu niewielkiej zdolności cząsteczek lipidów do absorpcji światła w zakresie 

światła widzialnego oraz ultrafioletu (UV-Vis), detektory UV-Vis rzadko są wykorzystywane 

do ich wykrywania. Zwykle analizy lipidomiczne prowadzone są przy użyciu techniki HPLC 

sprzężonej ze spektrometrem mas, gdyż technika MS charakteryzuje się istotnymi dla badań 

lipidomicznych parametrami metrologicznymi takimi jak wysoka rozdzielczość (rzędu 20 000 

FWHM), wysoka czułość (rzędu ng/mL) i dokładność pomiaru masy (Δppm < 5 ppm). 

Połączenie techniki HPLC i ESI-MS znalazło zastosowanie w analizie lipidomicznej różnego 

typu próbek biologicznych: krwi 67,68, komórek 69 czy tkanek 70. Innymi stosowanymi 

detektorami w analityce lipidów są detektory światła rozproszonego (ELSD) 71 i detektory 

fluorescencyjne 72. Jednakże te detektory nie posiadają wystarczającej czułości ani 



C z ę ś ć  l i t e r a t u r o w a  | 26 

 

 
 

selektywności, a ponadto zastosowanie detektora fluorescencyjnego możliwe jest jedynie po 

przeprowadzenia lipidów we fluorescencyjne pochodne. Dlatego też, ich wykorzystanie w 

analityce lipidów jest ograniczone. W Tabeli 3 zestawiono kluczowe informacje literaturowe 

na temat przykładowych metodyk oznaczania lipidów w próbkach biologicznych z 

wykorzystaniem chromatografii cieczowej i spektrometrii mas, z uwzględnieniem 

zastosowanych warunków chromatograficznych oraz analizatorów mas. 

Tabela 3. Zestawienie informacji literaturowych  na temat oznaczania lipidów w próbkach biologicznych, ze 
szczególnym uwzględnieniem chromatografii cieczowej i spektrometrii mas. 

Anality Próbka 
Typ 
analizatora 
mas 

Kolumna 
chromatograficzna 

Faza ruchoma
a
 Literatura 

lipidom 
ludzki 

surowica Q-TOF 
Discovery HS C18 
2,1x150 mm, 3 μm 

A: H2O + 0,1% kwas mrówkowy 
B: ACN + 0,1% kwas mrówkowy 

73 

sfingolipidy surowica QQQ 
XBridge C8 2,1x30 
mm, 3,5 μm 

A: MeOH/H2O/CHCl3/ kwas 
mrówkowy (55:40:5:0,4 v/v) 
B: MeOH/ACN/CHCl3/ kwas 
mrówkowy (48:48:4:0,4 v/v). 

74 

ceramidy skóra Q-TOF 
XBridge BEH C18 
Shield 2,1x100 
mm, 1,8 μm 

A: 20 mM mrówczan amonu pH 5,0 
B: MeOH 

75 

lipidom 
bakteryjny 

hodowla 
bakteryjna 

 LTQ 
Ascentis Si HPLC 
1,0x150 mm, 3 μm 

A: H2O/ACN/MeOH (10/55/35 v/v) + 
10mM octan amonu 
B: ACN/MeOH (60/40 v/v) + 10 mM 
octan amonu. 

26 

lipidom 
ludzki 

surowica Q-TOF 
XBridge BEH C18 
shield 1,0x 2,1 
mm, 1,7 μm 

A: 20 mM mrówczan amonu pH 5,0 
B: MeOH 

61 

lipidom 
bakteryjny 

hodowla 
bakteryjna 

Q-TOF 
XBridge C18, 
2,1x150 mm, 3,5 
µm 

A: 5mM octan amonu w mieszaninie 
metanol/woda (99/1 v/v) 
B: 5 mM octan amonu w mieszaninie 
heksan/izopropanol/woda  
(20/79/1 v/v) 

76 

kwasy 
żółciowe 

surowica, 
osocze, mocz 

 LTQ-FT 
XBridge C18, 
2,1x50 mm, 2,5 
µm 

A: MeOH/2 mM octan amonu pH 7,0 
(5/95 v/v) 
B: 2 mM octan amonu w MeOH 

77 

fosfolipidy mocz Q-TOF 
Synergi RP 
0,300x150 mm, 4 
µm 

A: H2O + 0,2% kwas mrówkowy  
B: THF 

78 

fosfolipidy 
komórki 
ludzkie 
(monocyty) 

LTQ 
 Deverosil C30, 
0.3x150 mm 

ACN/MeOH/TEA (25/75/1 v/v) + 0,3% 
kwas mrówkowy, pH 6,8 

57 

a
 A - faza ruchoma A, B – faza ruchoma B. 



C z ę ś ć  l i t e r a t u r o w a  | 27 

 

 
 

3.2.4 Oznaczenia lipidów w materiale biologicznym z wykorzystaniem techniki 

bezpośredniego wprowadzenia ekstraktu lipidów do komory jonizacyjnej 

spektrometru mas 

W ostatnich latach dużą popularnością cieszą się procedury analityczne, w których 

wykorzystuje się bezpośrednie wprowadzenie ekstraktu lipidów (z pominięciem etapu 

rozdzielania np. technikami chromatograficznymi) do komory jonizacyjnej spektrometru mas, 

tzw. shotgun lipidomics 39. Metody analityczne oparte na tej technice charakteryzują się 

wysoką dokładnością, odtwarzalnością, czułością, a ponadto są mniej czasochłonne niż inne 

metody analityczne i mogą być z powodzeniem stosowane zarówno w lipidomice 

niecelowanej, jak i celowanej. Metody oparte na bezpośrednim wprowadzeniu ekstraktu 

lipidów do komory jonizacyjnej spektrometru mas najczęściej wykorzystują źródło jonów 

typu elektrorozpylanie (ESI) 79,80, rzadziej jonizacji przez desorpcję laserową wspomaganą 

przez matrycę (MALDI) 81,82. 

Rozdzielenie oraz oznaczenie lipidów poprzez bezpośrednie wprowadzenie ekstraktu 

lipidów do komory jonizacyjnej ESI-MS jest możliwe dzięki różnicom we właściwościach 

kwasowo-zasadowych lipidów i następuje w wyniku przełączania źródła jonów z trybu pracy 

tworzenia jonów dodatnio naładowanych na tworzenia jonów ujemnych lub zmiany pH 

rozpuszczalnika próbki 39. Schemat postępowania w tego typu analizie przedstawiono na 

Rysunku 4. Lipidy o charakterze kwasowym, takie jak kardiolipina, fosfatydyloinozytol, 

fosfatydyloseryna, kwas fosfatydowy, sulfatydy rozpuszczone w chloroformie mogą być 

wykryte z wykorzystaniem techniki ESI-MS w trybie tworzenia jonów ujemnych. Dodatek 

LiOH do ekstraktu chloroformowego pozwala na wykrycie w trybie tworzenia jonów 

ujemnych glicerofosfolipidów etanoloaminy, wolnych kwasów tłuszczowych oraz ceramidów, 

natomiast w trybie tworzenia jonów dodatnich glierofosolipidów choliny, triacylogliceroli, 

sfingomieliny, galaktocerebrozydów. Wykorzystanie wysokorozdzielczego analizatora mas 

typu FTICR-MS, Q-TOF-MS czy LTQ Orbitrap MS pozwala na rozdzielenie lipidów o takiej 

samej nominalnej wartości m/z. Wadą tego typu rozwiązania analitycznego jest m.in. 

trudność w rozdzieleniu izomerów lipidów. 

Han i współpracownicy zademonstrowali wykorzystanie źródła jonów typu 

elektrorozpylanie do analizy fosfolipidów w erytrocytach ludzkich 83, triacylogliceroli w 

tkankach serca szczurzego (wykorzystanie ESI-MS/MS pozwala na wykrycie 0,1 pikomola 
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cząsteczek TG) 84, a także plazmalogenu w tkankach mózgu ludzkiego 85, poprzez 

bezpośrednie wprowadzenia ekstraktu chloroformowego do komory jonizacyjnej MS.  

W 2015 roku Surma i współpracownicy 79 przedstawili zautomatyzowaną platformę 

analityczną umożliwiającą oznaczenie 22 klas lipidów, w tym dwustu indywidualnych 

cząsteczek lipidów w osoczu krwi ludzkiej z wykorzystaniem techniki ESI-MS. Opracowana 

metodologia umożliwia analizę ilościową, dzięki zastosowaniu wzorców wewnętrznych 

lipidów badanych klas. Charakteryzuje się wysoką wydajnością (ponad 200 próbek na dzień) i 

odtwarzalnością (współczynnik zmienności < 10% dla większości oznaczanych lipidów).  

Źródło jonów typu MALDI wykorzystano m.in. do analizy lipidów błonowych 

archaebakterii 81 oraz sulfatydów w tkankach myszy 86 (wykorzystanie 9-aminoakrydyny) jako 

matrycy). 

 

Rysunek 4. Schemat postępowania podczas wykonywania analizy metodą bezpośredniego wprowadzenia 
ekstraktu lipidów do komory jonizacyjnej typu ESI. 

3.2.5 Inne wybrane techniki wykorzystywane w analityce lipidów w próbkach 

materiału biologicznego  

Ogromna różnorodność strukturalna lipidów często wymusza zastosowanie kilku 

różnych technik analitycznych w celu identyfikacji oraz oznaczenia lipidów w próbkach 
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materiału biologicznego. Oprócz spektrometrii mas i wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej, które są najpowszechniej używanymi technikami analitycznymi w lipidomice, w 

analityce lipidów stosuje się również takie techniki rozdzielenia jak chromatografia 

cienkowarstwowa (TLC), chromatografia gazowa (GC), elektroforeza kapilarna (CE) oraz 

spektroskopię magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR), jako technikę detekcji. 

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) oraz wysokosprawna chromatografia 

cienkowarstwowa (HPTLC) są doskonałymi narzędziami do wstępnego rozdzielania lipidów 

na poszczególne klasy lipidów. Cechują się prostotą, krótkim czasem wykonania analizy i 

niskim kosztem. Sprzężenie TLC ze spektrometrią mas typu MALDI-MS, ESI-MS czy DESI-MS 

pozwala na uzyskanie dużych możliwości identyfikacji lipidów, przez co technika TLC, HTPLC 

czy 2D TLC (HPTLC) znajduje zastosowanie w badaniach lipidomicznych, a w szczególności do 

analizy niecelowanej oraz identyfikacji glikolipidów i glicerofosfolipidów w próbkach 

pochodzenia biologicznego 87–89. Sprzężenie techniki MALDI-MS oraz DESI-MS z TLC 

umożliwia jonizację lipidów, a następnie ich oznaczenie bezpośrednio z płytki TLC 89–91.  

Oznaczanie lipidów z wykorzystaniem techniki chromatografii gazowej (GC-MS 92, GC-

FID 93, GCxGC-MS 94) najczęściej dotyczy wykrywania i analizy kwasów tłuszczowych w 

próbkach materiału biologicznego (m.in. osocze i surowica krwi ludzkiej). Ograniczenia w 

stosowaniu techniki GC w badaniach lipidomicznych wynikają przede wszystkim z cech 

fizykochemicznych lipidów, które są w większości nielotne oraz ulegają degradacji w wysokiej 

temperaturze. Natomiast konieczność przeprowadzania lipidów w lotne pochodne powoduje 

często utratę informacji na temat struktury tych cząsteczek. Mimo tych wad, technika 

chromatografii gazowej znalazła zastosowanie do analizy glicerofosfolipidów, sfingolipidów, 

cholesterolu i steroidów w różnego rodzaju próbkach biologicznych 95–98. Przygotowanie 

próbki do analizy lipidomicznej z zastosowaniem techniki GC zazwyczaj obejmuje ekstrakcję, 

wstępne rozdzielenie ekstraktu (poprzez wykorzystanie techniki TLC, HPTLC lub HPLC) i 

przeprowadzenie lipidów w lotne pochodne poprzez użycie odczynników derywatyzujących 

(np. bromek pentafluorobenzylu w N,N-diizopropyloetyloaminie czy mieszanina acetamidu 

N-metylo-N-trifuorotrimetylosilylu/jodku amonu/ditioerytritolu)  

Stosowanie elektroforezy kapilarnej w badaniach lipidomicznych jest również 

ograniczone z dwóch powodów: 

- ze względu na częste sprzężenie CE z detektorem UV, a lipidy wykazują słabą 

absorbancję światła w zakresie promieniowania UV, 
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- ze względu na stosowanie roztworów wodnych, a wiele lipidów ma hydrofobowy 

charakter i jest nierozpuszczalna w wodzie.  

Pomimo tych ograniczeń technikę elektroforezy kapilarnej udało się z powodzeniem 

zastosować w analityce lipidów poprzez modyfikacje metodyczne takie, jak choćby użycie 

detektora fluorescencyjnego i znakowania fluorescencyjnego (CZE-LIF) 99 czy wykorzystanie 

niewodnych buforów elektroforetyczych (NACE) 100. Zastosowanie techniki CZE-LIF 

umożliwiło rozdzielenie oraz oznaczenie znakowanych fluorescencyjnie lipidów takich jak DG 

czy PI w lizacie komórkowym 99. Natomiast technika NACE sprzężona ze spektrometrią mas 

została wykorzystana do analizy glicerofosfolipidów wyekstrahowanych z tkanek różnych 

organów szczura 100. 

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR) nie jest powszechnie 

używana w badaniach lipidomicznych, a nieliczne zaprezentowane jej zastosowania w 

analityce lipidów dotyczą m.in. analizy lipidów w próbkach futra zwierzęcego (m.in. 

steroli) 101, glicerofosfolipidów w próbkach tkanek pochodzenia zwierzęcego i roślinnego 102 

czy lipidów (w tym fosfolipidów) w próbkach komórek nowotworowych (HeLa) 103. Technika 

31P NMR okazała się szczególnie przydatna w analizie jakościowej oraz ilościowej 

glicerofosfolipidów 102,103.  

3.2.6 Techniki analityczne wykorzystywane do oznaczania lipidów gronkowca 

złocistego 

Większość badań dotyczących analizy lipidów gronkowca złocistego ogranicza się do 

oznaczania zawartości kwasów tłuszczowych stanowiących łańcuchy boczne lipidów 

komórkowych S. aureus, bądź lipidów należących do danej klasy. Techniki analityczne, które 

były wykorzystywane do tej pory do analizy lipidów komórkowych S. aureus to przede 

wszystkim TLC 13,104, 2D TLC 10, chromatografia kolumnowa 105 i GC (w tym GC-MS) 25. 

Wykorzystanie techniki TLC umożliwia rozdzielenie (frakcjonowanie) lipidów na klasy, które 

następnie mogą zostać poddane dalszej analizie kwasów tłuszczowych z użyciem techniki GC-

FID 37, bądź analizie MS 106 w celu identyfikacji kwasów tłuszczowych obecnych w danej 

frakcji lipidów. Wymienione wyżej techniki nie umożliwiają jednak wykrycia oraz ilościowego 

oznaczenia lipidów S. aureus różnych klas, lipidów różniących się liczbą atomów węgla, 

stopniem nasycenia oraz obecnością rozgałęzień w obrębie danej klasy lipidów, ani 

izomerów lipidów.  
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3.3 Lipidomika niecelowana 

Badanie lipidomiczne oparte na strategii analizy niecelowanej składa się z kilku 

etapów, które są identyczne jak w badaniach metabolomicznych, przy czym różnią się w 

obszarze stosowanych rozwiązań analitycznych. Dlatego też wiele standardowych procedur 

metabolomicznej analizy niecelowanej 107, a w szczególności zasady dotyczące 

przeprowadzania poszczególnych jej etapów w celu uzyskania wiarygodnych wyników, 

można odnieść do badań lipidomicznych. Typowa procedura analizy niecelowanej obejmuje 

zaprojektowanie badania, przygotowanie próbki, analizę z wykorzystaniem różnych technik 

analitycznych oraz analizę wyników. Schemat przykładowej procedury analizy niecelowanej 

w lipidomice bakterii przedstawiono na Rysunku 5.  

 

Rysunek 5. Schemat przykładowej procedury analitycznej w niecelowanej analizie lipidomu bakteryjnego. 

W analizie niecelowanej niezwykle ważne jest zaprojektowanie badania: 

zaplanowanie eksperymentu biologicznego oraz wybranie adekwatnych technik 

analitycznych. W aspekcie porównawczych analiz niecelowanych, na etapie zbierania oraz 
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przygotowywania próbek istotne jest zastosowanie jednakowych warunków w odniesieniu 

do wszystkich próbek rzeczywistych, w tym również próbek kontroli jakości (QC) (np. 

warunków hodowli na etapie inkubacji komórek bakteryjnych). 

Próbki kontroli jakości (QC) wykorzystuje się w badaniu –omicznym w celu określenia 

odtwarzalności metody analitycznej, określenia stabilności systemu LC-MS w trakcie trwania 

analizy sekwencji próbek oraz kalibracji danych poprzez korekcję zmienności w 

intensywności sygnału pomiędzy próbkami analizowanymi w różnych sekwencjach 

próbek 108,109. Próbki QC tworzy się poprzez spulowanie niewielkich (takich samych) objętości 

analizowanych próbek lub wybranej, reprezentatywnej części próbek, jeśli ich liczba jest zbyt 

duża. 

3.3.1 Przygotowanie danych uzyskanych w wyniku analizy niecelowanej z 

wykorzystaniem techniki LC-MS do analizy statystycznej i chemometrycznej  

Etap przygotowania danych do analizy statystycznej i chemometrycznej jest 

niezwykle istotny w badaniach prowadzonych w strategii niecelowanej. Przede wszystkim 

powinien doprowadzić do pozostawienia jedynie danych reprezentujących zmienność 

biologiczną i istotnych ze względu na różnicowanie analizowanych próbek, czyli 

wyeliminowanie indywiduów chemicznych (MF) mogących wpłynąć na zafałszowanie 

wyników końcowych analizy porównawczej. Przygotowanie danych uzyskanych w trakcie 

analizy niecelowanej obejmuje zazwyczaj: 

 wyodrębnienie indywiduów chemicznych z chromatogramów całkowitego 

prądu jonowego (TIC) uzyskanych w trakcie analizy LC-MS ekstraktów lipidów, 

 dopasowanie czasów retencji oraz wartości m/z indywiduów chemicznych 

pomiędzy analizowanymi próbkami, 

 normalizację danych,  

 filtrację danych, w tym usunięcie próbek odbiegających. 

Wyodrębnienie indywiduów chemicznych z chromatogramów całkowitego prądu 

jonowego można przeprowadzić automatycznie, poprzez wykorzystanie różnych algorytmów 

zawartych w wielu oprogramowaniach dostępnych komercyjnie lub za darmo (np. algorytm 

Molecular Feature Extraction w oprogramowaniu MassHunter Software, MZmine, XCMS).  

Uzyskane indywidua chemiczne charakteryzują się czasem retencji, wartością m/z 

oraz objętością piku. Liczba indywiduów chemicznych wyodrębnionych z jednej próbki 
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zazwyczaj wynosi od kilkuset do tysiąca lub więcej, dlatego otrzymane dane muszą podlegać 

filtracji, w celu zachowania jedynie indywiduów chemicznych nie stanowiących szumu 

chemicznego (szumem chemicznym będą te indywidua, które pochodzą od rozpuszczalników 

lub charakteryzują się dużą zmiennością, powyżej 30% względnego odchylenia 

standardowego powierzchni piku dla danej MF w próbkach QC). W tym celu dane następnie 

podlegają normalizacji i filtracji. 

Normalizacja danych ma na celu wyeliminowanie zmienności wynikającej z różnic w 

objętości/masie analizowanych próbek (np. normalizacja na suchą masę, na objętość próbki) 

oraz zmienności technicznej (zmniejszenie lub zwiększenie intensywności sygnału w MS) 

wynikającej z ewentualnych niestabilności w działaniu systemu LC-MS (np. normalizacja na 

cały uzyskany sygnał MS, ang. MS All Signal lub na użyteczny sygnał MS (ang. MS Total Useful 

Signal). Filtracja natomiast ma na celu usunięcie MF, które nie spełniają wymaganych 

kryteriów, tj. częstości występowania w próbkach/w grupach próbek, dopuszczalnej wartości 

%RSD pola powierzchni piku, istotności statystycznej. 

3.3.2 Walidacja analityczna metod analizy niecelowanej 

Walidacja analityczna metody analizy niecelowanej jest wykonywana w celu 

określenia powtarzalności bądź odtwarzalności metody ekstrakcji oraz metody analizy LC-

MS. Opracowanie metodyki o jak największej powtarzalności jest niezbędne ze względu na 

konieczność wskazania istotnych statystycznie różnic między próbkami, wynikających nie ze 

zmienności technicznej, ale rzeczywistej zmienności biologicznej. Im większa powtarzalność 

metody tym subtelniejsze różnice w składzie ilościowym lipidowym można wykazać. 

Powtarzalność metody analitycznej zazwyczaj określa się poprzez wyznaczenie %RSD 

objętości piku wyekstrahowanych indywiduów chemicznych 61:  

 uzyskanych w wyniku powtórzonych trzykrotnie analiz LC-MS tego samego 

ekstraktu lipidów (powtarzalność metody LC-MS), 

 uzyskanych w wyniku analiz LC-MS trzech różnych ekstraktów lipidów 

(powtarzalność ekstrakcyjna). 

Uzyskane wartości %RSD objętości pików powinny być mniejsze niż w przypadku 

wartości %RSD wyznaczonych dla tych samych MF w przypadku niezależnego eksperymentu 

biologicznego (np. 3 ekstrakty uzyskane z 3 różnych hodowli bakteryjnych). Ponadto wartość 

%RSD objętości piku MF włączonych do analizy porównawczej nie powinna przekraczać 30%. 
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Niezwykle cenna jest wizualizacja uzyskanych danych za pomocą metody głównych 

składowych (PCA). Technika PCA, poprzez rozmieszczenie punktów reprezentujących 

lipidowe odciski palca otrzymane podczas analizy próbek QC na wykresie rzutu przypadków 

na płaszczyznę dwóch pierwszych składowych umożliwia ocenę zmienności technicznej tj. 

sprawdzenie stabilności sygnału LC-MS podczas analizy próbek, powtarzalności 

przeprowadzonej ekstrakcji, a ponadto na wskazanie próbek odbiegających. Punkty 

reprezentujące lipidowe odciski palca uzyskane w trakcie analizy próbek QC powinny być 

skupione wokół jednego punktu, co świadczy o stabilności systemu LC-MS (Rysunek 6). 

Ponadto, powinny one znajdować się pomiędzy skupiskami punktów reprezentujących 

lipidowe odciski palca próbek rzeczywistych, jako że próbka QC zawiera taką samą objętość 

każdej z badanych próbek.  

 

Rysunek 6. Wykres rzutu przypadków na płaszczyznę dwóch pierwszych składowych uzyskany w wyniku analizy 
PCA 4próbek QC oraz 12 próbek rzeczywistych należących do dwóch grup. 

3.3.3 Analiza statystyczna i chemometryczna oraz względna analiza ilościowa w 

lipidomice niecelowanej 

Lipidomiczna analiza niecelowana pozwala na uzyskanie tzw. lipidowych odcisków 

palca. Ich porównanie z wykorzystaniem technik statystycznych i chemometrycznych 

umożliwia wskazanie istotnych statystycznie różnic pomiędzy badanymi próbkami/grupami 
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próbek wraz z określeniem różnicy w poziomie zawartości. Względna analiza ilościowa, 

polegająca na porównaniu objętości/pól powierzchni wyodrębnionych indywiduów 

chemicznych pozwala na określenie krotności zmiany w zawartości danego lipidu pomiędzy 

badanymi próbkami – jest to tzw. względna analiza ilościowa, bardzo często stosowana w 

porównawczych badaniach lipidomicznych opartych na strategii analizy niecelowanej 110–113.  

W celu porównania lipidowych odcisków palca ekstraktów lipidów oraz wskazania 

statystycznie istotnych różnic w zawartości lipidów pomiędzy próbkami stosowane są 

jednowymiarowe oraz wielowymiarowe metody analizy danych. Do metod 

jednowymiarowej analizy danych, używanych podczas obróbki danych uzyskanych w analizie 

niecelowanej należą test t-studenta, test U Manna-Whitneya i ANOVA. Celem 

przeprowadzenia tych testów jest wykazanie czy różnica w zawartości lipidów pomiędzy 

dwoma badanymi grupami próbek jest istotna statystycznie. O ile w metodach analizy 

jednowymiarowej każda zmienna rozpatrywana jest osobno, to w metodach analizy 

wielowymiarowej, wiele zmiennych branych jest pod uwagę jednocześnie. Wśród metod 

wielowymiarowej analizy danych stosowanych w lipidomice najpopularniejsze są: analiza 

głównych składowych (PCA), analiza dyskryminacyjna – cząstkowych najmniejszych 

kwadratów (PLS-DA) i jej odmiany, analiza hierarchiczna (HCA). Wymienione metody różnią 

się algorytmem działania oraz zastosowaniem, np. użycie metody z tzw. nauczycielem (PLS-

DA, OPLS-DA) pozwala na poszukiwanie źródeł różnic pomiędzy badanymi grupami wśród 

wielu zmiennych, a zastosowanie metody bez nauczyciela takie jak PCA czy HCA umożliwia 

badanie relacji pomiędzy próbkami i zmiennymi (cechy próbek). 

Wskazanie lipidów różnicujących badane próbki oraz określenie krotności zmiany w 

zawartości lipidu pozwala na wyodrębnienie wstępnej hipotezy badawcze, która zazwyczaj 

stanowi podstawę do dalszych badań, uwzględniających przede wszystkim bezwzględną 

analizę ilościową lipidów różnicujących. 
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4 Cel i zakres pracy 

Głównym założeniem rozprawy doktorskiej jest wykorzystanie lipidomiki do 

określenia różnic fenotypowych pomiędzy szczepami gronkowca złocistego, w kontekście 

występowania zjawiska antybiotykooporności i stosowania alternatywnych metod leczenia 

infekcji wywoływanych przez tą bakterię (terapia fotodynamiczna). W celu określenia różnic 

jakościowych oraz ilościowych lipidów komórkowych pomiędzy szczepami gronkowca 

złocistego porównane zostaną lipidowe odciski palca uzyskane w wyniku przeprowadzenia 

analiz lipidomicznych ekstraktów lipidów z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej sprzężonej z wysokorozdzielczą spektrometrią mas (LC-Q-TOF-MS) 

oraz zaawansowanych technik chemometrycznych. 

Realizacja głównego założenia pracy doktorskiej obejmuje następujące cele 

cząstkowe: 

 opracowanie i walidacja metodologii analitycznej umożliwiającej przeprowadzenie 

analizy lipidomicznej ekstraktów lipidów uzyskanych z komórek gronkowca 

złocistego; ta część badań obejmuje następujące etapy analityczne: lizę komórek 

bakteryjnych, ekstrakcję lipidów z lizatu bakteryjnego, analizę LC-Q-TOF-MS ekstraktu 

lipidów w trybie SCAN, wyodrębnienie indywiduów chemicznych z danych LC-MS, 

przygotowanie danych do analizy chemometrycznej, analizę statystyczną i 

chemometryczną, identyfikację lipidów różnicujących szczepy S. aureus, 

 porównawcza analiza lipidomiczna dwóch szczepów S. aureus różniących się na 

poziomie jednego, znanego genu niezwiązanego z metabolizmem lipidów oraz o 

różnej wrażliwości na terapię fotodynamiczną (szczep referencyjny S. aureus 

Newman oraz szczep S. aureus z mutacją genu HrtA, charakteryzujący się większą 

wrażliwością na terapię fotodynamiczną), 

 porównawcze analizy lipidomiczne szczepów gronkowca złocistego 

charakteryzujących się zróżnicowanym stopniem wrażliwości na wybrane antybiotyki 

(metycylina, gentamycyna, erytromycyna, kwas fusydowy, ciprofloksacyna) z 

wykorzystaniem opracowanej metodologii analitycznej, w tym identyfikację lipidów 

różniących się zawartością pomiędzy badanymi szczepami S. aureus, o potencjalnym 

znaczeniu dla występowania zjawiska oporności na antybiotyki. 
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5 Część doświadczalna 

5.1 Opracowanie metodologii oznaczania lipidów komórkowych 

gronkowca złocistego 

Przez wiele lat, metody analizy lipidów gronkowca złocistego ograniczały się do 

zastosowania techniki TLC i GC, które pozwalały jedynie na oznaczenie klasy lipidowej oraz 

zawartości kwasów tłuszczowych uzyskanych poprzez hydrolizę lipidów. Metody te 

uniemożliwiały uzyskanie informacji na temat różnic lipidomicznych w obrębie danej klasy 

lipidów.  

Wskazanie różnic w składzie jakościowym oraz ilościowym lipidów pomiędzy 

szczepami gronkowca złocistego o zróżnicowanym fenotypie wymagało opracowania 

metodologii analitycznej umożliwiającej ekstrakcję, wykrycie oraz oznaczenie ilościowe jak 

największej liczby lipidów komórkowych obecnych w ekstrakcie w trakcie jednego cyklu 

analitycznego.  

Ze względu na zróżnicowanie strukturalne i fizykochemiczne oznaczanych substancji 

oraz materiał biologiczny w postaci hodowli bakteryjnej, opracowanie całościowej 

metodologii analitycznej uwzględniającej wszystkie etapy badania lipidomicznego okazało się 

dużym wyzwaniem analitycznym. Rozwój metody wymagał nie tylko doboru odpowiednich 

warunków przygotowania próbki oraz warunków rozdzielenia i detekcji lipidów w uzyskanych 

ekstraktach, ale również opracowania strategii przygotowania danych do analizy 

statystycznej i chemometrycznej. Do identyfikacji lipidów różnicujących szczepy S. aureus, 

konieczne stało się stworzenie bazy lipidów, zawierającej wszystkie lipidy teoretycznie 

mogące występować w komórkach tej bakterii. Opracowana metodologia analizy jakościowej 

lipidomu gronkowca złocistego i niecelowanej analizy porównawczej szczepów gronkowca 

złocistego przedstawiona jest schematycznie na Rysunku 7. Utworzona baza danych 

gronkowca złocistego pozwala na identyfikację lipidów tej bakterii do poziomu tzw. grupy 

lipidowej, określającej łączną sumę atomów węgla oraz liczby wiązań podwójnych w 

łańcuchach bocznych lipidów. Opracowana baza lipidów zawiera 7047 grupy lipidowe, 

należących do 18 klas i 36 podklas (według nomenklatury LipidMaps, http://lipidmaps.org). 

Termin grupa lipidowa odnosi się do lipidów o tej samej liczbie atomów węgla oraz liczbie 

wiązań podwójnych w podstawnikach acylowych 111. Ponadto na podstawie 
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przeprowadzonych analiz MS/MS możliwe stało się potwierdzenie tożsamości 66 grup 

lipidowych obecnych w ekstraktach lipidowych S. aureus. 

Walidację metodologii przeprowadzono zgodnie z wymogami określonymi dla metod 

analiz niecelowanych: określono powtarzalność etapu przygotowania próbki oraz 

powtarzalność analizy LC-Q-TOF-MS. Opracowana metodologia wraz ze stworzoną bazą 

lipidów są pierwszym narzędziem analitycznym umożliwiającym jednoczesne oznaczenie 

większości lipidów gronkowca złocistego w trakcie jednego cyklu analitycznego oraz szybką 

analizę porównawczą szczepów tej bakterii ze wskazaniem oraz identyfikacją lipidów 

różnicujących analizowane szczepy. 

 

Rysunek 7. Schemat przedstawiający etapy opracowanej metodologii analitycznej umożliwiającej analizę 
jakościową lipidomu gronkowca złocistego i niecelowaną analizę porównawczą szczepów gronkowca złocistego. 

Użyteczność opracowanej metodologii do porównawczych badań lipidomicznych 

wykazano poprzez przeprowadzenie analizy porównawczej dwóch referencyjnych szczepów 

różniących się stopniem wrażliwości na antybiotyki: S. aureus COL (szczep oporny na 

metyclinę, MRSA) oraz S. aureus Newman (szczep wrażliwy na metycylinę, MSSA). Wykonane 

analizy wykazały różnice w składzie ilościowym lipidomów obu szczepów. Dzięki 

wykorzystaniu metodologii zidentyfikowano oraz określono różnice w zawartości lipidów 

różnicujących oba szczepy. 

Wyniki dotyczące opracowania oraz walidacji metodologii wykrywania oraz 

oznaczania lipidów gronkowca złocistego, tworzenia bazy lipidów S. aureus oraz analizy 

porównawczej dwóch szczepów referencyjnych zostały opublikowane w czasopiśmie Journal 
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of Chromatography A (IF=4,150) w artykule pt. „Comprehensive methodology for 

Staphylococcus aureus lipidomics by liquid chromatography and quadrupole time-of-flight 

mass spectrometry” 114 (Załącznik 1). Baza lipidów jest dostępna on-line jako materiały 

dodatkowe załączone do opublikowanego artykułu. 

Wnioski. Opracowana metodologia analityczna umożliwia analizę lipidów gronkowca 

złocistego, dzięki czemu możliwe jest poznanie składu lipidowego komórek tej bakterii oraz 

określenie różnic lipidomicznych pomiędzy szczepami o zróżnicowanym fenotypie. 

Zaproponowana procedura obejmująca przygotowanie próbki, rozdzielenie lipidów oraz ich 

wykrycie z wykorzystaniem techniki LC-Q-TOF-MS znacznie przyspiesza i ułatwia analizę 

ekstraktów lipidowych w porównaniu do powszechnie stosowanych w badaniach lipidów 

technik GC i TLC. Ponadto, zastosowanie wysokorozdzielczego spektrometru mas typu Q-TOF 

oraz stworzonej bazy lipidów S. aureus umożliwia identyfikację oraz zaproponowanie 

struktur głównych lipidów komórkowych tej bakterii: fosfatydylogliceroli, diacylogliceroli, 

kardiolipin, diglikozylodiacylogliceroli, monoglikozylodiacylogliceroli oraz lizyl-

fosfatydylogliceroli. Zastosowanie techniki MS/MS umożliwia również określenie długości 

podstawników acylowych w wykrytych lipidach. Duża moc dyskryminacyjna opracowanej 

metody LC-MS umożliwia również rozdzielenie oraz oznaczenie izomerów lipidów, co nie jest 

możliwie przy stosowaniu innych metod analizy lipidów S. aureus. Ponadto duża 

powtarzalność przedstawionej metody pozwala na oznaczenie lipidów z wysoką precyzją, co 

pozwala na wykazanie subtelnych różnic biologicznych pomiędzy badanymi komórkami 

gronkowca złocistego. Dzięki połączeniu techniki LC-Q-TOF-MS z biostatystyczną i 

chemometryczną analizą danych, opracowana metodologia może być z powodzeniem 

zastosowana do badań lipidomicznych o różnym kontekście biologicznym. 
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5.2 Określenie różnic lipidomicznych pomiędzy szczepami S. aureus o 

znanej różnicy genotypowej poprzez porównanie lipidowych 

odcisków palca uzyskanych z wykorzystaniem techniki LC-Q-TOF-MS 

Głównym założeniem tej części pracy doktorskiej było wskazanie różnic 

lipidomicznych pomiędzy szczepami gronkowca złocistego różniącymi się obecnością lub 

brakiem znanych genów, nie powiązanych bezpośrednio z metabolizmem lipidów 

komórkowych tej bakterii.  

Przeprowadzono analizy LC-Q-TOF-MS dwóch szczepów gronkowca złocistego: (i) 

szczepu referencyjnego S. aureus Newman oraz (ii) szczepu S. aureus Newman HrtA z delecją 

genu kodującego błonowe białko odpowiedzialne za transport hemu. Porównanie 

uzyskanych lipidowych odcisków palca pozwoliło na wskazanie i zidentyfikowanie lipidów 

różnicujących oba szczepy. Co ciekawe, pomimo iż, inaktywowany gen hrtA nie jest związany 

bezpośrednio z metabolizmem lipidów, brak kodowanego przez nie białka jest powiązany ze 

zmianami w składzie lipidów komórkowych. W komórkach szczepu S aureus Newman HrtA 

zaobserwowano statystycznie istotną podwyższoną zawartość diacylogliceroli i obniżoną 

zawartość lizylofosfatydylogliceroli w porównaniu ze szczepem Newman. W przypadku 

DGDG oraz MGDG nie zaobserwowano jednoznacznego wzrostu bądź spadku zawartości dla 

wszystkich grup lipidowych u obu szczepów. Co więcej, szczepy różniły się zawartością 

wybranych izomerów DGDG i MGDG. W celu wskazania różnic w długości kwasów 

tłuszczowych obecnych w cząsteczkach MGDG i DGDG, przeprowadzono analizę LC-MS/MS 

próbek ekstraktów lipidów. Porównanie uzyskanych widm MS/MS dla różnych izomerów 

grup lipidowych o takiej samej masie monoizotopowej wykazało brak różnic w liczbie 

atomów węgla w resztach kwasów tłuszczowych obecnych w strukturze tych izomerów. Taka 

obserwacja sugeruje inny rodzaj izomerii, np. różnicę w strukturze reszt kwasów 

tłuszczowych, polegająca na obecności lub braku rozgałęzień typu iso- i anteiso-). 

Przeprowadzone analizy są częścią badań dotyczących określenia mechanizmu 

wrażliwości komórek gronkowca złocistego na terapię fotodynamiczną, prowadzonych w 

Zakładzie Diagnostyki Molekularnej Międzyuczelnianego Wydziału Biotechnologii UG-GUMed 

przez Dr Joannę Nakonieczną. Uzyskane wyniki wskazały na fizyczne właściwości błony 

komórkowej (płynność błony) jako element warunkujący odpowiedź gronkowca złocistego 

na fotoinaktywację. Wyniki opublikowano w czasopiśmie Applied Microbiology and 
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Biotechnology (IF=3,882) w artykule pt. „Photoinactivation of Staphylococcus aureus using 

protoporphyrin IX: the role of haem-regulated transporter HrtA” 115 (Załącznik 2). 

Wnioski. Opracowaną metodologię analityczną umożliwiającą oznaczanie lipidów 

gronkowca złocistego wykorzystano do analizy lipidomicznej szczepów tej bakterii różniących 

się na poziomie jednego, znanego genu. Duża precyzja zastosowanej metody pozwoliła na 

wskazanie istotnych statystycznie różnic lipidomicznych pomiędzy oba szczepami, nawet na 

poziomie 0,2-krotnej różnicy w zawartości danego lipidu. Wysoka rozdzielczość metody, 

umożliwiająca rozdzielenie izomerów pozwoliła na wykazanie różnic w zawartości izomerów 

należących do klas MGDG i DGDG pomiędzy szczepem S. aureus Newman Hrta i szczepem 

S. aureus Newman. Mimo, że unieczynniony gen w szczepie S. aureus Newman HrtA nie jest 

związany z metabolizmem lipidów, można zaobserwować różnice fenotypowe na poziomie 

lipidomu pomiędzy szczepem zawierającym unieczynniony gen a szczepem z aktywnym 

genem. 
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5.3 Porównanie lipidowych odcisków palca szczepów S. aureus o 

zróżnicowanej wrażliwości na antybiotyki z wykorzystaniem techniki 

LC-Q-TOF-MS 

Jedną z cech fenotypowych gronkowca złocistego jest stopień wrażliwości na różnego 

rodzaju antybiotyki. Pomiędzy komórkami szczepów S. aureus opornymi a wrażliwymi na 

antybiotyki (takie jak metycylina, daptomycyna, kwas fusydowy czy gentamycyna) wykazano 

różnice w składzie lipidów błonowych 10–14. Jednak rola lipidów w występowaniu oporności 

na antybiotyki u szczepów tej bakterii wciąż jest niejasna. 

W celu wskazania różnic pomiędzy szczepami gronkowca złocistego na poziomie 

metabolizmu lipidów przeprowadzono analizę porównawczą próbek ekstraktów lipidów 

czternastu izolatów klinicznych gronkowca złocistego o zróżnicowanej wrażliwości na pięć 

wybranych antybiotyków: metycylinę, gentamycynę, ciprofloksacynę, erytromycynę i kwas 

fusydowy. Analizie LC-Q-TOF-MS poddano próbki ekstraktów lipidów pochodzących od 7 

szczepów MRSA oraz 7 szczepów MSSA wykorzystując opracowaną wcześniej metodologię i 

otrzymując 84 lipidowe odciski palca. W celu określenia zależności pomiędzy składem lipidów 

komórkowych a opornością na wybrane antybiotyki dokonano porównania uzyskanych 

lipidowych odcisków palca poprzez zastosowanie analizy statystycznej (test Mann-

Whitney’a) oraz analizy chemometrycznej (OPLS-DA). Przeprowadzona analiza 

biostatystyczna i chemometryczna doprowadziła do wskazania istotnych statystycznie 

lipidów różnicujących izolaty kliniczne S. aureus oporne i wrażliwe na badane antybiotyki. Co 

więcej, powiązano zaobserwowane różnice lipidomiczne ze szlakami biosyntezy lipidów i ich 

pochodnych.  

Wyniki badań opublikowano w czasopiśmie Journal of Proteome Research (IF=4,341) 

w artykule pt. „Untargeted Lipidomics Reveals Differences in the Lipid Pattern among Clinical 

Isolates of Staphylococcus aureus Resistant and Sensitive to Antibiotics” 116 (Załącznik 3). 

Wnioski. Porównanie lipidowych odcisków palca szczepów S. aureus wrażliwych oraz 

opornych na antybiotyki wykazało korelację różnic w zawartości lipidów pomiędzy szczepami 

z występowaniem oporności na antybiotyki. Po raz pierwszy wskazano różnice lipidomiczne 

pomiędzy tak dużą liczbą izolatów klinicznych (n=14) S. aureus, charakteryzujących się 

zróżnicowaną wrażliwości na aż pięć antybiotyków jednocześnie oraz do poziomu grupy 

lipidowej, z uwzględnieniem izomerów lipidów. Co ciekawe, przypadku większości badanych 
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antybiotyków oporność powiązana była z trendami zmian w zawartości tych samych klas 

lipidów, przede wszystkim ze zwiększoną zawartością MGDG, PG i DGDG oraz ze zmniejszoną 

zawartością DG. 

Ponadto zaobserwowano dużą zmienność w składzie ilościowym lipidów w obrębie 

jednej grupy szczepów, tj. szczepów opornych lub wrażliwych, a nawet w obrębie tego 

samego szczepu bakteryjnego, co wskazuje na dużą zmienność fenotypową komórek 

bakteryjnych oraz na konieczność analizy ekstraktów lipidów pochodzących od wielu 

szczepów, hodowanych w kilku powtórzeniach w celu wyekstrahowania informacji na temat 

różnic lipidomicznych między szczepami bakteryjnymi.  

Zaobserwowane różnice w zawartości lipidów mogą odzwierciedlać różnice w 

metabolizmie lipidów oraz w strukturze błony pomiędzy badanymi szczepami S. aureus 

wrażliwymi i opornymi na antybiotyki. Uzyskane wyniki wskazują, że skład lipidowy błony 

komórkowej oraz jej fizyczne właściwości mogą być związane z występowaniem oporności na 

antybiotyki i powinno być przedmiotem dalszych badań na temat roli lipidów w 

występowaniu tego zjawiska. 
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[Wpisz nazwę firmy] 

[Wybierz datę] 

 

WNIOSKI KOŃCOWE 



W n i o s k i  k o ń c o w e  | 47 

 

 
 

6 Wnioski końcowe 

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykorzystano techniki wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej sprzężonej z wysokorozdzielczą spektrometrią mas (LC-Q-TOF-MS) 

do analizy lipidomicznej komórek szczepów gronkowca złocistego. Niecelowaną lipidomikę 

zastosowano w celu określenia różnic fenotypowych pomiędzy szczepami gronkowca 

złocistego, w kontekście występowania zjawiska antybiotykooporności i stosowania 

alternatywnych metod leczenia infekcji wywoływanych przez tą bakterię (terapia 

fotodynamiczna). Wykazanie różnic jakościowych oraz ilościowych lipidów komórkowych 

pomiędzy szczepami gronkowca złocistego dokonano poprzez porównanie lipidowych 

odcisków palca uzyskanych podczas analizy lipidomicznej ekstraktów lipidów z 

wykorzystaniem techniki LC-Q-TOF-MS. 

Główne założenia pracy doktorskiej zrealizowano poprzez następujące cele 

cząstkowe: 

 opracowanie i walidację metodologii analitycznej umożliwiającej przeprowadzenie 

analizy lipidomicznej ekstraktów lipidów uzyskanych z komórek gronkowca 

złocistego; ta część badań obejmowała następujące etapy analityczne: lizę komórek 

bakteryjnych, ekstrakcję lipidów z lizatu bakteryjnego, analizę LC-Q-TOF-MS ekstraktu 

lipidów w trybie SCAN, wyodrębnienie indywiduów chemicznych z danych LC-MS, 

przygotowanie danych do analizy chemometrycznej, analizę statystyczną i 

chemometryczną, identyfikację lipidów różnicujących szczepy S. aureus, 

 porównawczą analizę lipidomiczną dwóch szczepów S. aureus różniących się na 

poziomie jednego, znanego genu niezwiązanego z metabolizmem lipidów oraz o 

różnej wrażliwości na terapię fotodynamiczną (szczep referencyjny Newman oraz 

szczep S. aureus z mutacją genu HrtA, charakteryzujący się większą wrażliwością na 

terapię fotodynamiczną), 

 porównawczą analizę lipidomiczną szczepów gronkowca złocistego 

charakteryzujących się zróżnicowanym stopniem wrażliwości na wybrane antybiotyki 

(metycylina, gentamycyna, erytromycyna, kwas fusydowy, ciprofloksacyna) z 

wykorzystaniem opracowanej metodologii analitycznej, a także identyfikację lipidów 

różniących się zawartością pomiędzy badanymi szczepami S. aureus, o potencjalnym 

znaczeniu dla występowania zjawiska oporności na antybiotyki. 



 

  

Mariusz 
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