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1 Wykaz skrotéw i akronimow

Skrét/Akronim

Termin anglojezyczny

Termin polskojezyczny

ANOVA Analysis of Variance Analiza wariancji
BCFA Branched-Chain Fatty Acid Rozgateziony kwas ttuszczowy
BUME Buthanol-methanol Mieszanina butanolu i metanolu
CDC Center for Disease Control and Centrum Zwalczania | zapobiegania
Prevention chorobom
CE-UV Capillary Electrophoresis with UV- Elektroforeza kapilarna z detekcjg
Vis detection UV-Vis
CE-MS Capillary Electrophoresis coupled Elektroforeza kapilarna sprzezona
with Mass Spectrometry ze spektrometrig mas
Cer Ceramides Ceramidy
CL Cardiolipin Kardiolipiny
CZE-LIF Capillary Zone Electrophoresis - Elektroforeza kapilarna sprzezona z
Laser Induced Fluorescence detekcjg fluorescencyjng
Detection indukowang laserem
DESI Desorption Electrospray lonisation  Jonizacja przez desorpcje
wspomagang elektrorozpylaniem
DG Diacylglycerol Diacyloglicerole
DGDG Diglycosyldiacylglycerol Diglikozylodiacyloglicerol
DLLME Dispersive liquid-liquid extraction Dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-
ciecz
ECC Extracted Compound Chromatogram wyodrebnionego
Chromatogram indywiduum chemicznego
ELSD Evaporative Light Scattering Detektor Swiatta rozproszonego
Detector
ESI Electrospray lonization Jonizacja poprzez elektrorozpylanie
FA Fatty Acid Kwasy ttuszczowe
FT-ICR Fourier Transform lon Cyclotron Analizator cyklotronowego
Resonance rezonansu jondw z fourierowska
transformacjg wynikéw
FTMS Fourier Transform lon Cyclotron Analizator cyklotronowego
Resonance rezonansu jonéw z transformacja
Fouriera
GalC Galactocerebroside Galaktocerebrozydy
GC Gas Chromatography Chromatografia gazowa
GC-FID Gas Chromatography with Flame- Chromatografia gazowa z
lonisation Detection detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym
GC-MS Gas Chromatography coupled with  Chromatografia gazowa sprzezona
Mass Spectrometry ze spektrometrig mas
GC-MS/MS Gas Chromatography coupled with  Chromatografia gazowa sprzezona
tandem Mass Spectrometry z tandemowag spektrometrig mas
GL Glycerolipid Glicerolipidy
Glc-DG Glucosyldiacylglycerol Glukozylodiacyloglicerole
Glc-Glc-DG Diglucosyldiacylglicerol Diglukozylodiacyloglicerole
GP Glycerophospholipid Glicerofosfolipidy
HPLC-MS/MS High Performance Liquid Wysokosprawna chromatografia

Chromatography coupled with
Tandem Mass Spectrometry

cieczowa sprzezona z tandemowa
spektrometrig mas

HPLC-Q-TOF-MS

High Performance Liquid
Chromatography Quadrupole

Wysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzezona ze
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Time-of-Flight Mass Spectrometry

spektrometrig mas z analizatorami
kwadrupolowym i czasu przelotu

HPTLC High Performance Thin Layer Wysokosprawna cienkowarstwowa
Chromatography chromatografia cieczowa
LC Liquid Chromatography Chromatografia cieczowa
LC-MS Liquid Chromatography coupled Chromatografia cieczowa
with Mass Spectrometry sprzezona ze spektrometrig mas
LC-MS/MS Liquid Chromatography coupled Chromatografia cieczowa
with tandem Mass Spectrometry sprzezona z tandemowsg
spektrometrig mas
LC-Q-TOF-MS Liquid Chromatography Chromatografia cieczowa
Quadrupole Time-of-Flight Mass sprzezona ze spektrometrig mas z
Spectrometry 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 putapka jonowa
Lys-PG Lysyl-phosphatidylglycerol Lizylofosfatydyloglicerol
MALDI Matrix-assisted laser Jonizacja przez desorpcje laserowg
desorption/ionization wspomagang przez matryce
MF Molecular Feature Indywiduum chemiczne
MFE Molecular Feature Extraction Ekstrakcja indywiduum
chemicznego
MGDG Monoglucosyldiacylglycerol Monoglikozylodiacyloglicerole
MRM Multiple Reaction Monitoring Momtorowa.i.n.le \/tlle|u reakeji
fragmentacji jonéw
MRSA Methicillin Resistance Gronkowiec ztocisty oporny na
Staphylococcus aureus metycyling
MS Mass Spectrometry Spektometria mas
MS/MS Tandem Mass Spectrometry Tandemowa spektrometria mas
MSSA Methicillin Resistance Gronkowiec ztocisty wrazliwy na
Staphylococcus aureus metycyline
MTBE Methyl tert-butyl ether Eter tert-butylowo-metylowy
NACE Nonaqueus Capillary Elektroforeza kapilarna z
Electrophoresis zastosowaniem niewodnych
roztworéw buforowych
NMR Nuclear Magnetic Resonance Spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego
OPLS-DA Orthogonal Partial Last Square Analiza dyskryminacyjna
Discriminant Analysis ortogonalnych czastkowych
najmniejszych kwadratow
Q-IT Quadrupole lon Trap Kwadrupolowa putapka jonowa
Q-TOF Quadrupole Time-of-Flight Kwadrupolowy analizator czasu
przelotu
PA Phosphatidic Acid Kwas fosfatydowy
PC Phosphocholine Fosfocholina
PCA Principal Component Analysis Analiza gtéwnych sktadowych
PE Phosphoethanoloamine Fosfoetanoloaminy
PG Phosphatidylglycerol Fosfatydyloglicerole
PK Poliketide Poliketydy
PLS-DA Partial Last Square Discriminant Analiza dyskryminacyjna
Analysis czastkowych najmniejszych
kwadratéw
PR Prenols Prenole
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QQQ Triple quadrupole Potrdéjny kwadrupol

SCAN Scanning Przemiatanie catego widma mas

SCFA Straight-Chain Fatty Acid Nierozgateziony kwas ttuszczowy

SM Sphingomyeline Sfingomieliny

SL Saccharolipid Sacharolipidy

SP Sphingolipid Sfingolipidy

SPE Solid-Phase Extraction Ekstrakcja do fazy statej

SPME Solid-Phase Microextraction Mikroekstrakcja do fazy statej

SRM Single Reaction Monitoring Monitorowanie wybranej reakcji
fragmentacji jonéw

ST Sterol Sterole

TCC Total Compound Chromatogram Chromatogram catkowitego pradu
jonowego wszystkich
wyodrebnionych indywiduéw
chemicznych

TIC Total lon Chromatogram Chromatogram catkowitego pradu
jonowego

TG Triacylglycerol Triacyloglicerole

TLC Thin Layer Chromatography Chromatografia cienkowarstwowa

UAE Ultrasound Assisted Extraction Ekstrakcja wspomagana
ultradzwiekami

UHPLC Ultrahigh Performance Liquid Ultrasprawna chromatografia

Chromatography

cieczowa
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2 Wprowadzenie

Pojawienie sie nowych rozwigzan w zakresie instrumentacji oraz metodyk
analitycznych, szczegdlnie dotyczacych wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezone;j
ze spektrometrig mas umozliwito dynamiczny rozwéj nauk —omicznych, w tym lipidomiki.
Dostepne narzedzia analityczne w potaczeniu z technikami chemometrycznymi i
statystycznymi umozliwiaja przeprowadzenie analiz prébek biologicznych i wyodrebnienie
informacji na temat powigzania sktadu chemicznego ze stanem komérki bgdz organizmu, a
co za tym idzie identyfikacje biomarkeru, np. stanu chorobowego. W tym kontekscie mozliwe
stato sie rowniez przeprowadzenie pordwnawczych analiz lipidomicznych ekstraktow lipidéw
mikroorganizmdw charakteryzujgcych sie zréznicowanym fenotypem, takze w odniesieniu do
zagadnienia opornosci i wrazliwosci na antybiotyki. Wskazanie zmian lipidomicznych
pomiedzy szczepami wrazliwymi i opornymi na antybiotyki moze by¢é pomocne w
zrozumieniu mechanizmu opornosci mikroorganizmdéw na réznej klasy antybiotyki (Rysunek
1).

Jedng z najczestszych przyczyn zakazen szpitalnych oraz pozaszpitalnych jest
gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus). Ten agresywny patogen moze powodowacd
szereg jednostek chorobowych, poczawszy od ropnych infekcji skérnych po zagrazajaca zyciu
ludzkiemu sepse '. Wystepujaca oporno$¢ S. aureus na antybiotyki, czesto jednoczesnie na
antybiotyki réznego rodzaju (wielolekoopornosé), znaczaco obniza mozliwosci leczenia
zakazen tym patogenem *3. Co wiecej, infekcje wywotywane przez szczepy S. aureus oporne
na antybiotyki (MRSA) s3 trudniejsze i bardziej kosztowne w leczeniu, czesciej wymagaja
hospitalizacji i prowadzg do Smierci niz w przypadku infekcji powodowanych przez szczepy S.
aureus wrazliwe na antybiotyki (MSSA) *. Wedtug 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 tysiecy z nich
zakoriczyto sie $miercia zakazonych pacjentéw *. Trudnosci w leczeniu zakazen S. aureus oraz
rozwijajgca sie opornos$¢ na pojawiajgce sie coraz to nowsze antybiotyki jest przyczyng
poszukiwan kolejnych celéw dla skutecznej antybiotykoterapii i pogtebiania wiedzy na temat

mechanizmow powstawania zjawiska opornosci na antybiotyki.
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Rysunek 1. Koncepcja niecelowanej analizy lipidomicznej w kontekscie poszukiwania réznic fenotypowych na
poziomie lipidéw pomiedzy szczepami gronkowca ztocistego opornymi i wrazliwymi na antybiotyki.

Znanych jest wiele czynnikbw odpowiedzialnych za wystepowanie fenotypu
gronkowca ztocistego opornego na antybiotyki, m.in. obecnos¢ genu mecA, réznych adhezyn,
toksyn czy enzymow. Szczepy S. aureus oporne i wrazliwe na antybiotyki réznig sie réwniez
stopniem patogennosci czy wirulencji >°. W ostatnich latach szczegdlna uwage poéwiecono
na badanie proteomu gronkowca ztocistego i szukanie rézni¢ w zawartosci biatek pomiedzy
szczepami opornymi i wrazliwymi na antybiotyki "~°. Wykazano réwniez, ze opornos¢ S.
aureus na antybiotyki takie jak metycylina, daptomycyna, gentamycyna czy kwas fusydowy
moze by¢ zwigzana ze zmianami w sktadzie lipidow btonowych 10714 " jednak rola lipidéw w
procesie ksztattowania sie opornosci na antybiotyki u szczepdéw tej bakterii wcigz jest
niejasna. W tym kontekscie celowym jest uzupetnienie wiedzy na temat réznic pomiedzy

szczepami gronkowca ztocistego na poziomie metabolizmu lipidow.
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3 Czes¢ literaturowa
3.1 Lipidy

Lipidy obejmujg grupe zwigzkéw chemicznych o zréznicowanej strukturze chemicznej
i funkcjach. Ze wzgledu na strukturalng rdéznorodnos¢ tych czgsteczek chemicznych ich
klasyfikacja nie jest prosta. W 2005 roku powstat miedzynarodowy system nazewnictwa oraz
klasyfikacji lipidow, wedtug ktérego, lipidy zdefiniowano jako hydrofobowe badz
amfipatyczne czasteczki powstajgce catkowicie lub czesciowo w wyniku kondensacji
tioestrow (kwasy ttuszczowe, glicerolipidy, glicerofosfolipidy, sfingolipidy, sacharolipidy i
poliketydy) lub/oraz poprzez kondensacje podjednostek izoprenowych (prenole i sterole)
116 7godnie z systemem klasyfikacji LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org/) lipidy sa
przyporzadkowane do osmiu kategorii, ktére w swoim obrebie dzielg sie na klasy, nastepnie
na podklasy, a takze w przypadku niektérych prenoli na klasy czwartego poziomu v,
Klasyfikacja lipidow oparta zostata na wtasciwosciach chemicznych lipidéw, tj. na zawartosci
hydrofobowych oraz hydrofilowych elementéw czasteczki lipidu. Osiem gtéwnych kategorii
obejmuje acyle ttuszczowe (FA), glicerolipidy (GL), glicerofosfolipidy (GP), sfingolipidy (SP),
sterole (ST), prenole (PR), sacharolipidy (SL) i poliketydy (PK). Przyktadowe struktury i klasy
lipidéw nalezgcych do wyzej wymienionych kategorii zawarto w Tabeli 1. Konsorcjum LIPID
MAPS zaproponowato réwniez ujednolicenie nazewnictwa lipidéw poprzez stosowanie
odpowiednich cztondw w nazwie lipidu, m.in: sn, okreslajagcego potozenie podstawnikéw
radylowych w glicerolpidach oraz glicerofosfolipidach; E/Z, okreslajgcego geometrie wigzan
podwodjnych obecnych w czgsteczce lipidu; lyso, okres$lajgcego potozenie brakujgcego
podstawnika radylowego w czgsteczce lipidu, a takze stosowanie skrotow, takich jak DG
(30:0) czy TG (32:3), okreslajacych klase lipidu, catkowitg liczbe atomdéw wegla w
podstawnikach radylowych oraz liczbe wigzan podwdjnych w strukturze lipidu.

W kontekscie analityki chemicznej istotna jest klasyfikacja lipidéw ze wzgledu na
polarnos¢ oraz rdznice we wilasciwosciach kwasowo-zasadowych tych zwigzkéw
chemicznych. Ze wzgledu na polarnos¢, lipidy mozna scharakteryzowaé jako polarne (np.
glicerofosfolipidy) lub niepolarne (triacyloglicerole, diacyloglicerole, cholesterol i jego

pochodne). Ze wzgledu na rdznice we wtasciwosciach kwasowo-zasadowych, lipidy mozna

sklasyfikowac jako *%:
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e lipidy o charakterze kwasowym posiadajgce fadunek ujemnym w $rodowisku
zasadowym (ang. weak anionic lipids), np. glicerofosfoetanoloamina,
eikozanoidy, ceramidy,

e lipidy o charakterze kwasowym posiadajgce fadunek ujemny w srodowisku o
pH fizjologicznym (ang. anionic lipids), np. kardiolipina, sulfatydy,
glicerofosfoinozytol, glicerofosfoseryna, glicerofosfoglicerol, kwas
fosfatydowy,

e lipidy o charakterze obojetnym posiadajgce tadunek obojetny w pH
fizjologicznym, np. triacyloglicerole, glikolipidy, glicerofosfocholina,

e inne, nie sklasyfikowane w zadnej z powyzszych grup, np. sterole.

Lipidy petnig wiele istotnych i unikalnych funkcji biologicznych, ktére majg na celu
zachowanie w komoérce homeostazy. Cechujg sie one wysokim stopniem specjalizacji w
specyficznych kompartmentach komodrkowych, gdzie petnia okreslone role. Przede
wszystkim sg one gtéwnym sktadnikiem strukturalnym bton komérkowych, a wiec wptywaja
na takie witasciwosci btony komdrkowej jak jej ptynnosé czy krzywizna, a takze wszelkiego
typu oddziatywania majgce miejsce w bfonie. Ponadto, lipidy uczestniczag w procesach
transportu oraz magazynowania energii oraz przesytania sygnatow w komaérce. Zachowanie
stezenia poszczegdlnych lipidéow budujgcych struktury komérkowe czy uczestniczacych w
szlakach przesytania sygnatow komodrkowych jest kluczowa dla zachowania komodrkowej
homeostazy i podlega scistej regulacji przez metabolizm lipidéw. Dlatego tez, zmiany czy
defekty w metabolizmie lipidéw powiazano z patogeneza choréb takich jak cukrzyca *°,
otytosé 20 miazdzyca 2t czy choroba Alzhaimer’a 22 Sktad jakoSciowy oraz ilosciowy lipidow
komodrkowych moze by¢ réwniez powigzany z wystepowaniem réznych cech fenotypowych
mikroorganizmow. Réznice w zawartosci lipidow komdrkowych wykazano przede wszystkim
pomiedzy komdrkami bakteryjnymi czy grzybowymi opornymi i wrazliwymi na réznorodne
chemoterapeutyki, ale réwniez hodowanymi w réznych warunkach laboratoryjnych %%,

Wskazuje to na istotng role lipidomu w adaptacji komoérek mikroorganizméw do

zmieniajgcych sie warunkdéw zycia oraz w wystepowaniu zjawiska opornosci na antybiotyki.
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Tabela 1. Kategorie lipidow wraz z przyktadowymi strukturami oraz klasami lipidéw (wedtug klasyfikacji LIPID
MAPS).

kategoria przyktadowa struktura przyktadowe klasy lipidow
O kwasy ttuszczowe, eikozanoidy,
acyle ttuszczowe \/\/\/\/\/\/\/\/U\OH alkohole ttuszczowe, estry
........................... kwas heptadekanowy . Huszczowe, amidy tuszczowe
(0]

MMW\)]\O/Y\OH monoradyloglicerole,
g||cerol|p|dy /\/\/\/\/\/\/\/\n/o H dirady|0g|icer0|e,
triradyloglicerole

1) glicerofosfocholiny,

O
\AAA/\/\/U\ b licerofosfoetanoloaminy,
O/\__(\O/P‘ g Y

0 O\ glicerofosfoseryny,

O H l\
glicerofosfolipidy =~ > > > > glicerofosfoglicerole,

) ) © ) ) glicerofosfoglicerofosforany,
1-tridekanoilo-2-pentadekanoilo-sn-glicero-3- glicerofosfoinozytole,
fosfocholina

glicerofosfoglicerofosfoglicerole
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3.1.1 Struktura i funkcje lipidow gronkowca zlocistego

Lipidom gronkowca zfocistego stanowig gtéwnie fosfatydyloglicerole (PGs),
diacyloglicerole (DGs), lizylofosfatydyloglicerole (Lys-PGs) diglukozylodiacyloglicerole (Glc-

Glc-DGs), monoglukozylodiacyloglicerole (Glc-DGs) oraz kardiolipiny (CLs) 227!

. Strukture
gtownych lipidéw wystepujgcych w komédrkach gronkowca ztocistego przedstawiono w Tabeli
2. Wymienione lipidy sg przede wszystkim sktadnikami budulcowymi btony komédrkowej,
dlatego tez struktura oraz funkcjonowanie btony komodrkowej jest powigzane ze sktadem
jakosciowym oraz ilosciowym lipidéw btonowych. Réwnowaga w skfadzie lipidowym btony
komdrkowej wptywa réwniez na odpowiednie rozmieszczenie biatek btonowych, a w
konsekwencji na transport przez btone, replikacje DNA i podziat komérkowy 2. Zmiany w
przepuszczalnosci btony komérkowej, wynikajgce z modyfikacji jej struktury mogg by¢

33 Badania

zwigzane ze zmniejszonym whnikaniem antybiotykow do wnetrza komorki
sugerujg rowniez, ze stabilno$¢ btony komdrkowej zalezna jest od utrzymania
odpowiedniego stosunku glikolipidow w btonie: diglikozylodiacylogliceroli, tworzgcych
dwuwarstwe btonowg do monoglikozylodiacylogliceroli, rozluzniajgcych strukture
dwuwarstwy lipidowej **. Ponadto, zmiany w sktadzie lipidéw obojetnych takich jak MGDG,
DGDG i DG, lipidéw anionowych, takich jak PG czy kationowych jak Lys-PG, réwniez moga
prowadzi¢ do zmienionej przepuszczalnosci btony na skutek modyfikacji tadunku
powierzchniowego btony. Zwiekszong zawartosé Lys-PG wykazano w przypadku szczepdw
gronkowca ztocistego opornego na daptomycyne oraz gentamycyne 2,

Fosfatydyloglicerol oraz diglukozylodiacyloglicerol sg réwniez prekursorami kwasu
lipotejchojowego (LTA), ktéry jest sktadnikiem $ciany komdrkowej bakterii gram-dodatnich
336 |TA typu | gronkowca ztocistego zbudowany jest z 1,3-poliglicerolofosforanu
przytgczonego do glikolipidu B-gentiobiozodiacyloglicerolu, ktdéry zakotwicza LTA w btonie
komérkowej. tancuch poliglicerolofosforanowy sktada sie z 15 do 50 jednostek
glicerolofosforanowych (Gro-P).

Zawartos$¢ poszczegolnych klas lipidéw, podobnie jak i rodzaj kwaséw ttuszczowych
stanowigcych tancuchy boczne lipidéw (liczba atomow wegla, liczba wigzan podwadjnych,
obecnos¢ lub brak rozgatezienia) w komodrkach gronkowca ztocistego, zalezy od wielu

czynnikéw, m.in. fazy wzrostu komérek bakteryjnych oraz warunkéw hodowli *°.
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Tabela 2. Struktury chemiczne gtéwnych klas lipidow komdrkowych gronkowca ztocistego.

Nazwa Struktura
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tancuchy boczne lipidéw gronkowca ztocistego mogg by¢ nierozgatezione (SCFAs),

badz zawiera¢ rozgatezienia (BCFAs) typu iso-, anteiso-. Wykazano, ze zawartos¢ lipidéw z

taricuchami bocznymi zawierajgcymi

rozgatezienia oraz stosunek zawartosci

kwasow

ttuszczowych iso- oraz anteiso- jest zalezna od temperatury i ma wptyw na ptynnosc btony

komérkowej 3738

. Wedtug danych literaturowych kwasy ttuszczowe o rozgatezieniu typu -
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anteiso oraz o liczbie atoméw wegla réwnej 15 sg dominujgce w lipidach gronkowca

ztocistego .
3.2 Techniki analityczne stosowane w badaniach lipidomicznych

Wozrost zainteresowania analizg lipidéw spowodowat wyodrebnienie nowej dziedziny
nauki -lipidomiki** . Uznawana za ,gataz” metabolomiki, lipidomika, moze by¢ zdefiniowana
jako nauka zajmujaca sie badaniem i charakterystyka lipidéw oraz ich biologicznych funkgcji, z
uwzglednieniem ekspresji biatek zaangazowanych w metabolizm lipidéw w komdrce, tkance
czy ptynach ustrojowych. W zakresie badan medycznych, analizy lipidomiczne moga
doprowadzi¢ do wskazania lipidowego biomarkera w odniesieniu do ryzyka czy diagnozy
zachorowania na dang chorobe oraz efektywnosci stosowanego leczenia. Ponadto
dostarczajg wiedzy na temat mechanizmoéw zaburzen metabolicznych w przypadku badanej
jednostki chorobowej. Nowoczesne narzedzia analityczne umozliwiajg wykrycie oraz
oznaczenie nawet kilkuset czgsteczek lipidéw w trakcie jednego cyklu analitycznego. Ze
wzgledu na duze strukturalne zréznicowanie lipidéw, analiza tych zwigzkéw chemicznych jest
sporym wyzwaniem dla chemikéw analitykow. W zakresie opracowywania nowych metodyk
analitycznych w lipidomice dazy sie do réznych celéw, od ktérych zalezy wybér stosowanych
technik analitycznych oraz wymagania stawiane opracowywanej metodzie analitycznej i
wykorzystywanej aparaturze. Zestawienie rozwigzan analitycznych w zakresie technik

analitycznych stosowanych w badaniach lipidomicznych przedstawiono na Rysunku 2.

LC-MS
LCZEDL?_% @ analiza typu

ity ,shotgun”

HPTLC o

2DTLC 5

mikro-TLC i ggll\:/:g

(HP)TLC-MS GCXGC-MS

CE-LIF @

NACE @ P NMR

Rysunek 2. Zestawienie technik analitycznych wykorzystywanych w lipidomice.
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Dostepne dane literaturowe wskazujg, ze najczesciej badania lipidomiczne opierajg
sie na technice spektometrii mas sprzezonej z technikami rozdzielania mieszanin, jak HPLC,
ktére umozliwiajg szybkie i czute wykrywanie czgsteczek lipidéw o zréznicowanej strukturze
w réznych matrycach biologicznych. Wyjatkowo intensywny rozwdj lipidomiki
zaobserwowano po wprowadzeniu miekkich technik jonizacji analitéw z uzyciem rozpylania
cieczy w polu elektrycznym (ESI) oraz jonizacji przez desorpcje laserowg wspomagang przez
matryce (MALDI). Nowoczesne rozwigzania analityczne w zakresie instrumentacji, w
szczegdélnosci w rozwoju spektrometrii mas oraz pojawienie sie nowych procedur
analitycznych stworzyty ogromne mozliwosci w obszarze oznaczania lipiddw komdrkowych.
Na Rysunku 3 przedstawiono w sposdéb schematyczny etapy badania lipidomicznego wraz z

informacjami na temat najczesciej stosowanych w lipidomice technik analitycznych.

probka biologiczna

frakcjonowanie
SPE, NP:-LC, TLC

analiza
celowana

analiza
skupiona
LC-MS, LC-MS/MS

analiza niecelowana
MS, LC-MS

LC-MS, LC-MS/MS.

statystyczna
i chemometryczna
analiza danych

interpretacja
biologiczna

Rysunek 3. Schemat analizy lipidomicznej z uwzglednieniem najczesciej stosowanych technik analitycznych.
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3.2.1 Techniki przygotowania probki w lipidomice

Pierwszym etapem analizy lipidomicznej jest ekstrakcja lipidow z matryc pochodzenia
biologicznego, charakteryzujgcych sie ztozonym sktadem. Na tym etapie usuniete zostajg
substancje przeszkadzajgce w oznaczeniu jakosciowym i iloSciowym lipidéw, tj. biatka, cukry i
inne substancje matoczgsteczkowe. Do ekstrakcji lipidow z prébek biologicznych stosuje sie
najczesciej metody oparte na dwdch technikach: ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE) oraz ekstrakcji do
fazy statej (SPE).

W praktyce laboratoryjnej do ekstrakcji lipidéw wykorzystuje sie zwykle mieszanine
metanolu i chloroformu (2:1 v/v). Metoda ta zostata wprowadzona przez Folcha i
wspotpracownikéw *© i zmodyfikowana pézniej przez Bligh i Dyer’a (dodatek wody i kwasu
octowego do mieszaniny ekstrakcyjnej) 1 Metoda ta pozwala na szybkg i efektywng izolacje
zaréwno lipiddw o charakterze polarnym, jak i niepolarnym. Rzadziej wykorzystywane sg
réwniez rozpuszczalniki takie jak eter tert-butylo-metylowy (MTBE) 2 mieszanina butanolu i
metanolu (BUME)* czy mieszanina heksanu i izopropanolu (3:2 v/v) **. Rozpuszczalniki inne
niz chloroform cechujg sie mniejszg toksycznoscig, przy czym efektownosé ekstrakcji z ich
uzyciem jest podobna lub wyzsza niz w przypadku metody Folcha.

Technika SPE w badaniach lipidomiczych nie jest tak powszechnie wykorzystywana

jak technika ekstrakgji ciecz-ciecz *>*°

. Do ekstrakgcji lipidéw za pomocg techniki SPE stosuje
sie gtdwnie fazy stacjonarne oraz eluenty uzywane w chromatografii w uktadzie faz
normalnych, czyli zel krzemionkowy niemodyfikowany oraz modyfikowany grupami —CN, -
NH,, i diolowymi oraz metanol, heksan i chloroform jako eluenty. W poréwnaniu do techniki
LLE, stosowanie techniki SPE umozliwia redukcje zuzycia rozpuszczalnikdw, natomiast moze
by¢ problematyczna w przypadku probek o duzej objetosci, poniewaz uzyskiwany odzysk
lipidéw jest zdecydowane nizszy ze wzgledu na niskg pojemnos¢ sorpcyjng tej techniki.
Wybadr optymalnej techniki przygotowania prébki zalezy przede wszystkim od obranej
strategii analitycznej oraz celu badawczego, ktdry planuje sie osiggng¢. Technika ekstrakcji
ciecz-ciecz, ktdra umozliwia jednoczesng ekstrakcje lipidéw wielu klas jest szczegdlnie

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

mozliwa jest ekstrakcja lipidéw wybranych klas.
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Zdecydowanie rzadziej stosowanymi technikami do ekstrakcji lipidow sa:
mikroekstrakcja do fazy statej (SPME) *’, ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami (UAE) %,

dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz (DLLME) 9,
3.2.2 Strategie analityczne w lipidomice w oparciu na spektrometrii mas

W badaniach lipidomicznych wyrdznia sie trzy strategie analityczne: analize
niecelowang (ang. untergeted lipidomics), celowang (ang. targeted lipidomics) oraz skupiong
(ang. focused lipidomics) *°. Analizy niecelowane sa wykonywane w celu wykrycia wszystkich
lipidow obcecnych w prébce powyzej granicy wykrywalnosci. Gtéwng zaletg analizy
niecelowanej jest mozliwos¢ wskazania oraz zidentyfikowania nowych czgsteczek, bez
posiadania wiedzy na temat sktadu jakoSciowego proébki, przy czym jedynym ograniczeniem
co do liczby i rodzaju identyfikowanych zwigzkéw chemicznych jest zastosowana technika
detekcji oraz przygotowania probki. Analize niecelowang przeprowadza sie zazwyczaj z
wykorzystaniem wysokorozdzielczych spektrometréw mas, takich jak Q-TOF 1 Q-IT > czy FT-
MS >3, umozliwiajacych uzyskanie wartoéci stosunku masy do tadunku (m/z) wykrywanych
analitéw z doktadnoscig do 0.0001 amu (w wyniku zastosowania trybu przemiatania widm
jonéw w danym zakresie wartosci m/z — tryb SCAN). Pozwala to na rozdzielenie analitéw o
takiej samej masie nominalnej oraz utatwia ich pbZniejszg identyfikacje poprzez
przeszukiwanie baz lipiddw na podstawie uzyskanej doktadnej wartosci m/z. Zastosowanie
tej strategii analitycznej jest niezwykle przydatne w przypadku lipidomicznych analiz
poréwnawczych, przy czym generowana liczba danych zapisywanych w trakcie analizy jest
tak duza, ze wymaga ona zastosowania zaawansowanych technik chemometrycznych w celu
wyodrebnienia informacji na temat rdznic lipidomicznych pomiedzy badanymi prébkami.
Uzyskiwane w trakcie analizy niecelowane] lipidowe odciski palca (ang. lipid fingeprints)
umozliwiajg rowniez klasyfikacje analizowanych préobek. Wadg tego typu podejscia
analitycznego jest czesto niska czutos¢ spektrometru mas ze wzgledu na uzyskiwane tto oraz
brak mozliwosci oznaczenia ilo$ciowego wykrywanych analitéw.

W przeciwienstwie do lipidomiki niecelowanej, w strategiach lipidomiki celowanej
oraz skupionej gtdwnym celem prowadzonych badan jest analiza wybranych zwigzkdw
chemicznych o znanej strukturze. Analiza celowana, dzieki wykorzystaniu wysoce czutej
techniki tandemowej spektrometrii mas umozliwia oznaczenie lipidédw na bardzo niskim

poziomie zawartosci w probce, jednak wymaga zastosowania wzorcéw oznaczanych lipidéw.
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Analiza prowadzona jest w trybie monitorowania wybranych reakcji jonédw (SRM, badz
MRM), co wymaga znajomosci struktury oznaczanych analitéw, ale zapewnia uzyskanie
wysokiej czutosci, a w konsekwencji mozliwos$é oznaczenia lipiddw wystepujacych w prébce
na niskich poziomach zawartosci. Do prowadzenia analizy celowanej najczesciej wybieranym
analizatorem mas jest potréjny kwadrupol (QQQ) >*°°.

Analiza skupiona polega na identyfikacji i/lub oznaczaniu lipidow, nalezgcych do tej
samej kategorii lipidéw i posiadajgcych w swojej strukturze charakterystyczny fragment (np.
fosfocholina w fosfatydylocholinie). Podczas prowadzenia analizy skupionej z
wykorzystaniem  techniki  tandemowej spektrometrii  mas mozna  wykrywad
charakterystyczne fragmenty czasteczki lipidu powstajagce w wyniku fragmentacji jonu
pseudomolekularnego. Spektrometr mas (najczesciej wyposazony w kwadrupolowy
analizator czasu przelotu *® oraz kwadrupolowg putapke jonowg *") moze pracowac w trybie
przemiatania widm jondw potomych (ang. product ion scanning), przemiatania widm jonéw
macierzystych (ang. precursor ion scanning), badz przemiatanie widm jonéw powstatych na
skutek utraty obojetnej czesci czasteczki (ang. neutral loss scanning). Dzieki zawezeniu
oznaczanych analitéw do wybranej klasy badZz podklasy lipidéw, strategia ta charakteryzuje
sie wyzszg czutoscig niz strategia lipidomiki niecelowanej, przy czym umozliwia $ledzenie
zmian w zawartosci wiekszej liczby lipidow niz w podejsciu lipidomiki celowanej w trakcie

jednego cyklu analitycznego.
3.2.3 Wpysokosprawna chromatografia cieczowa w lipidomice

W badaniach lipidomicznych, w celu rozdzielenia mieszaniny lipidéw obecnych w
ekstrakcie, czesto korzysta sie z techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Przeprowadzenie procesu rozdzielenia chromatograficznego pozwala na wykrycie oraz
oznaczenie izomerdw oraz izobaréw lipidéw, co nie jest mozliwe w przypadku analizy lipidéw
poprzez bezposrednie wprowadzenie ekstraktu lipidéw do komory jonizacyjnej spektrometru
mas. Intensywny rozwdj nowych technologii wypetnien kolumn chromatograficznych,
szczegblnie ultrasprawnych kolumn chromatograficznych oraz kolumn wyprodukowanych w
technologii core-shell, pozwolit na udoskonalenie metod analizy lipidéw opierajgcych sie na
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, szczegdlnie w  zakresie uzyskiwanej
rozdzielczosci, ale takze czasu prowadzenia analizy i zuzycia rozpuszczalnikow. Technika

ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC) zazwyczaj w pofaczeniu z technika
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spektrometrii mas jest obecnie niezwykle popularna w obszarze analityki lipidéw, stosowana

zarébwno w analizach niecelowanych, jak i celowanych °°>?%

. Stosowane w lipidomice
rozwigzania instrumentalne obejmujg réwniez techniki kapilarnej chromatografii cieczowe;j >9
czy nano-LC 80 ktére umozliwiajg uzyskanie wiekszej czutosci wykrywania czagsteczek lipiddw
obecnych w prébkach o bardzo matej objetosci.

Rozdzielenie mieszaniny lipidow zazwyczaj wykonuje sie stosujac wysokosprawng

chromatografie cieczowa w odwréconym ukfadzie faz ®+%2

, rzadziej w normalnym uktfadzie
faz . Analiza chromatograficzna w odwréconym uktadzie faz prowadzona z wykorzystaniem
ultrasprawnej kolumny chromatograficznej wypetnionej fazg stacjonarng o $rednicy ziarna
rzedu 1,7 um umozliwia rozdzielenie lipidéw réznigcych sie liczbg atomdéw wegla oraz wigzan
podwdjnych w resztach kwaséw ttuszczowych w obrebie danej klasy lipidow, jak i rowniez

czasteczek izobarycznych (w tym izomeréw lipidéw) °.

Zastosowanie podwyzszonej
temperatury i fazy ruchomej o duzej sile elucyjnej zapewnia elucje nawet silnie
hydrofobowych czasteczek takich jak triacyloglicerole. Analiza w normalnym uktadzie faz
prowadzona jest zazwyczaj w celu rozdzielenia (frakcjonowania) mieszaniny lipidéw pod
wzgledem przynaleznosci do danej klasy (rodzaju polarnej czesci struktury lipidu). W
ostatnich latach do oznaczen lipidéw wykorzystano réwniez dwuwymiarowg wysokosprawng
chromatografie cieczowg 4w ktorej mieszanina lipidéw ulegata rozdzieleniu najpierw w
normalnym ukfadzie faz, a nastepnie w odwréconym uktadzie faz. Zastosowanie techniki 2D
LC-MS pozwala na zwiekszenie rozdzielczosci uktadu chromatograficznego. Niedawno
pojawity sie réwniez doniesienia o mozliwosci stosowania uktadu HILIC w celu rozdzielenia
lipidow *>°®.

Z powodu niewielkiej zdolnosci czasteczek lipidéw do absorpcji Swiatta w zakresie
Swiatta widzialnego oraz ultrafioletu (UV-Vis), detektory UV-Vis rzadko sg wykorzystywane
do ich wykrywania. Zwykle analizy lipidomiczne prowadzone sg przy uzyciu techniki HPLC
sprzezonej ze spektrometrem mas, gdyz technika MS charakteryzuje sie istotnymi dla badan
lipidomicznych parametrami metrologicznymi takimi jak wysoka rozdzielczo$¢ (rzedu 20 000
FWHM), wysoka czuto$¢ (rzedu ng/mL) i doktadnos$é¢ pomiaru masy (Appm < 5 ppm).
Potgczenie techniki HPLC i ESI-MS znalazto zastosowanie w analizie lipidomicznej réznego

67,68

typu prébek biologicznych: krwi , komorek ©° czy tkanek o, Innymi stosowanymi

71

detektorami w analityce lipidow sg detektory swiatta rozproszonego (ELSD) “~ i detektory

fluorescencyjne ’%. Jednakze te detektory nie posiadaja wystarczajacej czutosci ani
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selektywnosci, a ponadto zastosowanie detektora fluorescencyjnego mozliwe jest jedynie po
przeprowadzenia lipidéw we fluorescencyjne pochodne. Dlatego tez, ich wykorzystanie w
analityce lipidéw jest ograniczone. W Tabeli 3 zestawiono kluczowe informacje literaturowe
na temat przyktadowych metodyk oznaczania lipidow w prébkach biologicznych z

wykorzystaniem chromatografii cieczowej i spektrometrii mas, z uwzglednieniem

zastosowanych warunkéw chromatograficznych oraz analizatoréw mas.

Tabela 3. Zestawienie informacji literaturowych na temat oznaczania lipidow w prébkach biologicznych, ze

szczegllnym uwzglednieniem chromatografii cieczowej i spektrometrii mas.

Anality Prébka analizatora Kolumna ) Faza ruchoma® Literatura
chromatograficzna
mas
lipidom . Discovery HS C18 A: H,0 + 0,1% kwas mréowkowy
Judad O ..2,1x150mm, 3um  BiACN +0,1% kwas mrdwkowy R
A: MeOH/H,0/CHCl5/ kwas
. . . XBridge C8 2,1x30  mrdéwkowy (55:40:5:0,4 v/V)
fingol 74
sfingolipidy IR QQQ mm, 3,5 um B: MeOH/ACN/CHCI5/ kwas
T S 1.1, ° 0 .25 1 A L S
XBridge BEH C18 . a
ceramidy  skora Q-TOF Shield 2,1x100 A: 20 mM mrowczan amonu pH 5,0 g
B: MeOH
mm, 1,8 um
A: H,O/ACN/MeOH (10/55/35 v/v) +
lipidom hodowla Ascentis Si HPLC 10mM octan amonu
. . LTQ 26
bakteryjny  bakteryjna 1,0x150 mm, 3 um B: ACN/MeOH (60/40 v/v) + 10 mM
................................................................................................ e IR ...
- XBridge BEH C18 _ .
I|p|do.m surowica Q-TOF shield 1,0x 2,1 A: 20 mM mréwczan amonu pH 5,0 61
ludzki B: MeOH
.................................................................. N AN
A: 5mM octan amonu w mieszaninie
lipidom hodowla XBridge C18, metanol/woda (99/1 v/V) . N
. . Q-TOF 2,1x150 mm, 3,5 B: 5 mM octan amonu w mieszaninie 76
bakteryjny  bakteryjna .
pum heksan/izopropanol/woda
T R - X s S
kwas surowica XBridge C18, A: MeOH/2 mM octan amonu pH 7,0
2éfcigwe osocze. mocg | LTQFT 2,1x50 mm, 2,5 (5/95 v/v) 77
................................ e M Bi2 MM octan amonu w MeOH
Synergi RP a
A: H,0 +0,2% k k
fosfolipidy ~ mocz Q-TOF 0300x150mm, 4 2 +0,2% kwas mrowkowy 78
.................................................................. T oo et useeeeeesaseeees s ees R as e R AR R E AR e s
komorki . 5
fosfolipidy  ludzkie LTQ Deverosil C30, ACN/MeQH/TEA (25/75/1 v/v) + 0,3% 57
0.3x150 mm kwas mréwkowy, pH 6,8
(monocyty)

® A - faza ruchoma A, B —faza ruchoma B.
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3.2.4 Oznaczenia lipidow w materiale biologicznym z wykorzystaniem techniki
bezposredniego wprowadzenia ekstraktu lipidow do komory jonizacyjnej

spektrometru mas

W ostatnich latach duzg popularnoscig cieszg sie procedury analityczne, w ktérych
wykorzystuje sie bezposrednie wprowadzenie ekstraktu lipidow (z pominieciem etapu
rozdzielania np. technikami chromatograficznymi) do komory jonizacyjnej spektrometru mas,
tzw. shotgun lipidomics *°. Metody analityczne oparte na tej technice charakteryzuja sie
wysoka doktadnoscia, odtwarzalnoscig, czutoscia, a ponadto sg mniej czasochtonne niz inne
metody analityczne i mogg by¢ z powodzeniem stosowane zaréwno w lipidomice
niecelowanej, jak i celowanej. Metody oparte na bezposrednim wprowadzeniu ekstraktu
lipidébw do komory jonizacyjnej spektrometru mas najczesciej wykorzystujg zrédto jondw

79,80

typu elektrorozpylanie (ESI) , rzadziej jonizacji przez desorpcje laserowg wspomagang

przez matryce (MALDI) 3%,

Rozdzielenie oraz oznaczenie lipidow poprzez bezposrednie wprowadzenie ekstraktu
lipidébw do komory jonizacyjnej ESI-MS jest mozliwe dzieki réznicom we wtasciwosciach
kwasowo-zasadowych lipidow i nastepuje w wyniku przetgczania zrédta jondw z trybu pracy
tworzenia jondw dodatnio natadowanych na tworzenia jonéw ujemnych lub zmiany pH
rozpuszczalnika prébki *°. Schemat postepowania w tego typu analizie przedstawiono na
Rysunku 4. Lipidy o charakterze kwasowym, takie jak kardiolipina, fosfatydyloinozytol,
fosfatydyloseryna, kwas fosfatydowy, sulfatydy rozpuszczone w chloroformie mogg byé
wykryte z wykorzystaniem techniki ESI-MS w trybie tworzenia jondw ujemnych. Dodatek
LIOH do ekstraktu chloroformowego pozwala na wykrycie w trybie tworzenia jondéw
ujemnych glicerofosfolipidéw etanoloaminy, wolnych kwaséw ttuszczowych oraz ceramidéw,
natomiast w trybie tworzenia jondw dodatnich glierofosolipidéw choliny, triacylogliceroli,
sfingomieliny, galaktocerebrozyddw. Wykorzystanie wysokorozdzielczego analizatora mas
typu FTICR-MS, Q-TOF-MS czy LTQ Orbitrap MS pozwala na rozdzielenie lipidéw o takiej
samej nominalnej wartosci m/z. Wadg tego typu rozwigzania analitycznego jest m.in.
trudnos¢ w rozdzieleniu izomerdw lipidow.

Han i wspodtpracownicy zademonstrowali wykorzystanie zrédta jondw typu
elektrorozpylanie do analizy fosfolipidow w erytrocytach ludzkich 8 triacylogliceroli w

tkankach serca szczurzego (wykorzystanie ESI-MS/MS pozwala na wykrycie 0,1 pikomola
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czasteczek TG) ®, a takze plazmalogenu w tkankach mdzgu ludzkiego *, poprzez
bezposrednie wprowadzenia ekstraktu chloroformowego do komory jonizacyjnej MS.

W 2015 roku Surma i wspétpracownicy ’° przedstawili zautomatyzowana platforme
analityczng umozliwiajgcg oznaczenie 22 klas lipidow, w tym dwustu indywidualnych
czasteczek lipidow w osoczu krwi ludzkiej z wykorzystaniem techniki ESI-MS. Opracowana
metodologia umozliwia analize ilosciowa, dzieki zastosowaniu wzorcow wewnetrznych
lipidow badanych klas. Charakteryzuje sie wysokg wydajnoscig (ponad 200 prébek na dzien) i
odtwarzalnoscig (wspoétczynnik zmiennosci < 10% dla wiekszosci oznaczanych lipidow).

Zrédto jonéw typu MALDI wykorzystano m.in. do analizy lipiddw btonowych
archaebakterii * oraz sulfatydéw w tkankach myszy ® (wykorzystanie 9-aminoakrydyny) jako

matrycy).

®

ESI-MS (+) ESI-MS (-)

ESI-MS (+) zasadowy ekstrakt zasadowy ekstrakt

v v ¢ v

acylkarnityny PC, SM, TG, FA, Cer, PE lipidy o
GalC charakterze
kwasowym

Rysunek 4. Schemat postepowania podczas wykonywania analizy metodg bezposredniego wprowadzenia
ekstraktu lipidow do komory jonizacyjnej typu ESI.

3.2.5 Inne wybrane techniki wykorzystywane w analityce lipidow w préobkach

materialu biologicznego

Ogromna réznorodnos¢ strukturalna lipidow czesto wymusza zastosowanie kilku

réznych technik analitycznych w celu identyfikacji oraz oznaczenia lipiddw w probkach
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materiatu biologicznego. Oprécz spektrometrii mas i wysokosprawnej chromatografii
cieczowej, ktére sg najpowszechniej uzywanymi technikami analitycznymi w lipidomice, w
analityce lipidéw stosuje sie rowniez takie techniki rozdzielenia jak chromatografia
cienkowarstwowa (TLC), chromatografia gazowa (GC), elektroforeza kapilarna (CE) oraz
spektroskopie magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR), jako technike detekcji.
Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) oraz wysokosprawna chromatografia
cienkowarstwowa (HPTLC) sg doskonatymi narzedziami do wstepnego rozdzielania lipidow
na poszczegdlne klasy lipidéw. Cechujg sie prostotg, krotkim czasem wykonania analizy i
niskim kosztem. Sprzezenie TLC ze spektrometrig mas typu MALDI-MS, ESI-MS czy DESI-MS
pozwala na uzyskanie duzych mozliwosci identyfikacji lipidédw, przez co technika TLC, HTPLC
czy 2D TLC (HPTLC) znajduje zastosowanie w badaniach lipidomicznych, a w szczegdlnosci do
analizy niecelowanej oraz identyfikacji glikolipidow i glicerofosfolipiddw w prébkach
pochodzenia biologicznego ®7%°. Sprzezenie techniki MALDI-MS oraz DESI-MS z TLC
umozliwia jonizacje lipidéw, a nastepnie ich oznaczenie bezposrednio z ptytki TLC 8991
Oznaczanie lipidéw z wykorzystaniem techniki chromatografii gazowej (GC-MS *?, GC-
FID %, GCxGe-MSs #) najczesciej dotyczy wykrywania i analizy kwaséw ttuszczowych w
probkach materiatu biologicznego (m.in. osocze i surowica krwi ludzkiej). Ograniczenia w
stosowaniu techniki GC w badaniach lipidomicznych wynikajg przede wszystkim z cech
fizykochemicznych lipidow, ktére sg w wiekszosci nielotne oraz ulegajg degradacji w wysokiej
temperaturze. Natomiast koniecznos¢ przeprowadzania lipidéw w lotne pochodne powoduje
czesto utrate informacji na temat struktury tych czasteczek. Mimo tych wad, technika
chromatografii gazowej znalazta zastosowanie do analizy glicerofosfolipidéw, sfingolipidow,

cholesterolu i steroiddw w rdéznego rodzaju prébkach biologicznych 9>-98

. Przygotowanie
probki do analizy lipidomicznej z zastosowaniem techniki GC zazwyczaj obejmuje ekstrakcije,
wstepne rozdzielenie ekstraktu (poprzez wykorzystanie techniki TLC, HPTLC lub HPLC) i
przeprowadzenie lipidow w lotne pochodne poprzez uzycie odczynnikdw derywatyzujgcych
(np. bromek pentafluorobenzylu w N,N-diizopropyloetyloaminie czy mieszanina acetamidu
N-metylo-N-trifuorotrimetylosilylu/jodku amonu/ditioerytritolu)

Stosowanie elektroforezy kapilarnej w badaniach lipidomicznych jest rdowniez
ograniczone z dwdch powoddw:

- ze wzgledu na czeste sprzezenie CE z detektorem UV, a lipidy wykazujg staba

absorbancje swiatta w zakresie promieniowania UV,
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- ze wzgledu na stosowanie roztworéw wodnych, a wiele lipiddw ma hydrofobowy
charakter i jest nierozpuszczalna w wodzie.

Pomimo tych ograniczen technike elektroforezy kapilarnej udato sie z powodzeniem
zastosowac w analityce lipidow poprzez modyfikacje metodyczne takie, jak chocby uzycie
detektora fluorescencyjnego i znakowania fluorescencyjnego (CZE-LIF) 9 czy wykorzystanie
niewodnych buforéw elektroforetyczych (NACE) '®. Zastosowanie techniki CZE-LIF
umozliwito rozdzielenie oraz oznaczenie znakowanych fluorescencyjnie lipidédw takich jak DG
czy Pl w lizacie komérkowym % Natomiast technika NACE sprzezona ze spektrometriag mas
zostata wykorzystana do analizy glicerofosfolipidow wyekstrahowanych z tkanek réznych
organdéw szczura '%.

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) nie jest powszechnie
uzywana w badaniach lipidomicznych, a nieliczne zaprezentowane jej zastosowania w
analityce lipidéw dotyczg m.in. analizy lipiddbw w prébkach futra zwierzecego (m.in.

101 " slicerofosfolipidéw w prébkach tkanek pochodzenia zwierzecego i roélinnego **

steroli)
czy lipidéw (w tym fosfolipidéw) w prébkach komérek nowotworowych (Hela) *®. Technika
P NMR okazata sie szczegblnie przydatna w analizie jakosciowej oraz iloSciowej

glicerofosfolipidéw 102,103

3.2.6 Techniki analityczne wykorzystywane do oznaczania lipidow gronkowca

zlocistego

Wiekszos¢ badan dotyczgcych analizy lipidow gronkowca ztocistego ogranicza sie do
oznaczania zawartosci kwaséw ttuszczowych stanowigcych faricuchy boczne lipiddw
komérkowych S. aureus, badz lipidéw nalezgcych do danej klasy. Techniki analityczne, ktére
byty wykorzystywane do tej pory do analizy lipiddw komdrkowych S. aureus to przede
wszystkim TLC % 2D TLC *°, chromatografia kolumnowa ® i GC (w tym GC-MS) ».
Wykorzystanie techniki TLC umozliwia rozdzielenie (frakcjonowanie) lipidéw na klasy, ktére
nastepnie mogg zosta¢ poddane dalszej analizie kwaséw ttuszczowych z uzyciem techniki GC-
FID ¥, badz analizie MS 16 w celu identyfikacji kwasow ttuszczowych obecnych w danej
frakcji lipidow. Wymienione wyzej techniki nie umozliwiajg jednak wykrycia oraz ilosciowego
oznaczenia lipidéw S. aureus rdoznych klas, lipiddw rdznigcych sie liczbg atomow wegla,
stopniem nasycenia oraz obecnoscig rozgatezien w obrebie danej klasy lipidéw, ani

izomerow lipidow.
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3.3 Lipidomika niecelowana

Badanie lipidomiczne oparte na strategii analizy niecelowanej sktada sie z kilku
etapdéw, ktére sg identyczne jak w badaniach metabolomicznych, przy czym rdinig sie w
obszarze stosowanych rozwigzan analitycznych. Dlatego tez wiele standardowych procedur
metabolomicznej analizy niecelowanej 7 3 w szczegdlnosci zasady dotyczace
przeprowadzania poszczegdlnych jej etapéw w celu uzyskania wiarygodnych wynikdw,
mozna odnie$¢ do badan lipidomicznych. Typowa procedura analizy niecelowanej obejmuje
zaprojektowanie badania, przygotowanie probki, analize z wykorzystaniem réznych technik

analitycznych oraz analize wynikéw. Schemat przyktadowej procedury analizy niecelowanej

w lipidomice bakterii przedstawiono na Rysunku 5.

Seg liofilizacja

rojekt _ )
l?adjania liza komdrek
hodowla bakteryjnych
bakteryjna
przygotowanie
probek kontroli
jakosci (QC)
identyfikacja
lipidéw . e¥ LC-Q-TOF-MS
réznicujgcych analiza . strakei
chemometryczna ) analiza ekstrakcja
Sauiopy i statystyczna przygotowanie ekstraktow lipidow
danych lipidéw oraz )
prébek QC z probek
wyodrebnienie fZECZYW|§ty0h
indywiduéw oraz p.robeI’( .
chemicznych, kontroli jakosci
dopasowanie ()
czasow retencjii
wartosci m/z,
normalizacja,
filtracja

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

W analizie niecelowanej niezwykle wazne jest zaprojektowanie badania:
zaplanowanie eksperymentu biologicznego oraz wybranie adekwatnych technik

analitycznych. W aspekcie poréwnawczych analiz niecelowanych, na etapie zbierania oraz
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przygotowywania prébek istotne jest zastosowanie jednakowych warunkéw w odniesieniu
do wszystkich probek rzeczywistych, w tym réowniez prébek kontroli jakosci (QC) (np.
warunkéw hodowli na etapie inkubacji komdrek bakteryjnych).

Prébki kontroli jakosci (QC) wykorzystuje sie w badaniu —omicznym w celu okredlenia
odtwarzalnos$ci metody analitycznej, okreslenia stabilnosci systemu LC-MS w trakcie trwania
analizy sekwencji probek oraz kalibracji danych poprzez korekcje zmiennosci w
intensywnosci sygnatu pomiedzy prébkami analizowanymi w réinych sekwencjach
probek %1% probki QC tworzy sie poprzez spulowanie niewielkich (takich samych) objetosci
analizowanych probek lub wybranej, reprezentatywnej czesci prébek, jesli ich liczba jest zbyt

duza.

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 doprowadzi¢ do pozostawienia jedynie danych reprezentujgcych zmiennosc
biologiczng i istotnych ze wzgledu na rdznicowanie analizowanych probek, czyli
wyeliminowanie indywiduow chemicznych (MF) mogacych wptyngé na zafatszowanie
wynikéw koncowych analizy poréwnawczej. Przygotowanie danych uzyskanych w trakcie
analizy niecelowanej obejmuje zazwyczaj:

e wyodrebnienie indywiduéw chemicznych z chromatograméw catkowitego
pragdu jonowego (TIC) uzyskanych w trakcie analizy LC-MS ekstraktow lipidéw,

e dopasowanie czasow retencji oraz wartosci m/z indywiduéw chemicznych
pomiedzy analizowanymi prébkami,

e normalizacje danych,

e filtracje danych, w tym usuniecie prébek odbiegajacych.

Wyodrebnienie indywiduéw chemicznych z chromatograméw catkowitego pradu
jonowego mozna przeprowadzi¢ automatycznie, poprzez wykorzystanie réznych algorytmodw
zawartych w wielu oprogramowaniach dostepnych komercyjnie lub za darmo (np. algorytm
Molecular Feature Extraction w oprogramowaniu MassHunter Software, MZmine, XCMS).

Uzyskane indywidua chemiczne charakteryzujg sie czasem retencji, wartoscig m/z

oraz objetoscig piku. Liczba indywiduéw chemicznych wyodrebnionych z jednej proébki
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zazwyczaj wynosi od kilkuset do tysigca lub wiecej, dlatego otrzymane dane muszg podlegac
filtracji, w celu zachowania jedynie indywiduéw chemicznych nie stanowigcych szumu
chemicznego (szumem chemicznym bedg te indywidua, ktére pochodzg od rozpuszczalnikéw
lub charakteryzujg sie duzg zmiennoscig, powyzej 30% wzglednego odchylenia
standardowego powierzchni piku dla danej MF w prébkach QC). W tym celu dane nastepnie
podlegajg normalizacji i filtracji.

Normalizacja danych ma na celu wyeliminowanie zmiennosci wynikajacej z réznic w
objetosci/masie analizowanych prébek (np. normalizacja na suchg mase, na objetos¢ probki)
oraz zmiennosci technicznej (zmniejszenie lub zwiekszenie intensywnosci sygnatu w MS)
wynikajgcej z ewentualnych niestabilnosci w dziataniu systemu LC-MS (np. normalizacja na
caty uzyskany sygnat MS, ang. MS All Signal lub na uzyteczny sygnat MS (ang. MS Total Useful
Signal). Filtracja natomiast ma na celu usuniecie MF, ktére nie spetniajg wymaganych
kryteriow, tj. czestosci wystepowania w prébkach/w grupach prébek, dopuszczalnej wartosci

%RSD pola powierzchni piku, istotnosci statystycznej.
3.3.2 Walidacja analityczna metod analizy niecelowanej

Walidacja analityczna metody analizy niecelowanej jest wykonywana w celu
okreslenia powtarzalnos$ci bgdz odtwarzalnosci metody ekstrakcji oraz metody analizy LC-
MS. Opracowanie metodyki o jak najwiekszej powtarzalnosci jest niezbedne ze wzgledu na
koniecznos¢ wskazania istotnych statystycznie réznic miedzy préobkami, wynikajacych nie ze
zmiennosci technicznej, ale rzeczywistej zmiennosci biologicznej. Im wieksza powtarzalnosé
metody tym subtelniejsze rdznice w sktadzie ilosciowym lipidowym mozina wykazac.
Powtarzalnos¢ metody analitycznej zazwyczaj okresla sie poprzez wyznaczenie %RSD
objetosci piku wyekstrahowanych indywiduéw chemicznych °*:

e uzyskanych w wyniku powtdrzonych trzykrotnie analiz LC-MS tego samego
ekstraktu lipidow (powtarzalnos$é metody LC-MS),

e uzyskanych w wyniku analiz LC-MS trzech rdéinych ekstraktow lipidow
(powtarzalnos¢ ekstrakcyjna).

Uzyskane wartosci %RSD objetosci pikow powinny by¢é mniejsze niz w przypadku
wartosci %RSD wyznaczonych dla tych samych MF w przypadku niezaleznego eksperymentu
biologicznego (np. 3 ekstrakty uzyskane z 3 roznych hodowli bakteryjnych). Ponadto wartosc

%RSD objetosci piku MF wtgczonych do analizy porownawczej nie powinna przekraczac 30%.
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Niezwykle cenna jest wizualizacja uzyskanych danych za pomocg metody gtdwnych
sktadowych (PCA). Technika PCA, poprzez rozmieszczenie punktdw reprezentujgcych
lipidowe odciski palca otrzymane podczas analizy prébek QC na wykresie rzutu przypadkow
na ptaszczyzne dwdch pierwszych sktadowych umozliwia ocene zmiennosci technicznej tj.
sprawdzenie stabilnosci sygnatu LC-MS podczas analizy probek, powtarzalnosci
przeprowadzonej ekstrakcji, a ponadto na wskazanie probek odbiegajacych. Punkty
reprezentujgce lipidowe odciski palca uzyskane w trakcie analizy prébek QC powinny by¢
skupione wokét jednego punktu, co swiadczy o stabilnosci systemu LC-MS (Rysunek 6).
Ponadto, powinny one znajdowaé sie pomiedzy skupiskami punktéow reprezentujgcych
lipidowe odciski palca probek rzeczywistych, jako ze probka QC zawiera takg samg objetosé

kazdej z badanych prébek.
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Rysunek 6. Wykres rzutu przypadkdw na ptaszczyzne dwadch pierwszych sktadowych uzyskany w wyniku analizy
PCA 4prébek QC oraz 12 prébek rzeczywistych nalezgcych do dwdch grup.
3.3.3 Analiza statystyczna i chemometryczna oraz wzgledna analiza ilosciowa w

lipidomice niecelowanej

Lipidomiczna analiza niecelowana pozwala na uzyskanie tzw. lipidowych odciskow
palca. Ich poréwnanie z wykorzystaniem technik statystycznych i chemometrycznych

umozliwia wskazanie istotnych statystycznie réznic pomiedzy badanymi préobkami/grupami
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probek wraz z okredleniem rdznicy w poziomie zawartosci. Wzgledna analiza ilosciowa,
polegajgca na pordéwnaniu objetosci/pdl powierzchni wyodrebnionych indywidudéw
chemicznych pozwala na okreslenie krotnosci zmiany w zawartosci danego lipidu pomiedzy
badanymi prébkami — jest to tzw. wzgledna analiza ilo$ciowa, bardzo czesto stosowana w
poréwnawczych badaniach lipidomicznych opartych na strategii analizy niecelowanej 110113,

W celu poréwnania lipidowych odciskéw palca ekstraktéw lipidéw oraz wskazania
statystycznie istotnych rdznic w zawartosci lipidow pomiedzy prébkami stosowane s3g
jednowymiarowe oraz wielowymiarowe metody analizy danych. Do metod
jednowymiarowej analizy danych, uzywanych podczas obrébki danych uzyskanych w analizie
niecelowanej nalezg test t-studenta, test U Manna-Whitneya i ANOVA. Celem
przeprowadzenia tych testéw jest wykazanie czy rdznica w zawartosci lipidow pomiedzy
dwoma badanymi grupami prébek jest istotna statystycznie. O ile w metodach analizy
jednowymiarowej kazda zmienna rozpatrywana jest osobno, to w metodach analizy
wielowymiarowej, wiele zmiennych branych jest pod uwage jednoczesnie. Wsréd metod
wielowymiarowej analizy danych stosowanych w lipidomice najpopularniejsze s3: analiza
gtéwnych sktadowych (PCA), analiza dyskryminacyjna — czgstkowych najmniejszych
kwadratow (PLS-DA) i jej odmiany, analiza hierarchiczna (HCA). Wymienione metody rdéznig
sie algorytmem dziatania oraz zastosowaniem, np. uzycie metody z tzw. nauczycielem (PLS-
DA, OPLS-DA) pozwala na poszukiwanie zrédet réznic pomiedzy badanymi grupami wsréd
wielu zmiennych, a zastosowanie metody bez nauczyciela takie jak PCA czy HCA umozliwia
badanie relacji pomiedzy préobkami i zmiennymi (cechy prébek).

Wskazanie lipidow rdznicujgcych badane prébki oraz okreslenie krotnosci zmiany w
zawartosci lipidu pozwala na wyodrebnienie wstepnej hipotezy badawcze, ktéra zazwyczaj
stanowi podstawe do dalszych badan, uwzgledniajgcych przede wszystkim bezwzgledng

analize ilosciowa lipidéw rdznicujgcych.
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4 Cel i zakres pracy

Gtéwnym zatozeniem rozprawy doktorskiej jest wykorzystanie lipidomiki do
okreslenia rdéznic fenotypowych pomiedzy szczepami gronkowca ztocistego, w kontekscie
wystepowania zjawiska antybiotykoopornosci i stosowania alternatywnych metod leczenia
infekcji wywotywanych przez tg bakterie (terapia fotodynamiczna). W celu okreslenia réznic
jakosciowych oraz ilosciowych lipidéw komodrkowych pomiedzy szczepami gronkowca
ztocistego poréwnane zostang lipidowe odciski palca uzyskane w wyniku przeprowadzenia
analiz lipidomicznych ekstraktéow lipidéw z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z wysokorozdzielczg spektrometrig mas (LC-Q-TOF-MS)
oraz zaawansowanych technik chemometrycznych.

Realizacja gtdwnego zatozenia pracy doktorskiej obejmuje nastepujace cele
czgstkowe:

e opracowanie i walidacja metodologii analitycznej umozliwiajacej przeprowadzenie
analizy lipidomicznej ekstraktéw lipidéw uzyskanych z komodrek gronkowca
ztocistego; ta czes$¢ badan obejmuje nastepujgce etapy analityczne: lize komodrek
bakteryjnych, ekstrakcje lipidéw z lizatu bakteryjnego, analize LC-Q-TOF-MS ekstraktu
lipidow w trybie SCAN, wyodrebnienie indywiduéw chemicznych z danych LC-MS,
przygotowanie danych do analizy chemometrycznej, analize statystyczng i
chemometryczng, identyfikacje lipidow rdznicujgcych szczepy S. aureus,

e poréwnawcza analiza lipidomiczna dwéch szczepdw S. aureus rdznigcych sie na
poziomie jednego, znanego genu niezwigzanego z metabolizmem lipidow oraz o
réznej wrazliwosci na terapie fotodynamiczng (szczep referencyjny S. aureus
Newman oraz szczep S. aureus z mutacjg genu HrtA, charakteryzujgcy sie wiekszg
wrazliwoscig na terapie fotodynamiczng),

e poréwnawcze analizy lipidomiczne szczepow gronkowca ztocistego
charakteryzujacych sie zréznicowanym stopniem wrazliwosci na wybrane antybiotyki
(metycylina, gentamycyna, erytromycyna, kwas fusydowy, ciprofloksacyna) z
wykorzystaniem opracowanej metodologii analitycznej, w tym identyfikacje lipidédw
réznigcych sie zawartoscig pomiedzy badanymi szczepami S. aureus, o potencjalnym

znaczeniu dla wystepowania zjawiska opornosci na antybiotyki.
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5 Czes$¢ doswiadczalna

5.1 Opracowanie metodologii oznaczania lipidow Kkomorkowych

gronkowca zlocistego

Przez wiele lat, metody analizy lipiddw gronkowca ztocistego ograniczaty sie do
zastosowania techniki TLC i GC, ktore pozwalaty jedynie na oznaczenie klasy lipidowej oraz
zawartosci kwasoéw ttuszczowych uzyskanych poprzez hydrolize lipidéw. Metody te
uniemozliwiaty uzyskanie informacji na temat réznic lipidomicznych w obrebie danej klasy
lipidow.

Wskazanie réznic w sktadzie jakosciowym oraz iloSciowym lipiddw pomiedzy
szczepami gronkowca ztocistego o zrdzinicowanym fenotypie wymagato opracowania
metodologii analitycznej umozliwiajgcej ekstrakcje, wykrycie oraz oznaczenie ilosciowe jak
najwiekszej liczby lipidéw komérkowych obecnych w ekstrakcie w trakcie jednego cyklu
analitycznego.

Ze wzgledu na zréznicowanie strukturalne i fizykochemiczne oznaczanych substancji
oraz materiat biologiczny w postaci hodowli bakteryjnej, opracowanie catosciowej
metodologii analitycznej uwzgledniajgcej wszystkie etapy badania lipidomicznego okazato sie
duzym wyzwaniem analitycznym. Rozwdj metody wymagat nie tylko doboru odpowiednich
warunkéw przygotowania prébki oraz warunkéw rozdzielenia i detekcji lipidow w uzyskanych
ekstraktach, ale rowniez opracowania strategii przygotowania danych do analizy
statystycznej i chemometrycznej. Do identyfikacji lipiddw réznicujgcych szczepy S. aureus,
konieczne stato sie stworzenie bazy lipidéw, zawierajgcej wszystkie lipidy teoretycznie
mogace wystepowaé w komérkach tej bakterii. Opracowana metodologia analizy jakosciowej
lipidomu gronkowca ztocistego i niecelowanej analizy poréwnawczej szczepéw gronkowca
ztocistego przedstawiona jest schematycznie na Rysunku 7. Utworzona baza danych
gronkowca ztocistego pozwala na identyfikacje lipidow tej bakterii do poziomu tzw. grupy
lipidowej, okreslajgcej tgczng sume atoméw wegla oraz liczby wigzan podwdjnych w
taicuchach bocznych lipidéw. Opracowana baza lipidow zawiera 7047 grupy lipidowe,
nalezacych do 18 klas i 36 podklas (wedtug nomenklatury LipidMaps, http://lipidmaps.org).
Termin grupa lipidowa odnosi sie do lipidow o tej samej liczbie atomdéw wegla oraz liczbie

111

wigzan podwodjnych w podstawnikach acylowych Ponadto na podstawie
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przeprowadzonych analiz MS/MS mozliwe stato sie potwierdzenie tozsamosci 66 grup
lipidowych obecnych w ekstraktach lipidowych S. aureus.

Walidacje metodologii przeprowadzono zgodnie z wymogami okreslonymi dla metod
analiz niecelowanych: okreslono powtarzalnos¢ etapu przygotowania prébki oraz
powtarzalnos¢ analizy LC-Q-TOF-MS. Opracowana metodologia wraz ze stworzong baza
lipidow sg pierwszym narzedziem analitycznym umozliwiajacym jednoczesne oznaczenie
wiekszosci lipidow gronkowca ztocistego w trakcie jednego cyklu analitycznego oraz szybka
analize porédwnawczg szczepdw tej bakterii ze wskazaniem oraz identyfikacjg lipidow

réznicujacych analizowane szczepy.

identyfikacjalipidow
analiza mierzonych wartoscim/z
poprzez przeszukiwanie opracowanej

statystyczna bazy lipidow S. aureus

i chemometryczna
analizadanych

przygotowanie danych
wyodrebnienie indywiduéw
chemicznych (MF), dopasowanie
czasow retencji MF pomiedzy
probkami, filtracja danych,
normalizacja

analiza RP-LC-Q-TOF-MS
ekstraktow lipidow

przygotowanie prébki

Jednoczesna liza komorek
bakteryjnych oraz ekstrakcja lipidow
z wykorzystaniem kulek szklanychi
techniki ciecz-ciecz

Rysunek 7. Schemat przedstawiajagcy etapy opracowanej metodologii analitycznej umozliwiajacej analize
jakosciowg lipidomu gronkowca ztocistego i niecelowang analize poréwnawczg szczepdw gronkowca ztocistego.

Uzytecznos$¢ opracowanej metodologii do poréwnawczych badan lipidomicznych
wykazano poprzez przeprowadzenie analizy poréwnawczej dwdch referencyjnych szczepdw
réznigcych sie stopniem wrazliwosci na antybiotyki: S. aureus COL (szczep oporny na
metycline, MRSA) oraz S. aureus Newman (szczep wrazliwy na metycyline, MSSA). Wykonane
analizy wykazaty roéinice w skfadzie ilosciowym lipidoméw obu szczepdw. Dzieki
wykorzystaniu metodologii zidentyfikowano oraz okreslono rdéznice w zawartosci lipidow
réznicujgcych oba szczepy.

Wyniki dotyczagce opracowania oraz walidacji metodologii wykrywania oraz
oznaczania lipidow gronkowca ztocistego, tworzenia bazy lipidéw S. aureus oraz analizy

poréwnawczej dwdch szczepdw referencyjnych zostaty opublikowane w czasopismie 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

» 114 (zatacznik 1). Baza lipidow jest dostepna on-line jako materiaty

mass spectrometry
dodatkowe zataczone do opublikowanego artykutu.

Whnioski. Opracowana metodologia analityczna umozliwia analize lipidéw gronkowca
ztocistego, dzieki czemu mozliwe jest poznanie sktadu lipidowego komérek tej bakterii oraz
okreslenie rdznic lipidomicznych pomiedzy szczepami o zrédznicowanym fenotypie.
Zaproponowana procedura obejmujgca przygotowanie probki, rozdzielenie lipidow oraz ich
wykrycie z wykorzystaniem techniki LC-Q-TOF-MS znacznie przyspiesza i utatwia analize
ekstraktow lipidowych w poréwnaniu do powszechnie stosowanych w badaniach lipidéw
technik GCi TLC. Ponadto, zastosowanie wysokorozdzielczego spektrometru mas typu Q-TOF
oraz stworzonej bazy lipidéw S. aureus umozliwia identyfikacje oraz zaproponowanie
struktur gtéwnych lipidéw komdrkowych tej bakterii: fosfatydylogliceroli, diacylogliceroli,
kardiolipin, diglikozylodiacylogliceroli, monoglikozylodiacylogliceroli oraz lizyl-
fosfatydylogliceroli. Zastosowanie techniki MS/MS umozliwia réwniez okreslenie dtugosci
podstawnikéw acylowych w wykrytych lipidach. Duza moc dyskryminacyjna opracowanej
metody LC-MS umozliwia réwniez rozdzielenie oraz oznaczenie izomerdw lipidéw, co nie jest
mozliwie przy stosowaniu innych metod analizy lipidow S. aureus. Ponadto duza
powtarzalnos¢ przedstawionej metody pozwala na oznaczenie lipidéw z wysokg precyzjg, co
pozwala na wykazanie subtelnych rdéznic biologicznych pomiedzy badanymi komdérkami
gronkowca ztocistego. Dzieki potgczeniu techniki LC-Q-TOF-MS 1z biostatystyczng i
chemometryczng analizg danych, opracowana metodologia moze by¢ z powodzeniem

zastosowana do badan lipidomicznych o réznym kontekscie biologicznym.
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5.2 OKreslenie roznic lipidomicznych pomiedzy szczepami S. aureus o
znanej roznicy genotypowej poprzez porownanie lipidowych

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

Gtéwnym zatozeniem tej czesci pracy doktorskiej bylo wskazanie rdznic
lipidomicznych pomiedzy szczepami gronkowca ztocistego rdznigcymi sie obecnoscig lub
brakiem znanych gendéw, nie powigzanych bezposrednio z metabolizmem lipidow
komodrkowych tej bakterii.

Przeprowadzono analizy LC-Q-TOF-MS dwodch szczepdw gronkowca ztocistego: (i)
szczepu referencyjnego S. aureus Newman oraz (ii) szczepu S. aureus Newman HrtA z delecja
genu kodujgcego btonowe biatko odpowiedzialne za transport hemu. Pordwnanie
uzyskanych lipidowych odciskéw palca pozwolito na wskazanie i zidentyfikowanie lipidéw
réznicujgcych oba szczepy. Co ciekawe, pomimo iz, inaktywowany gen hrtA nie jest zwigzany
bezposrednio z metabolizmem lipidéw, brak kodowanego przez nie biatka jest powigzany ze
zmianami w sktadzie lipidéw komdérkowych. W komérkach szczepu S aureus Newman HrtA
zaobserwowano statystycznie istotng podwyzszong zawartosé diacylogliceroli i obnizong
zawartos$é lizylofosfatydylogliceroli w pordwnaniu ze szczepem Newman. W przypadku
DGDG oraz MGDG nie zaobserwowano jednoznacznego wzrostu badz spadku zawartosci dla
wszystkich grup lipidowych u obu szczepdw. Co wiecej, szczepy rdznity sie zawartoscia
wybranych izomeréw DGDG i MGDG. W celu wskazania rdéznic w dtugosci kwasdw
ttuszczowych obecnych w czgsteczkach MGDG i DGDG, przeprowadzono analize LC-MS/MS
prébek ekstraktéw lipidow. Poréwnanie uzyskanych widm MS/MS dla réznych izomeréow
grup lipidowych o takiej samej masie monoizotopowej wykazato brak rézinic w liczbie
atomodw wegla w resztach kwasow ttuszczowych obecnych w strukturze tych izomeréw. Taka
obserwacja sugeruje inny rodzaj izomerii, np. réznice w strukturze reszt kwasdow
ttuszczowych, polegajgca na obecnosci lub braku rozgatezien typu iso- i anteiso-).

Przeprowadzone analizy sg czescia badan dotyczacych okreslenia mechanizmu
wrazliwosci komorek gronkowca ztocistego na terapie fotodynamiczng, prowadzonych w
Zakfadzie Diagnostyki Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-GUMed
przez Dr Joanne Nakonieczng. Uzyskane wyniki wskazaty na fizyczne wtasciwosci btony
komdrkowej (ptynnos¢ btony) jako element warunkujgcy odpowiedZ gronkowca ztocistego

na fotoinaktywacje. Wyniki opublikowano w czasopismie 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” '** (Zatacznik 2).

Whnioski. Opracowang metodologie analityczng umozliwiajgcg oznaczanie lipidéw
gronkowca ztocistego wykorzystano do analizy lipidomicznej szczepdw tej bakterii réznigcych
sie na poziomie jednego, znanego genu. Duza precyzja zastosowanej metody pozwolita na
wskazanie istotnych statystycznie réznic lipidomicznych pomiedzy oba szczepami, nawet na
poziomie 0,2-krotnej rdznicy w zawartos$ci danego lipidu. Wysoka rozdzielczos¢ metody,
umozliwiajgca rozdzielenie izomerédw pozwolita na wykazanie réznic w zawartosci izomeréw
nalezgcych do klas MGDG i DGDG pomiedzy szczepem S. aureus Newman Hrta i szczepem
S. aureus Newman. Mimo, ze unieczynniony gen w szczepie S. aureus Newman HrtA nie jest
zwigzany z metabolizmem lipidédw, mozna zaobserwowaé réznice fenotypowe na poziomie
lipidomu pomiedzy szczepem zawierajgcym unieczynniony gen a szczepem z aktywnym

genem.
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5.3 Pordéwnanie lipidowych odciskow palca szczepéw S. aureus o
zroznicowanej wrazliwosci na antybiotyki z wykorzystaniem techniki

LC-Q-TOF-MS

Jedng z cech fenotypowych gronkoweca ztocistego jest stopien wrazliwosci na réoznego
rodzaju antybiotyki. Pomiedzy komdrkami szczepdw S. aureus opornymi a wrazliwymi na
antybiotyki (takie jak metycylina, daptomycyna, kwas fusydowy czy gentamycyna) wykazano

h 1% Jednak rola lipidéw w wystepowaniu opornosci

roznice w sktadzie lipidéw btonowyc
na antybiotyki u szczepow tej bakterii wciaz jest niejasna.

W celu wskazania réznic pomiedzy szczepami gronkowca ztocistego na poziomie
metabolizmu lipidéw przeprowadzono analize poréwnawczg prébek ekstraktéow lipidéw
czternastu izolatéw klinicznych gronkowca ztocistego o zréznicowanej wrazliwosci na piec
wybranych antybiotykéw: metycyline, gentamycyne, ciprofloksacyne, erytromycyne i kwas
fusydowy. Analizie LC-Q-TOF-MS poddano probki ekstraktéw lipidéw pochodzgcych od 7
szczepdw MRSA oraz 7 szczepow MSSA wykorzystujgc opracowang wczesniej metodologie i
otrzymujgc 84 lipidowe odciski palca. W celu okreslenia zaleznos$ci pomiedzy sktadem lipidow
komérkowych a opornoscig na wybrane antybiotyki dokonano pordwnania uzyskanych
lipidowych odciskéw palca poprzez zastosowanie analizy statystycznej (test Mann-
Whitney’a) oraz analizy chemometrycznej (OPLS-DA). Przeprowadzona analiza
biostatystyczna i chemometryczna doprowadzita do wskazania istotnych statystycznie
lipidow réznicujgcych izolaty kliniczne S. aureus oporne i wrazliwe na badane antybiotyki. Co
wiecej, powigzano zaobserwowane réznice lipidomiczne ze szlakami biosyntezy lipidow i ich
pochodnych.

Wyniki badan opublikowano w czasopismie 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” **° (Zatacznik 3).

Whioski. Poréwnanie lipidowych odciskdw palca szczepdw S. aureus wrazliwych oraz
opornych na antybiotyki wykazato korelacje réznic w zawartosci lipidow pomiedzy szczepami
z wystepowaniem opornosci na antybiotyki. Po raz pierwszy wskazano rdznice lipidomiczne
pomiedzy tak duzg liczbg izolatéw klinicznych (n=14) S. aureus, charakteryzujgcych sie
zroznicowang wrazliwosci na az pieé¢ antybiotykdw jednocze$nie oraz do poziomu grupy

lipidowej, z uwzglednieniem izomerodw lipidéw. Co ciekawe, przypadku wiekszosci badanych
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antybiotykéw opornos¢ powigzana byta z trendami zmian w zawartosci tych samych klas
lipidow, przede wszystkim ze zwiekszong zawartoscig MGDG, PG i DGDG oraz ze zmniejszong
zawartoscig DG.

Ponadto zaobserwowano duzg zmiennos$¢ w sktadzie ilosciowym lipidéw w obrebie
jednej grupy szczepéw, tj. szczepéw opornych lub wrazliwych, a nawet w obrebie tego
samego szczepu bakteryjnego, co wskazuje na duzg zmiennos$¢ fenotypowg komoédrek
bakteryjnych oraz na koniecznos$¢ analizy ekstraktow lipidow pochodzacych od wielu
szczepdéw, hodowanych w kilku powtdrzeniach w celu wyekstrahowania informacji na temat
réznic lipidomicznych miedzy szczepami bakteryjnymi.

Zaobserwowane rodznice w zawartosci lipidow moga odzwierciedlaé rdéznice w
metabolizmie lipidéw oraz w strukturze btony pomiedzy badanymi szczepami S. aureus
wrazliwymi i opornymi na antybiotyki. Uzyskane wyniki wskazujg, ze skfad lipidowy btony
komodrkowej oraz jej fizyczne wiasciwosci moga by¢ zwigzane z wystepowaniem opornosci na
antybiotyki i powinno by¢ przedmiotem dalszych badan na temat roli lipidow w

wystepowaniu tego zjawiska.
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6 Whnioski koncowe

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykorzystano techniki wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z wysokorozdzielczg spektrometrig mas (LC-Q-TOF-MS)
do analizy lipidomicznej komdrek szczepdw gronkowca ztocistego. Niecelowang lipidomike
zastosowano w celu okreslenia roéznic fenotypowych pomiedzy szczepami gronkowca
zfocistego, w kontekscie wystepowania zjawiska antybiotykoopornosci i stosowania
alternatywnych metod leczenia infekcji wywotywanych przez t3 bakterie (terapia
fotodynamiczna). Wykazanie rdéznic jakosciowych oraz ilosciowych lipidéw komodrkowych
pomiedzy szczepami gronkowca ztocistego dokonano poprzez poréwnanie lipidowych
odciskéw palca uzyskanych podczas analizy lipidomicznej ekstraktéw lipidéw z
wykorzystaniem techniki LC-Q-TOF-MS.

Gtéwne zatozenia pracy doktorskiej zrealizowano poprzez nastepujgce cele
czgstkowe:

e opracowanie i walidacje metodologii analitycznej umozliwiajgcej przeprowadzenie
analizy lipidomicznej ekstraktéw lipidow uzyskanych z komoérek gronkowca
ztocistego; ta cze$é badan obejmowata nastepujgce etapy analityczne: lize komorek
bakteryjnych, ekstrakcje lipidéw z lizatu bakteryjnego, analize LC-Q-TOF-MS ekstraktu
lipidéw w trybie SCAN, wyodrebnienie indywiduéw chemicznych z danych LC-MS,
przygotowanie danych do analizy chemometrycznej, analize statystyczng i
chemometryczng, identyfikacje lipidow rdéznicujgcych szczepy S. aureus,

e poréwnawczg analize lipidomiczng dwdch szczepdw S. aureus rdznigcych sie na
poziomie jednego, znanego genu niezwigzanego z metabolizmem lipidéw oraz o
roznej wrazliwosci na terapie fotodynamiczng (szczep referencyjny Newman oraz
szczep S. aureus z mutacjg genu HrtA, charakteryzujgcy sie wiekszg wrazliwoscig na
terapie fotodynamiczng),

e poréwnawczy analize lipidomiczna szczepow gronkowca ztocistego
charakteryzujgcych sie zréznicowanym stopniem wrazliwosci na wybrane antybiotyki
(metycylina, gentamycyna, erytromycyna, kwas fusydowy, ciprofloksacyna) z
wykorzystaniem opracowanej metodologii analitycznej, a takze identyfikacje lipidow
réznigcych sie zawartoscig pomiedzy badanymi szczepami S. aureus, o potencjalnym

znaczeniu dla wystepowania zjawiska opornosci na antybiotyki.
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