Che[@
Listy

www.chemicke-listy.cz

URCOVANI POLOH FU,NK(VjNiCH SKUPIN V ALIFATICKYCH RETEZCICH LIPIDU
A POLOH ALIFATICKYCH RETEZCU V ACYLGLYCEROLIPIDECH METODAMI

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Tento Elanek je vénovdn profesorovi Jifimu Barkovi u piileZitosti jeho 75. narozenin.

STEPAN STRNAD, VLADIMIR VRKOSLAV a JOSEF CVACKA

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha, Ceskd republika

Jjosef.cvacka@uochb.cas.cz

Doslo 2.10.24, ptijato 16.10.24.

Lipidy hraji kli¢ové role v mnoha biologickych procesech. Vétsina lipidii obsahuje dlouhé alifatické fetézce, jejichz
variabilni struktura pfispiva k rozmanitym fyzikalné-chemickym vlastnostem a biologickym funkcim téchto molekul.
Alifatické fetézce lipidd mohou byt rovné nebo rozvétvené, s dvojnymi ¢i trojnymi vazbami, ptipadné s riznymi funkénimi
skupinami. V poslednich letech doSlo k vyznamnému pokroku ve strukturni analyze lipidd pomoci hmotnostni
spektrometrie. Nové metody jsou zaloZeny na vyuziti netradi¢nich fragmentacénich technik a novych derivatiza¢nich reakei.
S jejich pomoci lze uréovat podrobnou strukturu alifatickych fetézcii, véetné uréeni polohy nasobnych vazeb, funkcnich
skupin a uspotfadani alifatickych fetézcti v komplexnich lipidech. Tento prehledovy clanek navazuje na dva predchozi,
které se zabyvaly ur€ovanim poloh dvojnych vazeb (Chem. Listy /77, 684 (2023), Chem. Listy 117, 747 (2023)). Tento
text je zaméten na urceni polohy methylového vétveni, kyslikatych funkénich skupin, karbocykli a stereospecifické polohy

acylového fetézce na glycerolu.
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1. Uvod

V poslednich desetiletich se hmotnostni spektrometrie
stala kliCovym néstrojem pro analyzu a charakterizaci bio-
molekul. Moderni hmotnostni spektrometrie diky citlivos-
ti, novym fragmenta¢nim technikdm a vysokému rozliseni
hmotnostnich spekter umoziuje detailni studium struktury
a slozeni smési lipidd. Vétveni alifatickych fetézct a pii-
tomnost funkénich skupin vyznamné ovliviiuje fyzikalné-
chemické vlastnosti lipidd, jako je napiiklad jejich polari-
ta, rozpustnost a schopnost tvofit membranové struktury.
Tyto zmény se mohou projevit v jejich biologické aktivité
a hrat klicovou roli pfi vzniku a vyvoji riznych patologic-
kych stavi, vcetné metabolickych a kardiovaskularnich
onemocnéni. Proto je dilezité mit k dispozici pokrocilé
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analytické nastroje, které umoziuji podrobny popis struk-
tury lipidl a jejich modifikaci. Tento ¢lanek pfedstavuje
piehled soucasnych metod hmotnostni spektrometrie pou-
zivanych k charakterizaci vétveni alifatického fetézce,
funkénich skupin lipidG a stereoizomerie na glycerolu.
Stru¢né shrnuti principti, vyhod a omezeni hlavnich metod
je uvedeno v tabulce I.

2. Methylové vétveni alifatickych retézci

Mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem (BCFA,
z angl. branched-chain fatty acid) s jednou nebo vice me-
thylovymi skupinami v fetézci se v biologickych vzorcich
vyskytuji pomémé asto' . Nejb&zngjsi BCFA maji me-
thylovou skupiny v poloze n-2 (iso) nebo n-3 (anteiso).
Tradi¢ni metody urovani poloh vétveni alifatickych fe-
tézcl jsou zalozeny na derivatizaci a nasledné GC-MS
analyze®. Nov&jsi postupy vyuzivaji LC-MS s elektrospre-
jovou ionizaci (ESI) a fragmentace vyvolané radikalovym
centrem (RDD, radical-driven dissociation)’ ' nebo frag-
mentace s odlehlym nabojem (CRF, charge remote frag-
mentation), ¢asto po zméné polarity prekurzorového iontu
(charge-switch)'*™".

https://doi.org/10.54779/ch120240594
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Tabulka I
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Hlavni metody pro charakterizaci vétveni alifatického fetézce, funkénich skupin lipida a stereoizomerie na glycerolu

Metoda Princip

Vyhody

Omezeni

fragmentace iniciovana
radikalem, ktera vede
ke Sté€peni vazeb C-C
nebo C-H

fragmentace iontd s pevné
lokalizovanym nabojem

Fragmentace vyvolana
radikalovym centrem
(RDD)

Fragmentace s odlehlym
nabojem (CRF)

Fotodisociace (UVPD) fragmentace iontl po jejich

interakci s UV zafenim

Disociace vyvolana
elektrony (EID)

fragmentace iontl po jejich
interakci s elektrony

lokalizace polohy vétveni
alifatického fetézce
a dalSich funk¢&nich skupin

lokalizace polohy methylo-
vych skupin; lze vyuzit
béZné dostupnou
fragmentacni techniku —
nizkoenergetickou CID

charakterizace polohy
funkcénich skupin obsahuji-
cich kyslik; vhodné pro
uréeni sn pozic

podrobna strukturni
charakterizace lipidli

vyzaduje derivatizaci
(I-AMPP’, ¢&inidla
obsahujici skupinu TEMPO
atd.)

vyzaduje derivatizaci
(AMPP’, [Mg(Terpy),]*",
atd.)

specidlni nakladna
instrumentace pro UVPD;
nizka vytéznost fragmentace

specialni nakladna
instrumentace pro EID;
nizka vytéznost fragmenta-
ce; spektra slozitych lipida
jsou naro¢na na interpretaci

Pfi RDD vznika z iontu se sudym poctem elektroni
radikalovy prekurzor, ktery se dale Stépi. Prekurzor
s lichym poctem elektronti lze vytvofit pomoci kolizné
indukované disociace (CID, collision-induced dissociati-
on) nebo fotodisociace ultrafialovym zafenim (UVPD,
ultraviolet photodissociation). Fragmenty radikalového
prekurzoru odpovidaji Stépeni jednotlivych C-C vazeb.
Pfitomnost methylového vétveni v fetézci se projevi naru-
Senim pravidelného vzoru, pficemZ mezi fragmenty vznika
mezera 28 Da. Dosud bylo navrzeno né¢kolik derivatd,
které poskytuji RDD rozvétvenych alifatickych fetézca.
Jedna z metod vyuzivd amidaci mastnych kyselin
o-benzylhydroxylaminem®. P¥ kolizni aktivaci eliminuji
lithné adukty téchto derivati benzylové radikaly. Vznikaji

nitroxidové radikal-kationty, které se nasledné rozkladaji
mechanismem RDD. Metoda byla pouzita pro LC-MS
analyzu BCFA ve vzorcich jagiho mléka a lidské plazmy®.
Lze také vyuZzit derivatizacni Cinidla obsahujici skupinu
TEMPO, jako je 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl ester 3-(2,2,6,6-
-tetramethylpiperidin- 1-yloxymethyl)pikolinové  kyseliny
(TPN) nebo 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl ester 5-(2,2,6,6-tetra-
methylpiperidin-1-yloxymethyl)nikotinové kyseliny (TBN).
Pfi nizkoenergetické CID se TEMPO eliminuje a tvoii
sem vodiku z fetézce na misto radikalu (obr. 1). Metoda
byla vyuzita pro studium modifikaci v bakterialnich fosfo-
ethanolaminech’.
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Obr. 1. CID MS2 spektrum fosfatidylethanolaminu PE 4Me-16:0/4Me-16:0 derivatizovaného pomoci TPN (2,5-dioxopyrrolidin-1-yl
esterem 3-(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yloxymethyl)pikolinové kyseliny). Upraveno dle cit.”. Fragmentace C-C vazeb
v alifatickych fetézcich je vyvolana radikalem po eliminaci skupiny TEMPO. Modrou a Sedou barvou jsou oznaceny série diagnostickych
iontd ve spektru a mista $tépeni alifatickych fetézct lipidu
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Radikalovy prekurzor lze vytvofit také fotodisociaci
nekovalentnich® nebo kovalentnich®'® derivati obsahuji-
cich aryl-jodovou vazbu. Po interakci t&chto derivath
s fotony o vlnové délce 266 nm dochézi k eliminaci jodu,
a vznikly fragment s lichym poctem elektrond dale frag-
mentuje mechanismem RDD. Piikladem nekovalentniho
derivatu je komplex fosfatidylcholinu s 4-jodo-benzoovou
kyselinou®. Kovalentni derivaty mastnych kyselin lze pii-
pravit napiiklad esterifikaci s 4-jodbenzylalkoholem®.
Fotodisociaci sodnych adukti téchto derivatd vznikaji
ionty [M + Na - I]™, které se déle $tépi za vzniku fragmen-
th urcujicich polohu methylového vétveni. Derivace pomoci
1-(3-(aminomethyl)-4-jodfenyl)pyridin-1-ia (I-AMPP") nabi-
zi kromé& moznosti strukturni analyzy alifatickych fetéz-
ct také vy3si citlivost detekce'®. Tato derivatizace byla
vyuzita napfiklad pro strukturni analyzu rozvétvenych
mastnych kyselin v lipidech v novorozeneckém mazku'’.
Ukinnost interakce s fotony zavisi na chemické struktuie
latek, proto je dilezité vyvinout derivatizacni Ccinidla
s vysokym vytézkem fotodisociace. V ramci zkoumani
vztahu mezi strukturou a aktivitou bylo pfipraveno ¢inidlo
NIBA  (N-(2-aminoethyl)-4-jodobenzamid)'?>.  Derivaty
mastnych kyselin s NIBA dosahuji vysoké uc¢innosti kon-
verze (97 %), coz umoziuje vyuziti fotodisociace pii
266 nm pro LC-MS analyzu mastnych kyselin.

Polohu methylovych vétveni lze urcit také s vyuzitim
fragmentaci s odlehlym ndbojem (CRF, charge remote
fragmentation), které probihaji u iontl s pevné lokalizova-
nym nabojem. Tyto reakce byly zpocatku sledovany
u rozvétvenych mastnych kyselin pomoci ionizace ostielo-
vanim urychlenymi atomy (FAB, fast atom bombardment)
na magnetickych sektorovych analyzatorech s vysokoener-
getickou CID (cit."'®). Dnes b&Zné& dostupné nizkoenerge-
ticka CID také umoziuje u nekterych iontt vyvolat CRF.
Napiiklad derivaity AMPP" umoznily charakterizaci me-
thylového vétveni v bakterialnich lipidech'>'. Dale byly
vyuZity bis-terpiridinové hofetnaté dikationty [Mg(Terpy).]*,
ato i vmetodé LC-MS? (cit."). Alternativou k tomuto
ligandu pro charakterizaci struktury mastnych kyselin je
[Mg(ttb-Terpy),]*", ktery naopak ztrdtou methylového
radikalu podporuje RDD fragmentaci'’.

3. Funkéni skupiny obsahujici kyslik
a karbocyklické slouc¢eniny

Kromé methylovych skupin obsahuji bioaktivni lipidy
také rizné funkéni skupiny s kyslikem a karbocyklické
struktury. Oxylipiny jsou strukturné riznorodé molekuly
s hydroxylovymi, epoxidovymi a dal§imi funk¢énimi skupi-
nami obsahujicimi kyslik, které hraji dalezitou roli jako
signalni molekuly pii zdnétu a dalSich biologickych proce-
sech'”?. LC-MS je metodou prvni volby pro analyzu oxy-
lipinti v rozli¢nych biologickych matricich®'**. Analytické
postupy obvykle vyuzivaji ESI v negativnim moédu, pfi-
¢emz nizsi citlivost v tomto moédu 1ze obejit derivatizaci,
napt. zavedenim perfluorobenzylové (PEB) skupiny®*2’.
MS? spektra zaporné& nabitych oxylipinovych iontd jsou
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strukturné specifickd a poskytuji informace o poloze sku-
pin obsahujicich kyslik. V ptipad¢ hydroxylové skupiny
obvykle dochazi k a-hydroxy Stépeni ve vinylové a/nebo
allylové poloze s prenosem protonu®*>’. Pro analyzu oxy-
lipind v pozitivnim mddu byla pouzita Siroka Skala deriva-
0*'73, veetné derivati N-(4-aminomethylfenyl)pyridinia
(AMPP")***%37 Ned4avno bylo demonstrovano vyuziti
derivatizace AMPP" pro analyzu oxylipinii v plazmé, séru
a buiikach pomoci necilené lipidomiky®®. CID derivatt
AMPP" byla rovn&Z pouzita k charakterizaci polymethylo-
vanych, hydroxyftyoceranovych a ftyoceranovych kyselin
v bakterialnich sulfolipidech®’. Fotodisociace a RDD frag-
mentace vedou ke specifickému Sté€peni vazeb uhlik-uhlik
sousedicich s hydroxylovymi skupinami, diky ¢emuz jsou
uzite¢né pro identifikaci mista hydroxylace v hydroxy-
mastnych kyselinach (HFA)****°. LC-MS? vyuzivajici
fotodisociaci pfi vlnové délce 266 nm umoziuje strukturni
identifikaci 4-I-AMPP"derivatizovanych eikosanoidi ze
skupiny hydroxyeikosatetraenovych kyselin (HETE)
a hydroxyeikosapentaenovych kyselin (HEPE)* (obr. 2).

HFA 1ze derivatizovat také 4-jodobenzoovou kyseli-
nou. RDD spektrum ziskané naslednou CID iontu [M +
Na - I]"" obsahuje dva produktové ionty, které charakteri-
zuji pozici hydroxylu na alifatickém fetézci®. Brodbelt
a spol. pouzili UVPD (193 nm) spektra téchto derivati ke
studiu hydroxylace acylovych fetézcl bakteridlnich gly-
cerofosfolipidii*® a ke strukturni charakterizaci lipopolysa-
charida®.

Dalsi dulezitou funkéni skupinou je esterova vazba
vznikla esterifikaci hydroxyskupiny v HFA karboxylovou
kyselinou. Poloha esterové vazby se Casto oznacuje polo-
hou vétveni*' a lipidy obsahujici tento strukturni motiv se
nazyvaji estolidy. Estery hydroxymastnych kyselin

(FAHFA) jsou skupinou estolidu s dilezitymi biologicky-
mi vlastnostmi. Jsou to endogenni bioaktivni lipidy s anti-
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Obr. 2. Fotodisociaéni hmotnostni spektrum 4-I-AMPP" deri-
vatu 5-hydroxyeikosatetraenové kyseliny (S-HETE). Uprave-
no dle cit.*. Fotodisociaci dochazi k oditépeni jodu za vzniku
radikalu, ktery vyvold Stépeni vazeb uhlik-uhlik sousedicich
s OH skupinou. Ionty uréujici polohu hydroxylové skupiny jsou
ve schématu a ve spektru naznaceny Cervené
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rové vazby vyrazné ovliviiuje jejich biologickou aktivitu.
Ke strukturni charakterizaci FAHFA se vétSinou vyuziva
CID zéporné nabitych iontl vytvofenych v ESI. Fragmen-
taéni MS? spektra obsahuji deprotonované mastné a hyd-
roxymastné kyseliny, a dale ionty odpovidajici jejich de-
hydrataci**™*. MS’® fragmentaci iontu hydroxy mastné
kyseliny nebo MS? fragmentaci pii vyssich energiich se ve
spektrech objevuji fragmentové ionty, které jsou specific-
ké pro polohu hydroxylové skupiny v HFA***7. FAHFA
odvozené od a-hydroxy mastné kyseliny poskytuji v MS?
spektrech” a MS? spektrech?” charakteristické fragmenty
neutralnich ztrat (46 Da). Podobné jako u vyse uvedenych
derivath derivatizace karboxylové skupiny FAHFA pomo-
ci &inidel AMPP" (cit.**"), 4-I-AMPP" (cit.’"), nebo di-
methylaminoethylaminu (DMED)****  zvysuje citlivost
detekce a spektra téchto derivati poskytuji fragmenty
kurCeni struktury. Kompletni charakterizace struktury
FAHFA, vcetné urceni délky mastnych kyselin, polohy
dvojnych vazeb a regioizomerie esterové vazby, 1ze pro-
vést fragmentaci produktti vzniklych reakci deprotonované
FAHFA a trisfenantrolinového hotecnatého komplexu
v plynné fazi**. Tyto experimenty byly provadény v modi-
fikovaném hybridnim hmotnostnim spektrometru s troji-
tym kvadrupélem/linearni iontovou pasti a se stiidavé
pfepinanou polaritou napéti nanoelektrospreje. Uprava
pfistroje umoznila vstup dikationtll ¢inidla i aniontl
FAHFA do hmotnostniho spektrometru a jejich reakci.

Cyklopropanové mastné kyseliny (CFA) vznikaji
in situ methylaci dvojnych vazeb nenasycenych mastnych
kyselin. CFA se casto vyskytuji v bakteriich, napft.
VE. coli”®. Charakterizace cyklopropylovych skupin
v alifatickych fetézcich lipidi mize byla provedena s vyu-
zitim UVPD-MS (cit.*®), RDD (cit.”'®), nebo inverze né-
boje v plynné fazi’’. V UVPD spektrech mizeme pozoro-
vat §tépeni vazby uhlik-uhlik na obou stranach cyklopro-
panového kruhu. Dvojice fragment vzdalenych od sebe
14 Da charakterizuje polohu cyklopropanového kruhu.
UVPD-MS s vinovou délkou 213 nm bylo pouzito k cha-
rakterizaci CFA a mykolovych kyselin v bakteridlnich
extraktech®®. RDD derivati I-AMPP" vedla ke 3tépeni
fetézce na obou stranach cyklopropanové ¢asti a poskytla
charakteristickou mezeru 40 Da mezi fragmentovymi
ionty'®. Lipidy derivatizované ¢&inidly obsahujicimi
TEMPO poskytovaly fragmenty odpovidajici Sté€peni va-
zeb na obou stranach cyklopropanového kruhu’ podobng
jako v UVPD-MS. K charakterizaci polohy cyklopropylu
v kardiolipinech E. coli byly negativné nabité prekurzoro-
vé ionty fragmentovany pomoci CID a vzniklé produkty
pak reagovaly s trisfenantrolinovymi dikationty hoi&iku®’.
CID takto vzniklého komplexu poskytla diagnostické frag-
menty pro urc¢eni polohy cyklopropanového kruhu.

4. Stereospecificka poloha acylového fetézce na
glycerolu

Glycerol sdm o sob& neni chiralni, ale rtizné substitu-
ce na jeho hydroxyskupinach zplsobuji, ze glycerolipidy
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jsou chiralni molekuly. Stereospecificky systém ¢islovani
definuje polohy substituentt jako sn-1, sn-2 a sn-3. Analy-
tické metody pro pfifazeni polohy substituentd jsou dile-
zité, protoze poloha acylovych skupin na glycerolu ovliv-
fluje biologické ucinky glycerolipidli. Analyza miize zahr-
novat kroky, které umozinuji separaci stereoizomertl, na-
priklad stereoselektivni §tépeni mastnych acyld enzymy
jako je fosfolipasa A2 (cit.”®) nebo separaci pomoci chro-
matografie &i iontové mobility™ 2. Vétsina metod je ome-
zena na rozliSeni sekundarni polohy od primarni (sn-2
vs. sn-1/3). Pti fragmentaci v hmotnostnim spektrometru
je Stépeni mastnych kyselin z poloh sn-7 a sn-3 stejné
vyhodné, a pravdépodobné&jsi nez ztrata z polohy sn-2.
K rozliSeni substituentll sn-2 od sn-1/3 lze tedy vyuzit
relativni intenzity fragmenta®. Napiiklad fosfatidylcholi-
nové sn-izomery lze rozlisit a kvantifikovat porovnanim
intenzit fragmentti pozorovanych v UVPD a CID spek-
trech dvojnasobné nabitych molekulovych aduktt s kovy
([PC + Fe]*")*. Hsu a Turk podrobn& zkoumali nizkoener-
getické CID procesy vedouci k regiospecifickym fragmen-
tacim mastnych kyselin v glycerofosfolipidech®®’. Tan-
demova hmotnostni spektra deprotonovanych molekul
a molekulovych aduktd s riznymi alkalickymi kovy po-
skytla podrobné strukturni informace vcetné identifikace
polarni hlavy fosfolipidu, acylovych substituentti a jejich
sn pozic ur¢enych z relativnich intenzit fragmentt. Adukty
fosfolipidt s alkalickymi kovy (napt. Li*, Na") poskytuji
intenzivni fragmenty odpovidajici neutralni ztraté polarni
hlavi¢ky. U fosfatidylcholinti probih4 eliminace této sku-
piny ptes meziprodukt s péticlennym kruhem, ¢imz vznika
fragment s 1,3-dioxolanovym kruhem spojenym s sn-2
acylovym fetézcem nové vytvorenou dvojnou vazbou
(obr. 3a). Alternativni cesta mize vést k 1,3-dioxanovym
fragmenttim (obr. 3b)°, nicméné se ukazuje, Ze prevazné
vznikaji 1,3-dioxolanové izomery®. Struktura téchto frag-
mentl byla neddvno potvrzena pomoci kryogenni infracer-
vené spektrometrie®.

Vyuziti relativnich intenzit fragmentacnich iontl pro
pfifazeni mastnych kyselin k sn pozicim nemusi byt vzdy
spolehlivé, protoze intenzity iontl jsou ovlivnény struktu-
rou mastnych acylovych fetézcl a polarni hlavickou lipi-
du. Intenzity iontd ovliviluje i typ piistroje a velikost ko-
lizni energie. Proto se ve spektrech hledaji unikatni frag-
menty pro jednoznatnou identifikaci regioizomert’® "%,
Ionty s 1,3-dioxolanovym motivem jsou vhodnym cilem
pro dalsi fragmentaci. Brodbelt a spoluautofi ptedstavili
MS?® metodu, kterd vyuziva HCD v kombinaci s UVPD
(193 nm) pro piitazeni sn pozic v glycerofosfolipidech™.
Produktovy iont ztraty polarni hlavicky lipidu vytvofeny
pfi HCD je aktivovan UV fotony. Mastna kyselina v polo-
ze sn-1 poskytuje allylesterovy fragment vznikajici fotoly-
tickym S$t€penim pres dioxolanovou ¢ast. Mensi pik gene-
rovany jinym fotolytickym $tépenim urcuje mastnou kyse-
linu v poloze sn-2 (obr.4). Metoda byla testovana pro
rtizné fosfolipidy a integrovana do LC-MS? analyzy”’.

Kombinace epoxidace pomoci m-CPBA ve spojeni
s LC-MS® byla vyuzita kuréeni polohy dvojné vazby
a sn pozice fosfolipidt”. Dvojna vazba 1,3-dioxolanového
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Obr. 3. Ztrata polarni hlavitky fosfatidylcholinu z aduktu [PC + Na]* p¥i nizkoenergetické CID. Upraveno dle cit.®®. Eliminace
cyklického ethylenfosfatu vede ke vzniku fragmentu s 1,3-dioxolanovym kruhem spojenym s sn-2 acylovym fetézcem nové vytvoienou
dvojnou vazbou (a). Alternativni cesta muze vést k 1,3-dioxanovym fragmentim (b)

fragmentu mulize reagovat s ozonem, ¢ehoz lze vyuzit jako
dalsiho zpusobu identifikace sn izomert. Tento zpisob
uréeni sn poloh byl aplikovany na sodné adukty aduktii
fosfolipidi v hmotnostnim spektrometru s lineérni ionto-
vou pasti’'. 1,3-dioxolanovy fragment z CID byl nasledné
podroben disociaci vyvolané ozonem (OzID, ozone-
induced dissociation). Aktivace 1,3-dioxolanovych frag-
mentt z lipidd derivatizovanych Paterno-Biichiho ¢ini-
dlem (PB) také umoziiuje pfifazeni mastnych kyselin
k sn pozicim™. Ma a spolupracovnici pouzili 2-acetyl-
pyridin (2-AP) jako PB ¢inidlo pro nenasycené glycero-
fosfolipidy. Vyhodou 2-AP je jeho vysoka afinita k sodi-
ku. Aktivace 1,3-dioxolanového fragmentu 2-AP derivatu
poskytuje fragmenty, které charakterizuji sn pozice mast-
nych kyselin na glycerolu a polohy dvojnych vazeb v fe-

319.3 3353

n-2

tézcich. Tuto metodu lze snadno implementovat do lipido-
mické analyzy'>.

Pro regiospecifickou analyzu mastnych acylti ve fos-
fatidylcholinech mize byt dostadujici MS?, pokud jsou
fragmentovany adukty s hydrogenuhli¢itanovym anion-
tem’*. Jejich fragmentace iniciovand ztritami H,COs
a N,N-dimethylaminomethylového radikdlu pokracuje
eliminaci mastné kyseliny z polohy sn-2. Vznikly frag-
mentovy iont obsahuje acyl z polohy sn-1, ¢imzZ se jedno-
znaéné identifikuji sn izomery. Tuto metodu lze snadno
implementovat do LC-MS analyzy, pokud se do mobilni
faze prida hydrogenuhli¢itan amonny ™. V navazujici praci
bylo zjisténo, ze pfi fragmentaci dochazi také ke vzniku
iontl, které maji potencial pro zjisténi polohy dvojné vaz-
by a methylového vétveni. V kombinaci s LC-MS analy-

PC 16:0/18:1(n-9)

sn-1
461.4
— X3 x20.48%4
A6 599.5

1(A) 319.3 480.4
% 80 PC 16:0/18:1(n-9)
£ 1 m/z 782.5
8 60 466.4 HCD
£ 401 R4~ miz 599.5
& 335. o UVPD
Sl 2033 [3ass | F [4854

oL 2772 | Al .

Obr. 4. HCD/UVPD MS? spektrum sodného aduktu fosfatidylcholinu PC 16:0/18:1 (n-9). Upraveno dle cit.”’. Produktovy iont, ktery
vznikl pti HCD ztratou polarni hlavicky lipidu, je dale aktivovan UV fotony. Mastna kyselina v poloze sn-1 poskytuje allylesterovy frag-
ment fotolytickym Stépenim pies dioxolanovou ¢ast. Mensi pik z jiného fotolytického $tépeni identifikuje mastnou kyselinu v poloze sn-2

598



S. Strnad a spol.

TAG 16:0/16:0/18:1(n-92)

Chem. Listy 718, 594-601 (2024)

"
100% (16:0)31 54 [M+Na]
319.26°7 599.50 855.74
son] 30529\ /34597 56048~ 57348 [60051
(16:0)| |/ (18:1) [M+Na]** !
347.25 42787 ‘ L [6‘549 75662
0% | e e N e e e dige]. Gn-ge
300 35 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
TAG 16:0/18:1(n-92)/16:0
_— [M+Na]*
1 x
° S1929 qg;g; 599,50 85574
32124 600.50
50% 2
[331.26 bpsdiid 57348 ’( F‘”‘ 75662
0% | (18:1) ] il lk 14 A B s ] Sy ol
300 35 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

o) o}
sn-3 /g?;/m sn-3
o) o o
sn-1 dublet sn-2 singlet sn-3 dublet
O o
§ \/\/\[/ ’ | Na*
sn-2 o‘ Na sn-2 o| Na sn-2 ¢ a

Obr. 5. EID MS? spektra sodikovych adukti triacylglycerolovych regioizomeri TG 16:0/16:0/18:1 (n-9Z), TG 16:0/18:1
(n-97)/16:0. Upraveno dle cit.”®. Spektra poskytuji dvé odligné skupiny piki, singlety a dublety liici se o 2 Da. Singletovy pik identifiku-
je acylovy fetézec v poloze sn-2 (oznaceno Cervené), dubletové piky charakterizuji acylové fetézce v polohach sn-1 a sn-3 (oznaceno

modre a zeleng)

zou byla tato metoda pouzita pro charakterizaci lysos-
fatidylcholint v lidské plazmé’.

Pfi disociaci indukované elektrony (EID, electron-
induced dissociation) interaguji ionty lipidd se svazkem
elektrond, pfi¢emz vznikaji diagnostické fragmenty (viz
kapitola 4 ¢asti II ¢lanku Urceni poloh nasobnych vazeb v
lipidech pomoci hmotnostni spektrometrie’®). Spektra EID
poskytuji téméf uplnou strukturni charakterizaci lipidd, jak
bylo prokdzdno u fosfatidylcholind’®, sfingomyelint’’
a triacylglyceroltt™®. Fragmenty glycerolipidéi vznikajici
v mistech Stépeni glycerolové ¢asti charakterizuji regioi-
zomery. Napfiklad EID spektra triacylglycerolt poskytu;ji
dvé odlisné skupiny pikt, singlety a dublety lisici se
0 2 Da. Zatimco singletovy pik identifikuje acylovy feté-
zec v poloze sn-2, dubletové piky charakterizuji acylové
tetézce v polohach sn-1 a sn-3 (obr. 5).

5. Zavér

V tomto piehledovém clanku jsme se zaméfili na
nové metody pro podrobnou analyzu struktury lipida se
zvlaStnim dirazem na charakterizaci vétveni, vybranych
funkénich skupin a stereoizomerie na glycerolu. Pokrocilé
analytické postupy, jako jsou nové fragmentacni techniky
a nové derivatizacni postupy ve spojeni s tandemovou
a vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii nabizeji
nové moznosti strukturni analyzy. Nékteré metody lze
vyuzit pro charakterizaci rtznych strukturnich motivl
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v alifatickych fetézcich lipidd, napiiklad pro charakteriza-
ci vétveni i poloh nasobnych vazeb ze stejného hmotnost-
niho spektra.

Dalsi rozvoj strukturni analyzy lipidd bude nepo-
chybné spjat s technologickymi pokroky v hmotnostni
spektrometrii. Lze ocekavat nejen vyssi rozliSeni a citli-
vost hmotnostnich spektrometrti, ale i $ir$i vyuziti novych
aktivatnich metod, jako jsou EID a UVPD. Castgjii inte-
grace iontové mobility umozni separaci lipidi na zakladé
jejich tvaru pfed hmotnostné-spektrometrickou analyzou.
Nové zptisoby derivatizace lipidii zvysi G¢innost ionizace
fe. VSechny tyto inovace vyrazné zlepsi analyzu lipida ve
slozitych biologickych vzorcich, coz pomize k lepSimu
pochopeni jejich biologickych funkci. Nové ptistupy mo-
hou vést k dilezitym objeviim v oblasti biologie lipidd,
naptiklad k lep§imu pochopeni nemoci spojenych s lipido-
vym metabolismem a k vyvoji novych terapii.

Podporeno projektem Narodniho institutu pro vy-
zkum metabolickych a kardiovaskularnich onemocneni
(Program EXCELES, ID: LX22NP0O5104) — Financovano
Evropskou unii — Next Generation EU.

LITERATURA
1. Ran-Ressler R. R., Devapatla S., Lawrence P., Brenna

J. T.: Pediatr. Res. 64, 605 (2008).
2. Oku H., Nakanishi T., Kumamoto K., Chinen I.:



S. Strnad a spol.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Comp. Biochem. Physiol. B 96, 475 (1990).

. Zhang W., Jian R., Zhao J., Liu Y., Xia Y.: J. Lipid

Res. 63, 100219 (2022).

. Ran-Ressler R. R., Lawrence P., Brenna J. T.: J. Lipid

Res. 53, 195 (2012).

. Pham H. T., Ly T., Trevitt A. J., Mitchell T. W.,

Blanksby S. J.: Anal. Chem. 84, 7525 (2012).

. Pham H. T., Trevitt A. J., Mitchell T. W., Blanksby S.

J.: Rapid Commun. Mass Spectrom. 27, 805 (2013).

. Lin Q., Li P, Jian R., Xia Y.: J. Am. Soc. Mass

Spectrom. 33, 714 (2022).

. Jian R., Zhao X., Lin Q., Xia Y.: Analyst /47, 2115

(2022).

. Zhao X., Xia Y.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. 32, 560

(2021).

Nsiah S. T., Fabijanczuk K. C., McLuckey S. A.:
Rapid Commun. Mass Spectrom. 38, €9741 (2024).
Zhao J., Qiao L., Xia Y.: J. Am. Soc. Mass Spectrom.
34,2394 (2023).

Narreddula V. R., McKinnon B. 1., Marlton S. J. P.,
Marshall D. L., Boase N. R. B., Poad B. L. J., Trevitt
A. J., Mitchell T. W., Blanksby S. J.: Analyst /46,
156 (2021).

Tatituri R. V. V., Wolf B. J., Brenner M. B., Turk J.,
Hsu F. F.: Anal. Bioanal. Chem. 407, 2519 (2015).
Flentie K. N., Stallings C. L., Turk J., Minnaard A. J.,
Hsu F. F.: J. Lipid Res. 57, 142 (2016).

Randolph C. E., Beveridge C. H., Iyer S., Blanksby S.
J., McLuckey S. A., Chopra G.: J. Am. Soc. Mass
Spectrom. 33,2156 (2022).

Narreddula V. R., Boase N. R., Ailuri R., Marshall D.
L., Poad B. L. J,, Kelso M. J., Trevitt A. J., Mitchell
T. W., Blanksby S. J.: Anal. Chem. 91, 9901 (2019).
Jensen N. J., Gross M. L.: Lipids 21, 362 (1986).
Contado M. J., Adams J.: Anal. Chim. Acta 246, 187
(1991).

Funk C. D.: Science 294, 1871 (2001).

Berglund L.: Am. J. Clin. Nutr. 78, 353 (2003).
Gladine C., Ostermann A. 1., Newman J. W., Schebb
N. H.: Free Radicals Biol. Med. /44, 72 (2019).
Thakare R. a 10 spoluautor: Biomed. Chromatogr.
32,4102 (2018).

Puppolo M., Varma D., Jansen S. A.: J. Chromatogr.
B: Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 964, 50 (2014).
Mesaros C., Blair I. A.: Metabolites 2, 337 (2012).
Murphy R. C., Barkley R. M., Zemski Berry K., Han-
kin J., Harrison K., Johnson C., Krank J., McAnoy A.,
Uhlson C., Zarini S.: Anal. Biochem. 346, 1 (2005).
Yang J., Schmelzer K., Georgi K., Hammock B. D.:
Anal. Chem. 81, 8085 (2009).

Chocholouskova M., Jirasko R., Vrana D., Gaték J.,
Melichar B., Hol¢apek M.: Anal. Bioanal. Chem. 471,
1239 (2019).

Lee S. H., Williams M. V., DuBois R. N,, Blair I. A.:
Rapid. Commun. Mass Spectrom. /7, 2168 (2003).

Di Giovanni J. P., Barkley R. M., Jones D. N. M.,
Hankin J. A., Murphy R. C.: J. Am. Soc. Mass
Spectrom. 29, 1231 (2018).

600

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.
44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Chem. Listy 718, 594-601 (2024)

Yuan Z. X., Majchrzak-Hong S., Keyes G. S., ladaro-
la M. J., Mannes A. J., Ramsden C. E.: Anal. Bioanal.
Chem. 410, 6009 (2018).

Bollinger J. G., Thompson W., Lai Y., Oslund R. C.,
Hallstrand T. S., Sadilek M., Turecek F., Gelb M. H.:
Anal. Chem. 82, 6790 (2010).

Sun D., Meng X., Ren T., Fawcett J. P., Wang H., Gu
J.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. 29, 1365 (2018).

Liu X., Moon S. H., Mancuso D. J., Jenkins C. M.,
Guan S., Sims H. F., Gross R. W.: Anal. Biochem.
442,40 (2013).

Narreddula V. R., Sadowski P., Boase N. R. B., Mar-
shall D. L., Poad B. L. J., Trevitt A. J., Mitchell T.
W., Blanksby S. J.: Rapid Commun. Mass Spectrom.
34, (2020).

Bollinger J. G., Naika G. S., Sadilek M., Gelb M. H.:
J. Lipid Res. 54, 3523 (2013).

Meckelmann S. W., Hellhake S., Steuck M., Krohn
M., Schebb N. H.: Prostaglandins Other Lipid Media-
tors 130, 8 (2017).

Hsu F. F.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. 27, 622
(2016).

Hellhake S., Meckelmann S. W., Empl M. T.,
Rentmeister K., Wissdorf W., Steinberg P., Schmitz
0. J., Benter T., Schebb N. H.: Anal. Bioanal. Chem.
412, 5743 (2020).

Madsen J. A., Cullen T. W., Trent M. S., Brodbelt J.
S.: Anal. Chem. 83, 5107 (2011).

Blevins M. S., James V. K., Herrera C. M., Purcell A.
B., Trent M. S., Brodbelt J. S.: Anal. Chem. 92, 9146
(2020).

Brejchova K., Balas L., Paluchova V., Brezinova M.,
Durand T., Kuda O.: Prog. Lipid Res. 79, 101053
(2020).

Butovich 1. A., Wojtowicz J. C., Molai M.: J. Lipid
Res. 50, 2471 (2009).

Kuda O. a 11 spoluautorti: Diabetes 65, 2580 (2016).
Kolar M. J., Nelson A. T., Chang T., Ertunc M. E.,
Christy M. P., Ohlsson L., Harrod M., Kahn B. B.,
Siegel D., Saghatelian A.: Anal. Chem. 90, 5358
(2018).

Ma Y., Kind T., Vaniya A., Gennity 1., Fahrmann J.
F., Fiehn O.: J. Cheminform. 7, 53 (2015).

Marshall D. L., Saville J. T., Maccarone A. T., Ailuri
R., Kelso M. J., Mitchell T. W., Blanksby S. J.: Rapid
Commun. Mass Spectrom. 30, 2351 (2016).

Gowda S. G. B., Liang C., Gowda D., Hou F., Ka-
wakami K., Fukiya S., Yokota A., Chiba H., Hui S.
P.: Rapid Commun. Mass Spectrom. 34, e8831
(2020).

Hu T., Lin M., Zhang D., Li M., Zhang J.: Anal. Bio-
anal. Chem. 410, 7415 (2018).

VavruSova A., Vrkoslav V., Plavka R., Bosakova Z.,
Cvacka J.: Anal. Bioanal. Chem. 472, 2291 (2020).
Hu C., Wang M., Duan Q., Han X.: Anal. Chim.
Acta. 1105, 105 (2020).

Hancock S. E. a 12 spoluautort: J. Lipid. Res. 59,
1510 (2018).



S. Strnad a spol.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.
66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Zhu Q. F,, Yan J. W., Gao Y., Zhang J. W., Yuan B.
F., Feng Y. Q.: J. Chromatogr. B Analyt. Technol.
Biomed. Life Sci. 1061, 34 (2017).

Zhu Q. F., Yan J. W., Zhang T. Y., Xiao H. M., Feng
Y. Q.: Anal. Chem. 90, 10056 (2018).

Randolph C. E., Marshall D. L., Blanksby S. J.,
McLuckey S. A.: Anal. Chim. Acta 31, 1129 (2020).
Jiang X., Duan Y., Zhou B., Guo Q., Wang H., Hang
X., Zeng L., Jia J., Bi H.: J. Bacteriol. 201, 374
(2019).

Blevins M. S., Klein D. R., Brodbelt J. S.: Anal.
Chem. 91, 6820 (2019).

Randolph C. E., Shenault D. S. M., Blanksby S. J.,
McLuckey S. A.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. 32, 455
(2021).

Mouchlis V. D., Chen Y., McCammon J. A., Dennis
E. A.: J. Am. Chem. Soc. 740, 3285 (2018).

Kawana H., Kano K., Shindou H., Inoue A., Shimizu
T., Aoki J.: Biochim. Biophys. Acta. Mol. Cell Biol.
Lipids /864, 1053 (2019).

Groessl M., Graf S., Knochenmuss R.: Analyst 740,
6904 (2015).

Bowman A. P., Abzalimov R. R., Shvartsburg A. A.:
J. Am. Soc. Mass Spectrom. 28, 1552 (2017).
Maccarone A. T., Duldig J., Mitchell T. W., Blanksby
S. J., Duchoslav E., Campbell J. L.: J. Lipid Res. 55,
1668 (2014).

Laakso P.: Eur. J. Lipid Sci. Tech. 104, 43 (2002).
Becher S., Esch P., Heiles S.: Anal. Chem. 90, 11486
(2018).

Hsu F. F., Turk J.: J. Mass Spectrom. 35, 596 (2000).
Hsu F. F., Turk J.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. /4,
352 (2003).

Hsu F. F., Turk J.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. /6,
1510 (2005).

Becher S., Berden G., Martens J., Oomens J., Heiles
S.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. 32, 2874 (2021).
Kirschbaum C., Greis K., Polewski L., Gewinner S.,
Schoéllkopf W., Meijer G., von Helden G., Pagel K.: J.
Am. Chem. Soc. 143, 14827 (2021).

Williams P. E., Klein D. R., Greer S. M., Brodbelt J.
S.: J. Am. Chem. Soc. 739, 15681 (2017).

Pham H. T., Maccarone A. T., Thomas M. C., Ca-
mpbell J. L., Mitchell T. W., Blanksby S. J.: Analyst
139,204 (2014).

Ma X. X., Zhang W. P, Li Z. S., Xia Y., Ouyang Z.:
Accounts Chem. Res. 54, 3873 (2021).

Cao W., Tan J.: Chinese J. Anal. Chem. 51, 100290
(2023).

Chem. Listy 718, 594-601 (2024)

74. Zhao X., Zhang W., Zhang D., Liu X., Cao W., Chen
Q., Ouyang Z., Xia Y.: Chem. Sci. J. 10, 10740
(2019).

75. Strnad S., Vrkoslav V., Cvacka J.: Chem. listy 777,
747 (2023).

76. Campbell J. L., Baba T.: Anal. Chem. 87, 5837
(2015).

77. Baba T., Campbell J. L., Le Blanc J. C. Y., Baker P.
R. S.:J. Lipid Res. 57, 858 (2016).

78. Baba T., Campbell J. L., Le Blanc J. C. Y., Baker P.
R. S.:J. Lipid Res. 57, 2015 (2016).

S. Strnad, V. Vrkoslav, and J. Cva¢ka (Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry, Czech Academy of
Sciences, Prague, Czech Republic): Locations of Func-
tional Groups in the Aliphatic Chains of Lipids and the
Arrangement of Aliphatic Chains within Acyl-
glycerolipids by the Methods of Mass Spectrometry

Lipids play key roles in many biological processes.
Most lipids contain long aliphatic chains whose variable
structure contributes to diverse physicochemical proper-
ties and biological functions of these molecules. The ali-
phatic chains of lipids can be straight or branched, with
double or triple bonds, or with various functional groups.
In recent years, mass spectrometry has made significant
progress in the structural analysis of lipids. New methods
are based on unconventional fragmentation techniques and
new derivatization reactions. They can be used to deter-
mine the detailed structure of aliphatic chains, including
the position of multiple bonds, functional groups, and the
arrangement of aliphatic chains in complex lipids. This
review article is a follow-up to two previous articles that
dealt with the determination of double bond positions
(Chem. Listy /17, 684 (2023), Chem. Listy 117, 747
(2023)). Here, we focus on determining the position of
methyl branching, oxygen-containing functional groups,
carbocyclic structures, and the stereospecific position of
the acyl chain on glycerol.

Keywords: carbocyclic compounds, fragmentation, func-
tional groups, lipids, methyl branching, sn-positions,
structural analysis
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