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ABSTRACT

Mass spectroscopy has grown enormously over the past century and its
variations are used in many fields. One of the methods used to ionize particles is to
irradiate the sample with laser radiation. This methods are called laser
desorption/ionization techniques and they have great potential for diagnostic
applications. Thanks to the so-called soft ionization, direct analysis of a wide
variety of compound classes can be used for rapid profiling. Lipids are a diverse
group of metabolites that share a common feature of having a hydrophobic
fragment. They play an important role in various cellular processes. Changes
in lipidome correlate with the symptoms of various diseases. The observation of
abnormalities in lipid metabolism is especially important in cancers diagnosed
in many patients - such as prostate cancer. Monitoring the level of key biomarkers
in the development of a given disease will allow for an earlier correct diagnosis
and the use of individual treatment.

This short review presents the issues of prostate cancer and the applicability
of laser desorption/ionization techniques to identify lipid biomarkers that can be
used for rapid identification.

Keywords: laser desorption/ionization, lipids, biomarker, prostate cancer
Stowa kluczowe: laserowa desorpcja/jonizacja, lipidy, biomarker, rak prostaty
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— 9-aminoakrydyna

— estry cholesterolu

— diacyloglicerole

—kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy

— desorpcja/jonizacja na krzemie porowatym (ang. desor-
ption/ionization on silicon)

— kwasy thuszczowe

— kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy

— wysokiej rozdzielczosci laserowa desorpcja/jonizacja
wspomagana matryca

— laserowa desorpcja/jonizacja

— laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana matryca (ang.
matrix-assisted laser desorption/ionization)

— eter metylo-tert-butylowy

— mezo-tetrakis(pentafluorofenylo)porfiryna

— laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana nanostruktu-
rami (ang. nanostructure-assisted laser desorption/ ioniza-
tion)

— kwas fosfatydowy

— fosfatydylocholina

— fosfatydyloetanoloamina

— fosfatydyloinozytol

— fosfatydyloseryna

— fosfolipidow

— antygen specyficzny dla prostaty

— kwas sinapinowy

— laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana powierzchnio-
wo (ang. surface-assisted laser desorption/ionization)

— powierzchniowo wzmocniona laserowa desorpcja/joniza-
cja (ang. surface-enhanced laser desorption/ionization)

— nasycone kwasy tluszczowe

— triacyloglicerole
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WPROWADZENIE

Lipidy, to zréznicowana grupa metabolitow, ktorej cecha wspolna jest posiadanie
fragmentu hydrofobowego [1]. Na podstawie obecnosci grup ketoacylowych
i izoprenowych lipidy mozna sklasyfikowa¢ na osiem grup: kwasy tlhuszczowe (FA),
glicerolipidy, glicerofosfolipidy, sfingolipidy, lipidy sterolowe, lipidy prenolowe,
sacharolipidy 1 poliketydy. Pomimo tej niezwyklej rdéznorodnosci, gltdownym
skfadnikiem strukturalnym kazdej grupy lipidow sa kwasy thuszczowe [2]. Czasteczka
kwasow tluszczowych zbudowana jest z alifatycznego tancucha oraz polarnej grupy
karboksylowej. Poszczegdlne czasteczki kwasow tluszczowych roznia sie liczba
atoméw wegla, a co za tym idzie, dilugoscia tancucha acylowego oraz liczba
i potozeniem wigzan wielokrotnych. W odniesieniu do ich struktury, kwasy tluszczowe
mozna sklasyfikowaé na nasycone (SFA), czyli takie, ktore nie posiadaja podwojnych
wigzan w weglowodorowych ,,ogonach” oraz nienasycone kwasy tluszczowe, ktore
zawieraja co najmniej jedno wiazanie podwojne [3]. FA stanowia budulec dla bardziej
ztozonych lipidow, w tym fosfolipidow (PL), ktére razem z cholesterolem
i sfingolipidami sa glownymi sktadnikami blon komodrkowych. Ponadto, ich
wystepowanie w komorkach organizméw zywych odpowiada m. in. za magazynowanie
energii (thuszcze, oleje), przebieg szlakow metabolicznych (hormony, sterydy, czes$é
witamin) oraz przenoszenie tlenu/elektrondw (hem) [1].

Czasteczka lipidu Dwuwarstwa lipidowa Blona komérkowa

‘3 hydrofilowa
¥ glowa

hydrofobowy
ogon

Rysunek 1. Schemat budowy blony komorkowe;j
Figure 1. Diagram of the structure of the cell membrane

1. METODY EKSTRAKCJI LIPIDOW

W badaniach lipidomicznych, etap przygotowania probki warunkuje
poprawnos$¢ i wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Obejmuje ekstrakcje
metabolitow z matryc biologicznych, dzigki zastosowaniu organicznych
i nieorganicznych rozpuszczalnikéw w odpowiednich proporcjach. Uktad
rozpuszczalnikow powinien ekstrahowaé lipidy w czystej postaci, bez
wprowadzania zanieczyszczen innych niz o charakterze lipidowym (m. in. cukry,
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peptydy, aminokwasy), ktére moga zosta¢ uwigzione w micelach lipidowych i tym
samym przeniesione do warstwy organicznej. Ponadto, zastosowana mieszanina
rozpuszczalnikéw ma na celu oddzieli¢ i dezaktywowaé wszelkie enzymy
lipolityczne, ktére moglyby doprowadzi¢ do rozktadu lipidéw, uzyskanych na
drodze ekstrakcji. Rozpuszczalniki polarne stosowane s3 do dysocjacji
amfipatycznych komplekséw lipidowych z bton komdrkowych (takie rodzaje
lipidow nie rozpuszczaja sie¢ zwykle w niepolarnych rozpuszczalnikach). Warto
jednak nadmieni¢, ze zbyt polarny uklad rozpuszczalnikow moze zakldcic
ekstrakcje lipidéw niepolarnych lub spowodowaé reakcje chemiczng z innymi
klasami lipidow (m.in. z triacyloglicerolami). Odzysk lipidomu przy uzyciu
rozpuszczalnikéw do ekstrakcji typu ciecz-ciecz zalezy na ogo6t od rodzaju
stosowanej matrycy (np. komorki, osocze, tkanki, material roslinny) i skutecznego
rozdzielenia klas lipidow w warstwie organicznej [3].

Powszechnie stosowane sa trzy metody ekstrakcji: metoda Folcha, Bligh-
Dyer’a i Matyasha. Metoda Folcha zostata opracowana w 1951 roku w celu
izolacji lipidow z tkanek mozgu. Technika ta wykorzystuje dwufazowy uktad
rozpuszczalnikéw skladajacy sie z chloroformu/metanolu/wody w stosunku
objetosciowym 8:4:3 (v/v/v) [4]. Pierwszy etap obejmuje ekstrakcje typu ciato
stale-ciecz, za$ drugi ekstrakcje typu ciecz-ciecz. Prébka biologiczna jest
poczatkowo homogenizowana w jednofazowej mieszaninie chloroform
/metanol/woda. W drugim etapie dodanie wigkszej iloSci wody, powoduje
spontaniczne utworzenie uktadu dwufazowego. Wstepnie wyekstrahowana
mieszanina biomolekut zostaje podzielona na dwie fazy: pierwsza z nich stanowi
faza organiczna bogata w substancje organiczne, druga za$ faza wodna, zawierajaca
inne zwiazki rozpuszczalne w wodzie na przyktad: cukry, bialka [5]. Metoda Bligh
& Dyer'a (B&D) wykorzystuje uklad rozpuszczalnikéw skladajacy si¢ podobnie
jak w przypadku metody Folcha z chloroformu, metanolu oraz wody, jednak
w stosunku 2:2:1,8 (v/v/v), co redukuje ilos¢ wykorzystywanego chloroformu.
Metoda ta zostata opracowana w 1959 roku przez E. G. Bligha i W. J. Dyer'a jako
szybka procedura izolacji lipidow z miesni ryb [6]. Dzigki prostocie wykonania,
obie metody sg nadal szeroko stosowane do oznaczania lipidow w biopaliwach,
laboratoriach ~ szpitalnych, farmaceutycznych czy spozywczych. Jednakze,
konieczno$¢ zastosowania chloroformu, bedacego zwigzkiem wysoce toksycznym
i kancerogennym, czyni te metody nieodpowiednimi do stosowania na duzg skale
[5].

W 2008 roku opracowana zostala nowa, alternatywna metoda ekstrakcji
lipidow- metoda Matyasha, ktora stanowi udoskonalenie wyzej wspomnianych
metod [7]. Zastosowanie nietoksycznego eteru metylo-tert-butylowego (MTBE)
stanowi alternatywe dla chloroformu. Wykorzystanie MTBE jako rozpuszczalnika
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jest bezpieczniejsze i umozliwia redukcje stosowania niebezpiecznych substancji
chemicznych w laboratoriach [8]. Kolejng przewaga MTBE nad chloroformem jest
jego nizszy koszt i wyzsza stabilnos¢. Ponadto, jest bardziej polarny, przez co w
wigkszym stopniu miesza sie z woda bez separacji faz. W konsekwencji faza
organiczna zawiera wigcej wody i tym samym poprawia skutecznos¢ ekstrakeji dla
poszczegolnych klas lipidéw o charakterze kwasowym [6]. Stosunek objetosciowy
MTBE/MeOH/H,0 dla metody Matyasha wynosi odpowiednio 10:3:2,5 (v/v/v) [9].
W metodzie Matyasha, faza organiczna stanowi gérng warstwe, dzieki czemu
ryzyko zanieczyszczenia probki jest zredukowane [6]. Wykazano, Zze metode ta
cechuje wyzsza specyficzno$¢ wzgledem Bligh&Dyer czy Folcha. Ponadto, metoda
Matyasha moze zosta¢ wykorzystana do automatycznego protilowania [7].

2. LIPIDY JAKO BIOMARKERY CHOROB NOWOTWOROWYCH

2.1. CHOROBY NOWOTWOROWE

Choroby nowotworowe to grupa choréb obejmujacych nieprawidtowy wzrost
komdérek, ktérych podziat zachodzi w niekontrolowany sposdéb, a nowo powstate
komorki nie réznicuja sie¢ w swoiste komorki tkankowe. Choroby te stanowia,
druga co do czestosci, przyczyne zgondéw na calym s$wiecie. W 2018 roku
zdiagnozowano raka u 17 milionéw ludzi, a 9,6 miliona zmarto w jego wyniku [10].
Na proces nowotworzenia wplywaja zardwno czynniki genetyczne jak
i srodowiskowe, a jego rozwdj wptywa na funkcjonowanie catego organizmu [11].
Poczatek nowotworu polega na niekontrolowanym wzroscie komorek, ich podziale
i przenoszeniu z jednego organu do drugiego, dajac poczatek nowym ogniskom
choroby. Do komdrek nowotworowych docieraja sygnaty, ktére sa przekazywane
nastepnie do ich jader komérkowych w celu aktywacji gendw zwigzanych ze
wzrostem, agresywnoscia, angiogeneza, przezywalnoscia komorek lub proliferacja.
Pierwszym etapem prowadzacym do przerzutu jest ingerencja nowotworu
w komorki §rodblonka. Wykorzystujac system krwionosny, komorki nowotworowe
migruja po organizmie w celu dotarcia do organu docelowego, gdzie sg osadzane na
blonie podstawnej. Tak osadzone komorki rakowe ulegaja wzmozonej proliferacji
prowadzacej do powstania guza [11]. Blony komdrkowe biorg udzial we
wszystkich, wyzej opisanych, procesach. Ich gléwnym skladnikiem sa lipidy,
dlatego tez mozna przypuszczaé, ze ta grupa zwigzkéw ma znaczacy wplyw na
rozwo6j choréb nowotworowych.
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2.2. BIOMARKERY CHOROB NOWOTWOROWYCH

Biomarker to zdefiniowana cecha, ktora jest mierzona jako wskaznik
normalnych proceséw biologicznych, procesow patogennych lub odpowiedzi na
narazenie lub interwencje¢ [14]. Biomarker diagnostyczny umozliwia identyfikacje
lub potwierdzenie wystgpowania danej choroby czy tez stanu bedacego
przedmiotem zainteresowania. Jego oznaczenie wykorzystywane jest do
réznicowania pacjentéw ze wzgledu na podtypy danej jednostki chorobowej, jak
réwniez, do badania reakcji organizmu na zastosowany sposob leczenia.
Oznaczenie potencjalnego biomarkera, przy uzyciu testu o wysokiej czutosci
analitycznej i swoistosci, powinno by¢ tatwe i powtarzalne. Test opracowany na
bazie wyselekcjonowanego metabolitu badz panelu zwigzkéw powinien by¢
niezawodny, rzetelny i efektywny [12].

Markery mogg by¢ produkowane przez samego guza lub przez inne tkanki,
jako odpowiedZ na obecno$¢ nowotworu lub innych, zwigzanych z nim, stanow
m.in. stan zapalny. Biomarkerami nowotworéow moga by¢ takie indywidua jak:
DNA, mRNA, biatka, lipidy, metabolity, jak réwniez procesy takie jak: apoptoza,
angiogeneza czy proliferacja [13]. Jedna z cech charakterystycznych dla komoérek
nowotworowych jest wzmozone zapotrzebowanie na lipidy. Mechanizm
pozyskiwania lipidow z dodatkowych zrédet moze by¢ dwojaki. Pierwszy z nich
bazuje na nadmiernej ekspresji enzymoéw przez komoérki nowotworowe w celu
syntezy lipidow de novo, co w ujeciu klinicznym wiaze si¢ z gorszym rokowaniem
chorych na raka prostaty czy piersi. Drugi zas, polega na pobieraniu egzogennych
lipidow przez komorki nowotworowe, co aktywnie stymuluje uwalnianie
zmagazynowanych lipidéw (proces ten nazywany jest lipolizg) [14].

Oba mechanizmy prowadza do zmian profilu jako$ciowego, jak i ilosciowego
lipidow w organizmie. Petny profil lipidow w uktadach biologicznych (komérka,
tkanka, organizm) nazywany jest lipidomem. Jest on dynamiczny i zalezy od wielu
czynnikow (wiek, pte¢, styl zycia, dieta, stan ogélny organizmu, przyjmowane
farmaceutyki). Analiza lipidomu jest bardzo trudna ze wzgledu na réznorodnosé¢
klas lipidow i ich odmienne wtasciwosci fizykochemiczne [15]. Z drugiej strony,
lipidy odgrywaja wazna role w réznych procesach komorkowych, dlatego tez, moga
stanowi¢ cenne zrodto informacji w zakresie patomechanizmu. Nowe podejscie
obejmuje badania korelacji pomiedzy zmianami w lipidomie a klinicznymi
objawami choroby, co wskazuje na znaczenie lipidéw jako potencjalnych
biomarkeréw raka. Zrozumienie zwigzku pomigdzy choroba a lipidomem nie tylko
zapewnia lepszy wglad w jej patogeneze, ale ma rowniez kluczowe znaczenie dla
opracowania nowych biomarkerow i strategii terapeutycznych [2]. Lipidomika
rozwija sie wraz z poprawg czulosci i precyzji metod analitycznych,
wykorzystywanych do jakosciowego i ilosciowego profilowania lipidéw. Tym
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samym oczekuje sie, ze coraz wigcej ligandéw lipidowych moze by¢
wykorzystywanych w badaniach klinicznych. Analiza lipidomiczna opiera si¢
gléwnie na zastosowaniu chromatografii cieczowej, spektrometrii mas w tym
laserowej desorpcji/jonizacji wspomaganej matrycg (MALDI), ktore pozwalaja na
analize lipidow o roznorodnych wiasciwosciach fizykochemicznych, takich jak
polaryzacja, rozpuszczalno$¢ czy masa czasteczkowa [16].

Liczne badania dowiodty, ze lipidy moga stuzy¢ jako obiecujacy biomarker we
wczesnym diagnozowaniu i zindywidualizowanym leczeniu nowotwordéw. Dane
literaturowe wskazuja na wzrost poziomu lipidéw wraz z rozwojem nowotworu. Na
przyktad, wykazano podwyzszony poziom lizofosfolipidow w raku jajnika [17],
glicerofosfolipidow w raku watroby [18], acylokarnityn i glicerofosfolipidow
w raku prostaty [19], fosforanu sfingolipidu w raku jajnika, glejaka czy raku piersi
[20]. Istniejg takze dowody, ze metabolizm lipidéw jest zwigzany z rakiem jelita
grubego [21]. Dowiedziono, ze rozw¢j gruczolaka jelita grubego indukuje zmiany
wysokoczasteczkowych triglicerydow w surowicy. Wyniki badan wskazujace, iz
lipidy moga by¢ traktowane jako biomarkery raka, sa stopniowo przekladane na
zastosowania  kliniczne. Przykladem mogg by¢ zwigzana z eterem
fosfatydyloetanoloamina czy fosfatydylocholina. Oba metabolity uznane s3 za
swoiste biomarkery raka gruczotu krokowego [22]. Wedlug ostatnich doniesien,
lipidy moga by¢ wykorzystane do diagnostyki raka piersi. W tym celu kilka klas
lipidow jest ekstrahowanych z 1 ml moczu pacjenta [23].

2.3. LIPIDY A RAK PROSTATY

Wedlug statystyk Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO) rak gruczotu krokowego jest drugim, najczesciej
wystepujacym rakiem u mezczyzn, oraz czwartym najczesciej wystepujacym
rakiem w ogole [24]. W 2020 roku u ponad 1,4 miliona m¢zczyzn zdiagnozowano
raka prostaty, a ponad 375 tysiecy pacjentow zmarlo z jego powodu. W przypadku
Europy zachorowalno$¢ na ten rodzaj raka jest najwyzsza. Na catym $wiecie, az
33,5% nowych przypadkéw zdiagnozowano wsréd Europejezykow. Od 2015 roku
liczba zgondéw w Europie spadifa o 7%, co niezaprzeczalnie jest zastuga lepszej
diagnostyki (wczesne wykrycie nowotworu gruczolu krokowego daje nawet 90%
szans na wyleczenie). Niestety, wyzej wymienione statystyki nie odnosza si¢ do
Polski, gdzie w 2020 roku, zarejestrowano ponad 18 tysiecy nowych przypadkow
i ponad 7 tysigcy zgondéw. Jest to konsekwencja diagnostyki choroby w jej
zaawansowanym stadium.

Najczgsciej stosowanym biomarkerem do identyfikacji raka prostaty jest biatko
PSA (z ang. prostate specific antygen), wytwarzane zaréwno przez zdrowe jak
i rakowe komorki gruczotu krokowego [25]. PSA jest markerem specyficznym
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tkankowo, jednakze nie nowotworowo. Jest ono kontrowersyjne pod wzgledem
swojej specyficzno$ci i czutosci w réznych populacjach. Diagnostyka bazujaca na
oznaczaniu PSA prowadzi do ,nadrozpoznania” raka prostaty u chorych,
z ograniczonym potencjatem do progresji choroby. Dlatego tez, nadal poszukuje si¢
swoistych  wskaznikéw, ktére umozliwia postawienie trafnej diagnozy.
Dotychczasowe badania wskazuja, ze jedna z grup zwiazkéw, ktére moga byé
skutecznymi markerami o znaczeniu klinicznym, sa lipidy. Zaburzenia
w metabolizmie lipidow zaobserwowano nie tylko podczas etapu nowotworzenia
ale rowniez podczas progresji choroby. Dysfunkcja obejmuje zmiany w lipidomie
i jest spowodowana zwiekszona lipogeneza, wychwytywaniem lipidéw
1 przebudowg fosfolipidéw [16]. W poréwnaniu do innych rodzajow nowotwordw,
kwasy tluszczowe stanowia podstawowy substrat energetyczny dla komoérek raka
prostaty. Jest to odmienne do innych choréb nowotworowych, gdzie podstawowym
zrédtem energii jest glukoza.

W obrazie klinicznym, konsekwencja tych zaburzen jest podwyzszony poziom,
zwlaszcza osoczowych kwasow tluszczowych, m.in. kwasu mirystynowego, kwasu
a-linolowego i kwasu eikozapentaenowego, co poteguje wzrost ryzyka rozwoju
ztosliwego raka prostaty[22]. Kolejnym metabolitem, ktérego obnizony poziom
wigze si¢ z rakiem prostaty jest lizofosfatydylocholina. W przypadku nawrotu raka
zaobserwowano zmniejszenie catkowitej zawartosci wielonienasyconych kwaséw
thuszczowych, omega-3, kwasu sterynowego czy arachidonowego oraz zwigkszenie
catkowitej zawartosci mononienasyconych kwaséw tluszczowych i kwasu
oleinowego [26]. Ponadto, wiele badan sugeruje, iz podwyzszony poziom kinazy
choliny, ktérej zadaniem jest uwalnianie choliny, a takze fosfocholina - produkt
fosforylacji choliny i prekursor fosfatydylocholiny, moga stanowi¢ marker wielu
nowotwordw ztosliwych, w tym réwniez raka prostaty [27].

Na szczego6lna uwage zashuguje cholesterol i jego pochodne. Komoérki gruczotu
krokowego sa zalezne od androgennych hormonow, ktére biorg udzial w syntezie,
metabolizmie czy w transporcie lipidow. W procesie produkcji tych hormonow
istotna role odgrywa cholesterol, metabolit, ktéry jest punktem wyjsciowym dla
przemian steroidowych. Badania Li i wsp. (2016 roku) dowiodty, ze zaréwno
cholesterol jak i jego estry sg potencjalnymi biomarkerami raka prostaty.
Oznaczenie zestawu wyzej wymienionych analitow umozliwilo rozréznienie raka
prostaty od formy indolentnej czy tez tagodnego przerostu gruczolu krokowego
[28].
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3. ANALIZA LIPIDOW TEHCNIKAMI LDI

3.1. KROTKI PRZEGLAD TECHNIK LDI

W ciagu ostatniej dekady zaobserwowano rozwdj technik analitycznych,
w szczegoblnosci spektroskopii mas (MS). Wszystko rozpoczeto si¢ w 1911 roku,
kiedy to Joseph John Thompson skonstruowatl pierwszy na $wiecie spektrometr
mas. Od tamtego czasu dzigki ciggtemu doskonaleniu, technika ta jest niezwykle
ceniona ze wzgledu na mozliwos¢ identyfikacji zwigzkéw chemicznych oraz
precyzyjne okreslanie ich struktur. Niewatpliwie do rozwoju w tym kierunku,
przyczynito si¢ opracowanie tagodnych metod jonizacji, do ktérych mozemy
zaliczy¢ migdzy innymi techniki laserowej desorpcji/jonizacji (LDI z ang. laser
desorption/ionization). Metody LDI znalazty zastosowanie w proteomice,
metabolomice, lipidomice oraz w chemii materiatléw i polimerdw.

Mechanizm LDI polega na desorpcji, a nastgpnie jonizacji analizowanej probki
przy pomocy impulsu lasera trwajacego kilka nanosekund. Znanych jest kilka
metod jonizacji neutralnej czasteczki. Wéréd nich wyrézni¢ mozna:

- termiczna dysocjacje, ktorej towarzyszy powstanie pary kation — anion,

- oderwanie badz przytaczenie elektronu,

- oderwanie lub przylaczenie protonu,

- przylaczenie kationu [29].

Istnieje wiele wariacji technik laserowej desorpcji/jonizacji. Najwazniejsze
Z nich opisano ponize;j.

Najczgsciej stosowang technika jest laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana
matrycg (MALDI z ang. matrix-assisted laser desorption/ionization). Metoda ta po
raz pierwszy zostata wprowadzona w 1988 roku przez Hillenkampanda Karasa
i stata si¢ powszechnym narzedziem analitycznym do badania peptydéw, biatek
i innych biomolekul. W procesie przygotowania probki anality rozpuszcza sie
w lotnym rozpuszczalniku, na przykiad mieszaninie wody, acetonitrylu i metanolu.
Nastepnie, taki roztwdr miesza si¢ z matryca (zwigzek organiczny absorbujacy
promieniowanie z zakresu UV), w taki sposob aby stosunek zawartosci probki do
matrycy wynosit 1:10000. Sporzadzona mieszaning umieszcza si¢ pozniej na
stoliku desorpcyjnym i suszy w celu odparowania rozpuszczalnika i uzyskania
jednorodnego krysztatu badanej substancji z matryca (Rys. 2). MALDI zalicza si¢
do migkkich metod jonizacji, poniewaz w wiekszosci przypadkéw, w wyniku
jonizacji, nie dochodzi do degradacji badanej substancji oraz niekontrolowanej
fragmentacji w zrédle jonow.

Jest to mozliwe dzigki zastosowaniu matrycy, ktora przeksztatca gtéwna czesé
energii cieplnej w energie wibracji wigzan chemicznych, a nastepnie pochfania ja,
przez co chroni analit przed degradacjg [29,30]. MALDI ma jednak pewne
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ograniczania. Ze wzgledu na obecno$¢ matrycy, technika ta moze by¢
wykorzystywana do oznaczania zwigzkéw o masie czasteczkowej wigkszej niz
2000 Da. W przypadku jonéw o masie czasteczkowej mniejszej niz 2000 Da,
dochodzi do zjawiska tlumienia (supresji) jondéw, przez jony matrycy jak i ich
klastry sodowo - potasowe, bedace w nadmiarze w stosunku do analitu.

Brak mozliwosci analizy zwiazkéw niskoczasteczkowych spowodowat
opracowanie wielu alternatywnych odmian tej techniki nie wymagajacych uzycia
matrycy.

DEPOZYCJA ANALIZOWANEJ PROBKI i
IMATRYCY NAPLYTKE DESORPCJA promieniowanie
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Rysunek 2.  Schemat przeprowadzania analizy za pomoca techniki MALDI
Figure 2. Diagram of the analysis performing with the use of MALDI technique

Laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana nanostrukturami (NALDI z ang.
nanostructure-assisted laser desorption/ionization) umozliwia analize zwiazkéw
niskoczasteczkowych poprzez zastosowanie nanostruktur metali (np. zloto, srebro,
cynk Iub ich tlenki). Mechanizm w NALDI opiera si¢ na zastosowaniu uktadow
nanoczasteczkowych, ktére sa dawcami fadunku podczas jonizacji prébki. Proces
jonizacji nie jest jednoznacznie opisany, jednakze najczesciej przyjmuje sig, ze jest
on powigzany z wystepowaniem powierzchniowego rezonansu plazmonowego [30].

Kolejng  technikag jest laserowa  desorpcja/jonizacja  wspomagana
powierzchniowo (SALDI z ang. surface-assisted laser desorption/ionization),
w ktdrej pochtaniajaca energi¢ lasera przyjeto stosowac cienka warstwe czastek
wegla aktywnego unieruchomiona na podlozu z aluminium. Warstwa
powierzchniowa nie zaktoca jednak sygnatow pochodzacych od analitu.
Materiatami skutecznie wykorzystywanymi przez SALDI sa miedzy innymi
materialy nieorganiczne, takie jak grafit, nanorurki weglowe czy proszki
metaloksydow [31].
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Powierzchniowo wzmocniona laserowa desorpcja/jonizacja (SELDI a ang.
surface-enhanced laser desorption/ionization) polega na wykorzystywaniu
specjalnie zaprojektowanych macierzy nazywanych ProteinChip, ktore zawieraja
chemicznie lub biochemicznie modyfikowane powierzchnie. Plytki SELDI
wystepuja w roznych odmianach, miedzy innymi jako podtoza wykorzystujace
oddziatywania hydrofobowe, hydrofilowe, jonowe, atomowe czy takze
oddzialywania antygen-przeciwciato, ktére wchodza w interakcje z biatkami,
kwasami nukleinowymi lub innymi czasteczkami o okre$lonych wtasciwosciach
fizykochemicznych [30].

Istnieje rowniez technika wykorzystujaca do jonizacji porowaty krzem —
desorpcja/jonizacja na krzemie porowatym (DIOS z ang. desorption/ionization on
silicon). W procesie wytrawiania galwanostatycznego powstaje mikrometrowa
warstwa porowata o architekturze nanokrystalicznej, ktéra po wystawieniu na
dziatania promieniowania ultrafioletowego nie dopuszcza do fotoluminescencji.
DIOS pozwala na bezposrednia analize zwiazkéw o malej masie czgsteczkowe;j,
takich jak: cukry, peptydy, glikolipidy, leki [32].

3.2. ANALIZA LIPIDOW

Przy uzyciu technik LDI mozna oznaczy¢ rézne klasy lipidéw, do ktdrych
mozemy zaliczy¢ miedzy innymi: wolne kwasy ttuszczowe, cholesterol i jego estry,
sfingolipidy, glicerolipidy, di- i triacyloglicerole czy tez glikoglicerolipidy.

Analiza wolnych kwasow ttuszczowych przy uzyciu standardowych matryc,
takich jak DHB (kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy) czy HCCA (kwas a-cyjano-4-
hydroksycynamonowy), moze by¢ stosunkowo trudna, poniewaz dochodzi do
naktadania si¢ sygnatléw pochodzacych od analitow i zastosowanej matrycy.
Problem ten jest w szczegélnosci obserwowany, gdy stezenie kwasow
thuszczowych wystepujacych w prébee jest niskie [33]. Dlatego tez, do analizy
lipidow stosuje si¢ matryce o wysokiej masie czasteczkowej jak np. mezo-
tetrakis(pentafluorofenylo)porfiryna (MTPFPP). Matryca ta, dedykowana jest
oznaczeniom lipiddow o masach czasteczkowych w zakresie 200 — 350 Da.
W przypadku MTPFPP, nie obserwujemy sygnaléw pochodzacych od matrycy,
gdy analizy przeprowadzane sg w trybie jonizacji dodatniej, w zakresie m/z do 500
Da. Kolejng matryca skuteczng do oznaczania kwasow tluszczowych jest
9-aminoakrydyna (9-AA), jednakze jej zastosowanie warunkuje przeprowadzenie
analiz w trybie jonizacji ujemnej. Kwasy tluszczowe mozna réwniez oznaczyé¢, przy
uzyciu matryc nieorganicznych, takich jak grafit czy porowaty krzem (DIOS) [34].
W przypadku tych matryc, system wykazuje jednak dos¢ niska czutos¢.

W przypadku glikolipidéw  (glikoglicerolipidy i glikosfingolipidy),
diacylogliceroli (DAG) i triacylogliceroli (TAG) powszechnie stosowana matryca
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jest DHB. Cechg charakterystyczna dla tych zwiazkow jest tworzenie
specyficznych adduktéw z sodem. W przypadku fosfolipidow nie znaleziono do tej
pory uniwersalnej matrycy. Jej wybor zalezy od klasy fosfolipidow bedacych
przedmiotem badan. Przy czym, najlepsze wyniki pod wzgledem czutosci,
rozdzielczosci i zakresu fragmentacji uzyskano dla kwasu sinapinowego (SA),
HCCA i DHB. Niemniej jednak, bez wzgledu na zastosowana matryce,
poszczegolne klasy fosfolipidow sa oznaczane z rézna czutoscia. Przyktadowo,
fosfatydylocholina (PC) jest oznaczana z wysoka czuloscia przy stezeniu 0,5 pmol
lub 0,4 ng, za§ do analizy fosfatydyloetanoloaminy (PE) nalezy zastosowaé
wzorzec o znacznie wyzszym stgzeniu. Z kolei ze wzgledu na ujemny fadunek
fosfatydyloinozytol (PI), fosfatydyloseryna (PS) i kwas fosfatydowy (PA) sa
wykrywane z jeszcze nizsza czulos$ciag. Dowodzi to jak trudna jest analiza
mieszaniny fosfolipidow, ze wzgledu na ttumienie sygnatow pozostatych PL przez
PC. W takim przypadku niezbedne jest stosowanie co najmniej jednego standardu
wewngtrznego dla kazdej klasy lipidéw [35]. Wang i wsp. wskazali na mozliwos¢
zastosowania tlenku grafenu jako matrycy do badania fosfolipidow [36]. Analiza
fosfolipidéw jest réwniez mozliwa dzigki zastosowaniu matryc na bazie cieczy
jonowych. Wykorzystane przez Li i wsp. pochodnych anilinowych umozliwito
analize fosfolipidow na poziomie pmol/spot. Zastosowanie soli aminowych HCCA
oraz SA umozliwito réwniez na identyfikacje i oznaczenie szeregu zwigzkéw
niskoczasteczkowych w tym kwaséw thuszczowych oraz fosfolipidow w uktadzie
MADLI [37].

Kolejnym analitem, trudnym do oznaczenia za pomoca MALDI, jest
cholesterol. Jest to konsekwencja naktadania si¢ sygnatu pochodzacego od analitu
z tlem matrycy. Ponadto, technika MALDI do$¢ rzadko jest stosowana do analizy
cholesterolu, ze wzgledu na niska powtarzalno$¢ i relatywnie wysokie koszty
analizy. Obecnie, na rynku dostepne sa zestawy testow enzymatycznych, stuzacych
do szybkiego oznaczania stgzenia cholesterolu i jego estrow (CE). Jednakze,
preferencyjna metoda dla tych metabolitow jest metoda chromatografii cieczowej
sprzezonej z spektrometrig mas (HPLC-MS) [35].

3.3. ANALIZA LIPIDOW W KONTEKSCIE RAKA PROSTATY
Z WYKORZYSTANIEM TEHCNIK LDI

W diagnostyce nowotwordéw istotng rol¢ odgrywa analiza parametrow
nowotworowych w tkankach prostaty i ptynach ustrojowych, takich jak krew czy
mocz. Goto i wsp. przeprowadzili analize tkanek prostaty przy wykorzystaniu
techniki MALDI o wysokiej rozdzielczosci (HR-MALDI) [38]. Jako matryce
wykorzystano pétwodnag 9-aminoakrydyng. Kluczowym wynikiem badan byto
zidentyfikowanie dwudziestu wysoce ekspresyjnych fosfolipidow, z czego 14
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z nich to lizofosfatydyloinozytole 1 fosfatydyloinozytole, 3 to fosfaty-
dyloetanoloaminy oraz 3 kwasy fosfatydowe na poziomie granicy wykrywalnosci
(LOD) nmol-fmol/spot. Autorzy wskazali na kilka z fosfatydyloinozytoli, jako
potencjalnych markeréw komérek raka gruczoly krokowego. W kolejnym
doswiadczeniu ci sami badacze zaproponowali kolejny zwiagzek nalezacy do
lizofosfatydyloinozytoli, ktérego poziom jest znacznie nizszy w tkance raka
prostaty niz w prawidtowym nablonku [39].

Buszewska-Foraja i wsp. dzigki zastosowaniu klasycznych matryc DHB oraz
HCCA zidentyfikowata, w trybie jonizacji dodatniej MALDI, fosfatydylocholiny,
lizofosfatydylocholiny, sfingomieliny 1 fosfatydyloetanoloaminy izolowane
z tkanek raka prostaty na poziomie LOD = nmol/spot. Wykazano, zwiazek
pomiedzy wzmozong synteza kwaséw tluszczowych, utlenianiem lipidow oraz
dysfunkcja szlakéw metabolicznych a procesem nowotworzenia [40].

Wykorzystanie matryc HCCA, DHB oraz SA w obrazowaniu tkanek
w ukladzie MALDI umozliwito na wskazanie potencjalnych markerow raka
prostaty m.in. z grupy fosfatydyloinozytoli, pochodnych siarczanowych
cholesterolu na poziomie wykrywalno$ci mmon-pmol/skrawek tkanki [41].

W przypadku raka prostaty mocz rozwazany jest jako matryca preferencyjna,
poniewaz jego sklad w bezposredni sposdb odzwierciedla zmiany
w funkcjonowaniu ukfadu moczowo-piciowego. W 2019 roku Ossolinski i wsp.
dokonali profilowania metabolitéw nowotworu prostaty znajdujacych si¢ w ptynach
ustrojowych (krew, mocz oraz plyn $rodmigzszowy z rdzenia biopsyjnego)
wykorzystujac  spektrometryczng  technike  laserowej  desorpcji/jonizacji
wspomaganej  matryca [42]. Analize  przeprowadzono przy  uzyciu
wysokorozdzielczej LDI, wykorzystujac ptytki pokryte nanoczasteczkami ztota
(NALDI). Dzigki temu mozliwe bylo uzyskanie LOD rzgdu nmol/spot. Wykryto
Iacznie cztery metabolity dla moczu, dwadziescia dwa metabolity dla surowicy oraz
dziesie¢ metabolitéw dla rdzenia biopsyjnego, ktére wykazaly zréznicowanie
miedzy grupa nowotworowa a kontrolna. W przypadku pacjentéw cierpiacych na
raka prostaty zaobserwowano obnizenie stgzenia skwalenu i kwasu alfa-
linolenowego w surowicy oraz zmniejszenie intensywnosci siarczanu cholesterolu
i podwyzszenie poziom triglicerydow w moczu. Ponadto, w poréwnaniu z grupa
kontrolng, u chorych zaobserwowano niedoboér witaminy D i podwyzszong ilo$é
metabolitow witaminy C w surowicy.

UWAGI KONCOWE

W publikacji tej przedstawiono mozliwos¢ zastosowania technik laserowej
desorpcji/jonizacji do identyfikacji biomarkerow lipidowych dla raka prostaty. Techniki
laserowej desorpcji/jonizacji wykazuja ciagle rosnacy potencjatl aplikacyjny w zakresie
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jakosciowe;j i ilosciowej analizy réznych rodzajéw zwiazkoéw chemicznych. Dzieki tak
zwanej ,miekkiej” jonizacji, umozliwiaja one bezposrednia analize zwiazkow
niskoczasteczkowych i ich metabolitéw. Jedna z grup zwiazkéw o potencjalnych
wlasciwosciach diagnostycznych stanowia lipidy. Jest to zréznicowana grupa
metabolitow, ktora odgrywa wazna role w réznych procesach komérkowych. Zmiany
w lipidomie koreluja sie z objawami réznych choréb. Obserwacja nieprawidtowosci
w metabolizmie lipidow jest szczegdlnie wazna w przypadku nowotworow
rozpoznawanych u wielu pacjentdw - takich jak rak prostaty. Monitorowanie poziomu
kluczowych biomarkerow w rozwoju danej choroby pozwoli na wczesniejsza

prawidlowa diagnoze i zastosowanie dopasowanego do pacjenta leczenia.
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