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Lipidek csoportositasa
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Lipidek csoportositasa

LIPID MAPS Structure Database (http://www.lipidmaps.org/)

Zsirsavak 6954
Glicerolipidek 7542
Glicero-foszfolipidek 9387
Szifingolipidek 4352
Szterolok 2833
Prenolok 1257
Glikoipidek 1293
Poliketidek 6742
Osszesen 40,360
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Foszfolipidek (PL)
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Foszfolipidek (FL) analizise

Biologiai mintak

. 2

Extrakcio
(Folch, Bligh and Dyer, MTBE)

- - * gyors analizis

* nagy szabadsag az

2D-LC-ESI-  1D-LC-ESI-  ggr.Ms/MS ©ldoszer
MS/MS analizis MS/MS analizis valasztasban
* jelent6s ionelnyomo

analizis
Hatranyok:
(NP-LC, RP-LC és HILIC-LC)
hatas

1 » kevés szerkezeti

informacio (inter-
intra-class izobarok)

Adatfeldolgozas
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Foszfolipidek MS azonositasa
MS/MS spektrum, negativ mod
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Direkt infuzios analizis

FOSZFOLIPID . FRAGMENS
OSZTALYOK VIZSGALT ION MS/MS szken TOMEGE m/z
PA [M-HJ Anyaion 153
[M+NH,]" Semleges vesztés 115
PG [M-HJ Anyaion 153
[M-H] Anyaion 227
Pl [M-H] Anyaion 241
[M+NH,]" Semleges vesztés 277
PS [M-HJ Anyaion 153
Semleges vesztés 87/185
PE Semleges vesztés 141
[M-H] Anyaion 196
Anyaion 184
PC Semleges vesztés 189/59
[M+AcO] Semleges vesztés 60
SM Anyaion 184
[M-H] Anyaion 168
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» alacsonyabb LOD
és LOQ

* minor
komponensek
mennyiségi analizise

* pontosabb
azonositas

Hatranyok:

* idéigényes
 oldbszer valasztas
korlatozott

Foszfolipidek (FL) analizise

Biologiai mintak

. 2

Extrakcio
(Folch, Bligh and Dyer, MTBE)

. =,

2D-LC-ESI- 1D-LC-ESI-  EQI-MS/MS
MS/MS analizis MS/MS analizis

(NP-LC, RP-LC es HILIC-LC)

- =

Adatfeldolgozas

analizis
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Biomarker

A biomarkerek biologiai paraméterek, amelyek normalis €s
koros folyamatokat, beavatkozasokra adott valaszokat
jeleznek, objektiv értékkel kifejezhetoek.
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Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa
LC-ESI-MS/MS analizis

Szorongasos reakciokban szamos agyi régié rész vesz, ugy mint az amygdala, a
hippokampusz, a cingularis kéreg, a hipotalamusz és kuldnb6z6 agytdrzs
tertletek. Molekularis szinten megvaltozott génexpresszidét mutattak ki az agy
kUlonb6zb részein szorongasos allatmodelleknél. Korabbi kutatasok skizofrénia
esetében az agyi foszfatidil-szerin (PS) és a foszfatidil-kolin (PC) FL
osztalyoknal bekévetkez6 mennyiségi megvaltozasra hivtak fel a figyelmet.

Cél

Szorongd (AX) és bator (nAX) egér prefrontalis kérgének (PFC), dorzalis (DHC)
és ventralis hippocampusanak (VHC) FL 6sszetételének dsszehasonlitasa. FL
biomarker azonositas plazmabadl.

Kivitelezés
Agyterlletek 6sszehasonlitasa majd plazma vizsgalat.

Analitika
1D- (HILIC) és 2D-LC-ESI-MS/MS mérés

El6zetes mérések
5 db AX és 5 db nAX egér vizsgalata
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Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa
LC-ESI-MS/MS analizis

Egér agy mintak gyiijtése
Teljes egéragy kivétele utan a PFC, DHC és VHC agyteriiletek kimetszése
tortént.

Agy homogenizalas
30 szoros mennyiségi 10 mM ammodnium-acetatban tértént (pH: 5,6)
ultrahangos homogenizatorral (18A; 30 s-ként 10 s kezelés; 15 ciklus).

Modositott Folch extrakcio

300 mL agy-homogenizatum + 10 mL belsé standard (2,95 pmol/uL
PC(14:0/14:0), 4,41 pmol/uL LPC(13:0), 3,15 pmol/uL PE(14:0, 14:0), 4,7
pmol/uL LPE(14:0), 2,90 pmol/uL PG(14:0/14:0), 4,18 pmol/uL PG(14:0),
2,85 pmol/uL PS(14:0/14:0), 3,25 pmol/uL PA(14:0, 14:0), ) extrakcioja két
lépésben tortént butil-hidroxi-tolul antioxidans jelenlétében (0,02 mg/mL). Az
extrakciét kdvetéen a beparlast N, gazzal végeztik, majd a visszaoldast 500
mL 50/49//1 viviv % CHCI,/IPA/H,O-ban.
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Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa
LC-ESI-MS/MS analizis

Pl
CE 2598
885.55
224

PC

57.93
778.56

57.13 _
804.57

55.88

40.21 ESG3E
788.55
-

LPE, PA 85554?539“
f—kﬁ

44.01
480.32

||||||||||||||||||||

-----------------------

MERCK ZIC-HILIC 3x150 mm ikoerionos oszlopon;
5 um részecskeméret; 200 A poérusméret.
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Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa
LC-ESI-MS/MS analizis

Adatkiértékelés
Szoftver
Progenesis QI lipidomics and metabolomics v2.0
(2015) (Nonlinear Dynamics, A Waters Company)

Lipid adatbazisok

Basic Lipid a kisenergiaju mérésekhez (+ 0,1 Da)
Lipid Blast a nagy energiaju mérésekhez (+ 0,5
Da)

Eredmények
654 lipid
51 lipid esetében szignifikdns valtozas

Mérési file-bal
azonositas és
komplett
statisztika.
Retencids id6
korrigalas.
Tobbféle
normalizalasi
lehetbség.

DDA mérésekhez
kizarasi lista
készitése.
Azonositas
pontostdmeg és
fragmentacio
alapjan.
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Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa
LC-ESI-MS/MS analizis

rossBiomark
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Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa
LC-ESI-MS/MS analizis
rossBiomark
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Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa
2D-LC-ESI-MS/MS analizis

— | . Statikus

kevero

_ ZICHILICoszlop  ——\ ‘r&

Automata minta-

adagolo (3 1)
882

Gradiens pumpa

2. dimenzié
C18 C18
2. csapda 1. csapda
[— u — oszlop oszlop
Kinetex C18 oszlop
2\
Q-TOF MS ¢ Kuka
Kuka
1. dimenzid: HILIC oszlop eluatumanak higitasa, majd a 1. csapda oszlopon.

2. dimenzid: 2. csapda és a C18 oszlop mosasa.
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Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa
2D-LC-ESI-MS/MS analizis
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2. dimenzidé: 1. csapda és a C18 oszloprodl elualas majd MS detektalas.

Kuka
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©©  Szorongisos megbetegedés biomarker kutatasa
2D-LC-ESI-MS/MS analizis

GrossBiomark
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2D-LC-ESI-MS/MS analizis

Szorongasos megbetegedés biomarker

kutatasa

30.64
B40
B854
89.51
2453
P E HT 4
I G y C E y
’ b
65328
| 1788
. 7665 13458
a7 85 n.1| 689
8575 3506 17az 8186
5 961 790 5 | |
245 850! 12429 |
| 1810 asan ||
750 f
0z | i 7895 |
6393 | | |
1752 " s |
MES | gl | | 135.1
i : | s 3T
| 6735 s
s I l 1846 it ¥ | 52ae
240 204 0T 57.38 e:h l 26.41 h |
o 990 8538 1573 r a 2464 | 137 45
839 _ | B8E7 1518/ 14233 | ! i 354 120.26 233 | [ 3767
230 2959 { esHC | 8433 || AT34 2728 3296 h B4EE
6335 i 81 | | | &l.2r | 231 1" 5294 4308 12855 |
4853 | | 51475439 s /| . 1 f | || 32 ]
663 o = A ey E e615 | a7.43 \ | | |sas |
=t 2911:798:4% Y i I 5003 Y | 2306 .|| i | 107 64 i it
46£v3| 1 2%41_ I|- l'} il | Wl || | :::103 | JII!'II' |
i ijil Py | 15J [ 1l il b1 ndshard | A e, W IRATS ! WN"’“‘*
Lui | ") | v | LR IATR W | [ILL U N L | d‘ “ WY \
) s [ L | Y ) L) L
J \ 'vl ST A SR '-U o J o = Time
' 000 ‘00 ' 3000 50.00 6000 ' 000 i 80.00 90 00 100 00 ' 1wga | 12000 ' 130,00 4 00 0o

2. dimenzé MS spektruma

SZTE, ORVOSI VEGYTANI INTEZET



17.579%6

L]
C 032 0

Principal Component 2 °
| )

04 -

2D-LC-ESI-MS/MS analizis
Szorongasos megbetegedés biomarker kutatasa

Fokomponens analizis
Principal Components Analysis
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Koszonet nyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani a Magyar Tudomanyos
Akadémianak a Bolyai Janos Kutatasi Oszténdij tamogatasaért.

Tovabbi kdszbnettel tartozom Szegedi Viktornak a kisérleti allatokért és a
bioldgiai kisérleti munkajaért.

A lipidomikai szoftver beszerzése a Cross-border biomarker research of
ovarian cancer, HUSRB/1203/214/091 projekt keretében az Eurdpai Unio
pénzigyi tamogatasaval valdsult meg.
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KOSZONOM A FIGYELMUKET!

SZTE, ORVOSI VEGYTANI INTEZET



