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Celem pracy byla ocena mozliwosci wykorzystania metody wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas (LC-MS/MS)
do oznaczania wybranych eikozanoidow, metabolitow kwasow linolowego,
arachidonowego oraz dokozaheksaenowego w surowicy krwi.
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Wielonienasycone kwasy tluszczowe (WNKT) od dawna zaliczane sa do
czynnikéw oddziatujacych w istotny sposdéb na funkcjonowanie organizmu
cztowieka. Poswigcone im badania dotycza m.in. wptywu na wzrost i rozwoj,
prace uktadu krazenia, ryzyko rozwinigcia si¢ miazdzycy, tuszczycy, alergii,
czy choroby nowotworowej (1, 2, 3). W doswiadczeniach tych bierze si¢ pod
uwage nie tylko udzial poszczegdlnych WNKT w diecie, ale takze proporcje
miedzy rdéznymi kwasami, czy tez grupami kwasdw oraz wlasciwosci ich
metabolitow - eikozanoidow. Do najlepiej przebadanych naleza pochodne kwasu
arachidonowego powstajace na szlaku cyklooksygenazy (4). W ostatnim czasie,
wraz z rozwojem technik analitycznych, ro$nie zainteresowanie metabolitami
WNKT powstajacymi na szlaku lipoksygenaz (LOX). Naleza do nich kwasy 15-,
12-, 1 5-hydroksyeikozatetraenowe (15-, 12- i 5-HETE), ktorych prekursorem jest
kwas arachidonowy, 13- i 9-hydroksyoktadekadienowe (13- i 9-HODE), bedace
metabolitami kwasu linolowego, oraz niedawno odkryte resolwiny, wywodzace si¢
z kwaséw eikozapentaenowego (EPA) czy dokozaheksaenowego (DHA). Sa one
okreslane jako lipidowe mediatory proceséw zachodzacych w organizmie, takich jak
modulowanie odpowiedzi immunologicznej, wydzielanie hormonow, angiogeneza,
a takze wzrost, proliferacja i adhezja komorek, odgrywajace istotng role w
tworzeniu si¢ zmian nowotworowych (5, 6, 7). Celem pracy byta ocena mozliwosci
wykorzystania metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej
ze spektrometria mas (LC-MS/MS) do oznaczania wybranych eikozanoidéw,
metabolitow kwaséw linolowego, arachidonowego oraz DHA w surowicy krwi.
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MATERIALY I METODY

Odczynniki i wzorce

Wzorce: kwasy 15-, 12- 1 5-hydroksyeikozatetraenowe (15-, 12- i
5-HETE), 13- i 9-hydroksyoktadekadienowe (13- i 9-HODE), kwasy 15-, 12- i
5-hydroksyeikozapentaenowe (15-, 12- i 5-HEPE), leukotrien B, (LTB,), resolwina
D1 (RvD1) oraz kwas 17S-hydroksydokozaheksaenowy (17S-HDHA) o stezeniu
100 pg/ml w etanolu, prostaglandyna E, (PGE,; ¢ = 1 mg/ml w octanie metylu) oraz
prostaglandyna E, (PGE,; >99%) firmy Cayman Chemical Company, USA; metanol
(HPLC, >299,9%) z firmy POCh S.A., etanol bezwodny (HPLC, >99,5%), metanol
(LC-MS, >99,8%) oraz acetonitryl (LC-MS, >99,9%) z firmy Mallinckrodt Baker
BV. Holandia; kwas octowy lodowaty (LC-MS) z firmy Sigma-Aldrich, Niemcy.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Przygotowano mieszaning wzorcow wszystkich eikozanoidéw w etanolu (5 pg/ml),
a nastegpnie rozcienczono etanolem i woda dejonizowana, tak, aby koncowe st¢zenia
wynosity 1000, 750, 500, 200, 100, 50, 20, 10, 4 i 2 pg/ul. Jedynie w przypadku
RvD1 i LTB, zakres krzywej kalibracyjnej byt krotszy i wynosit odpowiednio: 2 +
200 pg/ul(RvD1) oraz 2 + 50 pg/ul(LTB,).

Przygotowanie probki

Surowice przygotowywano przez wirowanie krwi 10 min przy 3000
obr./min. Eikozanoidy izolowano z surowicy metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE)
wykorzystujac kolumienki C18 Bakerbond (500 mg; 3 ml; J.T. Baker) (8). Do
surowicy (0,4 ml) dodawano metanol (0,5 ml), rozcienczano woda tak, aby jego
zawarto$¢ wynosita ok. 10% i wprowadzano na kolumienki. Kolumienki przemy-
wano nastgpnie woda i 10% metanolem (po 2 ml). Eikozanoidy eluowano meta-
nolem (3 razy po 0,5 ml). Rozpuszczalnik odparowywano do sucha w atmosferze
azotu w temperaturze 30°C. Sucha pozostatos$¢ rozpuszczano w 0,2 ml mieszaniny
etanolu 1 wody (1:2; v/v), a nastgpnie filtrowano (filtry wirowkowe Ultrafree-MC,
Durapore PVDF, 0.22 um, Millipore).

Analiza chromatograficzna

Oznaczanie zawartoéci eikozanoidow wykonano stosujac zmodyfikowana
metode Masoodi M. i wsp. (9).

Rozdziat chromatograficzny eikozanoidéw w surowicy krwi przeprowadzono
na chromatografie cieczowym UltraMate 3000 firmy Dionex na kolumnie Luna 5u
C18(2) (150 x 2,0 mm, wielko$¢ czastki 5 um, Phenomenex) wraz z prekolumna o
tym samym wypetieniu. Warunki analizy LC: przeptyw przez kolumng 500 pl/min,
a od 12 min — 1000 pl/min; temperatura kolumny 30°C, dozowana objeto$¢ 100 pl,
czas analizy 14 min. Analize przeprowadzono w systemie gradientowym miesza-
niny dwoch faz ruchomych: faza A — woda z dodatkiem 0,2% kwasu octowego; faza
B — acetonitryl : metanol (75:25, v/v) z dodatkiem 0,2% kwasu octowego. Eikoza-
noidy rozdzielono za pomoca nast¢pujacego gradientu: 0,0 + 1,0 min, 40% fazy B;
1,0 + 10,0 min, narost do 90% fazy B; 10,0 + 12,0 min, 90% fazy B; 12,0 + 12,1
min, spadek do 40% fazy B; 12,1 + 14,0, 40% fazy B.
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Do oznaczania eikozanoidéw wykorzystano spektrometr mas 3200QTrap firmy
Applied Biosystems. Analiz¢ przeprowadzono technika MRM (monitorowania
wybranych reakcji) w polaryzacji ujemnej. Warunki analizy spektrometrycznej: gaz
ostonowy azot (CUR = 20), temperatura zrodta jonéw — 600°C, napigcie kapilary
elektrospreju (IS) — 5000 V, czas przemiatania (dwell-time) — 50 ms. Monitorowane
jony badanych zwiazkéw oraz energi¢ zderzen (CE) przedstawiono w tabeli 1.

Wyniki zawartosci eikozanoidow odczytano z odpowiednich krzywych kali-
bracyjnych sporzadzonych dla poszczegolnych zwiazkéw. Identyfikacje zwiazkow
przeprowadzono na podstawie czaséw ich retencji i widma masowego. Za wynik
przyjeto $rednia z dwoch réwnoleglych oznaczen.

Tabela |. Monitorowanie wybranych reakcji (MRM) na LC/MS/MS dla badanych eikozanoidéw
Table |.Multiple reaction monitoring (MRM) for the LC/MS/MS analysis of selected eicosanoids

Badany zwigzek MRM (m/2) Energia zderzen (eV)
PGE, 349,1 — 269,2 -20
PGE, 351,1 — 271,2 -22
RvD1 375,2 - 141,0 -18
LTB, 335,1 — 195,0 -20

15-HEPE 317,1 - 219,0 -16
12-HEPE 317,1 - 179,0 -16
5-HEPE 317,1 - 114,9 -18
13-HODE 295,1 —» 195,3 -24
9-HODE 2952 - 171,0 -26
15-HETE 319,1 - 219,0 -16
17S-HDHA 343,1 — 325,2 -20
12-HETE 319,2 - 179,0 -18
5-HETE 319,1 - 114,9 -18

Do obliczenia parametréw walidacji metody wykorzystano statystyczny program
komputerowy e-stat (www.chem.uw.edu.pl/stat) oraz arkusz kalkulacyjny Microsoft
Excel.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Rozwoj technik analitycznych, takich jak LC-MS/MS umozliwia wykrywanie
zwiazkow wystepujacych w bardzo niskich stezeniach oraz jednoczesna analizg
coraz wigkszej liczby badanych substancji.

Na podstawie opublikowanych dotychczas metod oznaczania eikozanoidow
(9, 10), zakresu dziatania sprzetu oraz przeprowadzonej kalibracji spektrometru
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mas, opracowano metode dedykowana do oznaczania zawartoéci wszystkich 13
zwiazkow eikozanoidowych w surowicy krwi w trakcie jednej analizy. W celu
sprawdzenia przydatnosci metody do oznaczania wszystkich 13 eikozanoidéw oraz
potwierdzenia wiarygodnosci uzyskiwanych wynikéw przeprowadzono walidacje
metody, wyznaczajac granicg wykrywalno$ci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ), zakres
metody, precyzj¢ i odzysk metody.

Granica wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ)

Granicg wykrywalnosci i oznaczalno$ci wyznaczono na podstawie stosunku
sygnatu do szumu (S/N) dla kolejnych stgzen badanych substancji. W przypadku
ww. metody przyjeto, ze LOD wynosi 1 pg/ul, natomiast LOQ — 2 pg/pl.

Zakres roboczy metody

Zakres roboczy metody wyznaczono na etapie tworzenia krzywej kalibra-
cyjnej, biorac pod uwage spodziewana zawarto$¢ poszczeg6élnych eikozanoidow.
W wigkszosci przypadkéw liniowo$¢ uzyskano w zakresie od 2 do 100 pg/ul.
Inny zakres roboczy wyznaczono w przypadku: LTB, (4 + 50 pg/ul), 13-HODE
(10 + 500 pg/ul) oraz 12-HETE (100 =+ 1000 pg/ul).

Tabela Il. Wybrane elementy walidacji metody oznaczania eikozanoidéw w surowicy krwi.
Table Il. Selected parameters of validation LC/MS/MS method for eicosanoid analysis in blood plasma.

Eikozanoidy
Elementy walidac;ji
5-HETE | 12-HETE | 15-HETE | 9-HODE | 13-HODE
precyzja metody
zawartos¢ srednia — x [pg/ul] 50,9 357,1 21,7 58,9 121,9
Do 45,4 + 266,0 + 15,5 + 53,4 + 95,6 +
rozrzut wynikow [pg/u] 58,5 409,5 24,3 63,7 138,4
odchylenie standardowe — SD 6.0 382 58 30 113
[pg/u] ’ ’ ‘ ‘ '
wspofczynnik zmiennosci — RSD 119 107 129 5.1 93
[%] ) ) ) ) )
granica wykrywalnosci — LOD 1
[pg/ul]
granica oznaczalnosci — LOQ >
[pg/ul]
odzysk metody
137,5 90,4 112,5 76,8 97,6
$redni odzysk [%] (136,3 + (85,3 + (106,6 + (74,4 + (96,5 +
139,8) 93,8) 120,9) 80,1) 98,6)

Krzywe kalibracji wyznaczone dla wszystkich badanych zwiazkéw maja
przebieg liniowy w podanych powyzej zakresach stezen (wspotczynnik korelacji
krzywej r > 0,999, z wyjatkiem 15-HEPE, 13-HODE, 15-HETE, 17S-HDHA oraz
12-HETE, dla ktérych byt nieznacznie nizszy, uzyskujac jednakze warto$ci nie
nizsze niz 0,995).
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Precyzja

Do wyznaczenia precyzji metody wybrano 5 eikozanoidow o zrdéznicowanej
zawartosci w surowicy krwi (5-HETE, 12-HETE, 15-HETE oraz 9-HODE i 13-
HODE). Precyzje wyznaczono poprzez analiz 12 rownolegtych probek surowicy.
Charakterystyke precyzji metody przeprowadzono za pomoca parametrow
opisujacych rozproszenie wartosci zmiennych, czyli odchylenia standardowego
(SD), a przy pomiarach wzglednych — wspotczynnika zmiennosci (RSD). Uzyskane
wyniki przedstawiono w tabeli I1.

Odzysk

Odzysk metody wyznaczono poprzez analiz¢ probek surowicy krwi
wzbogaconych dodatkiem 5 wybranych eikozanoidow (5-HETE, 12-HETE, 15-
HETE oraz 9-HODE i 13-HODE). Poziom wzbogacenia wynosit od 25% (dla 13-
HODE) do 110% (dla 9-HODE) spodziewanej zawartosci zwiazku w surowicy
krwi. Uzyskane wyniki dla odzysku przedstawiono w tabeli II.

WNIOSKI

Reasumujac nalezy podkresli¢, ze ww. metoda oznaczania eikozanoidow
charakteryzuje si¢ dobra precyzja i odzyskiem, umozliwiajac jednoczesnie dobry
rozdzial poszczegdlnych zwiazkéw i1 oznaczanie ich na bardzo niskich poziomach
w surowicy krwi w stosunkowo krotkim czasie (14 min) w trakcie jednej analizy.

M. Jelinska, I. Gielecinska,
H. Mojska, A. Tokarz

VALIDATION OF LC/MS/MS METHOD FOR EICOSANOID ANALYSIS IN BLOOD PLASMA

Summary

The aim of the study was validation of the LC-MS method for eicosanoids (metabolities of arachidonic,
linoleic and docosahexaenoic acids) analysis in blood plasma. Chromatographic separation was carried
out on Luna C18(2), 150 x 2,0 mm, 5 pm column (Phenomenex) and UltraMate 3000, Dionex, with mass
spectrometer — 3200 QTrap, Applied Biosystems were used in eicosanoid determination.

The method described enables good separation as well as fast (14 min) and simultaneous analysis
of 13 eicosanoids — 5-, 12- i 15-hydroxyeicosatetraenoic acids (5-, 12- i 15-HETE), 5-, 12- i 15-
hydroxyeicosapentaenoic acids (5-, 12- i 15-HEPE), 9- i 13-hydroxyoctadecadienoic acids (9- i
13-HODE), prostaglandins E, i E, (PGE, and PGE,), leukotriene B, (LTB,), resolvin D1 (RvD)) and
17S-hydroxydocosahexaenoic acid (17-HDHE) — on very low levels. The method is characterized by good
precision and recoveries.
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