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Dades del centre:

Biosfer Teslab és una empresa spin-off de la Universitat Rovira i Virgili (URV) i 'Institut de
Recerca Sanitaria Pere Virgili (I1SPV), que opera en el sector del diagnostic in vitro de bio-
fluids mitjangant espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de protons (*H-RMN), una

tecnologia d’alt rendiment.

El principal producte de Biosfer Teslab és el test Liposcale, en el que es caracteritza el perfil de
lipoproteines del torrent sanguini determinant de forma directa i rapida la mida, la composicio
lipidica i el nombre de les principals classes de lipoproteines (VLDL, LDL i HDL), aixi com la
concentracio de particules de nou subclasses diferents, sense haver de fraccionar el sérum san-
guini.

A més del test Liposcale, Biosfer també ofereix altres serveis, com el perfilat de metabolits de
baix pes molecular (LMWM profiling), un test de glicoproteines, lipidomica de serum, cultius
cel-lulars i teixits, i la caracteritzacié de metabolits aquosos en cultius cel-lulars, femta, orina i
teixits tant humans com animals. Aquestes proves analitiques van dirigides a universitats, cen-
tres d’investigacio, professionals sanitaris, empreses farmaceutiques, empreses alimentaries i

laboratoris d’analisis cliniques.

Les diferents analisis experimentals es realitzen a les instal-lacions del Centre de Ciéncies Omi-
ques (COS), un centre dirigit per la URV i gestionat per EURECAT. EI COS és un centre d’in-
vestigacio cientifica i tecnica equipat amb les tecnologies més avancades de genomica, trans-

criptomica, proteomica i metabolomica.
.®) BiosferTeslab

COS

Centre for Omic Sciences




Resum:

La lipidomica, és la ciéncia que estudia els lipids a gran escala, generant perfils de les diferents
families lipidiques biogeniques, I’estudi exhaustiu de les seves vies metaboliques i la interpre-
tacié de la seva importancia fisiologica, basada en técniques de quimica analitica i analisis es-

tadistiques.

Gracies a la seva importancia, en aquest treball es busca optimitzar i automatitzar el protocol
d’extracci6 dels lipids a partir de serum huma per a una posterior analisi lipidomica emprant
espectroscopia de ressonancia magneética nuclear de protons. Aixi, es va analitzar el protocol
per detectar dos possibles punts critics: la liofilitzacié de les mostres i la congelacié de la fase
organica amb solvent d’extraccié i sense. No es van observar diferéncies significatives entre les
dues condicions en ambdos casos. En el cas de la liofilitzacié es va observar una predominanca
de I’efecte biologic sobre I’efecte analitic, pel que es va decidir liofilitzar les mostres amb el fi
de facilitar I’automatitzacio del procés. En el cas de la congelacio, és preferible emmagatzemar
la fase organica sense els solvents d’extraccio, per0 en cas que no sigui possible, qualsevol

conjunt de mostres ha de ser tractat amb les mateixes condicions.

Amb la finalitat d’automatitzar el protocol, es va programar el robot dispensador de liquids
“Agilent Bravo Automated Liquid Handling Platform” per automatitzar la resuspensio de la
mostra despres de ser liofilitzada i I’extraccio de la fase organica. ES van observar coeficients
de variacié menors quan es realitza el protocol automatitzat, aixi com una superposicié quasi
perfecta dels espectres de RMN de les aliquotes tractades automaticament, a diferencia de les

tractades manualment.

Paraules clau:

Lipidomica
Ressonancia Magnetica Nuclear

Deconvolucié



1. Introducci6:
1.1. Lipids:

Els lipids sén una classe heterogenia de biomolecules que presenten una gran diversitat d’es-
tructura i funcid biologica, actuant com components estructurals de les membranes cel-lulars,
fonts d’emmagatzematge d’energia, components de les vies de senyalitzacid, participacio en el
transport de biomolecules o regulacié metabolica. Tot i la gran diversitat estructural que pre-
senten els lipids, aquest grup de biomolécules exhibeixen una caracteristica global, insolubilitat
en aigua pero solubilitat en solvents organics, com el cloroform, alcohols i altres hidrocarburs,
pel que es classifiquen com a molécules hidrofobiques®. Algunes espécies lipidiques que pre-

senten dominis hidrofilics grans, com els sacarolipids, no son solubles en solvents organics.
1.1.1. Classificacié dels lipids:

A diferencia dels acids nucleics i les proteines, que estan compostes principalment per una
combinacid lineal de 4 nucleotids i 20 aminoacids respectivament, les estructures lipidiques son
generalment molt més complexes degut al gran nombre de transformacions bioquimiques que

tenen lloc durant la seva biosintesi?.

Un gran nombre de fonts i recursos, com The Lipid Library® i Cyberlipids* classifica els lipids
en simples i complexos. Els lipids simples son aquells que donen lloc com a molt a dues entitats
després de patir una hidrolisi, com els acilglicerols i les ceres. En canvi, els lipids complexos
son aquells que donen lloc a tres 0 més entitats després d’una hidrolisi, com els fosfolipids, els
sacarolipids, els lipoaminoacids i els nucleolipids®. Altres classificacions també afegeixen un
grup més, els lipids derivats, format per les substancies derivades de la hidrolisi de lipids sim-
ples i complexos, com els acids grassos, alcohols, esteroides o carotenoids.

El Comite Internacional de Classificacié i Nomenclatura dels Lipids va desenvolupar al 2005
un sistema de classificacio de lipids basat en principis quimics i bioquimics ben definits, que
ha passat per diverses revisions durant els Ultims anys per representar totalment les estructures
lipidiques provinents d’una gran varietat d’organismes. Aquesta classificacio lipidica es pot
consultar a la base de dades LIPID MAPS®. Segons aquesta classificaci els lipids es defineixen
com a molécules petites amb caracter hidrofobic o amfipatic que s’originen a partir de conden-

sacions basades en carbanions de tioesters i/0 condensacions basades en carbocations d’unitats



d’isopre. Aquesta classificacié organitza els lipids en vuit categories ben definides que inclouen
organismes eucariotics i procariotics (Taula 1.1.).

Taula 1.1. Classificacid dels lipids segons el sistema de classificacié de la base de dades
LIPID MAPS. Taula modificada®.

Categoria Abreviacio Origen
Acils grassos FA Condensacions basades en carbanions de tioesters
Glicerolipids GL Condensacions basades en carbanions de tioésters
Glicerofosfolipids | GP Condensacions basades en carbanions de tioésters
Esfingolipids SP Condensacions basades en carbanions de tioesters
Lipids d’esterol ST Condensacions basades en carbocations d’unitats d’isopré
Lipids de prenol | PR Condensacions basades en carbocations d’unitats d’isopré
Sacarolipids SL Condensacions basades en carbanions de tioésters
Policétids PK Condensacions basades en carbanions de tioésters

Els 8 grups lipidics que recull aquesta classificacio es divideixen en diverses classes i subclas-
ses. Els acils grassos inclouen principalment els acids grassos, les ceres i els eicosanoids. Els
glicerolipids els formen principalment els acilglicerols (monoglicérids, diglicerids i triglice-
rids), i els glicerofosfolipids es defineixen per la preseéncia d un grup fosfat esterificat a un grup
hidroxil-glicerol. Els esfingolipids contenen un esquelet d’esfingosina unit a un acid gras i/o
altres molecules. Els lipids d’esterol i de prenol provenen de la mateixa ruta biosintética, pero
aquests es separen en dos grups degut a les seves diferencies en estructura i funcié. Els esterols
tenen una estructura basada en 1’estera i I’exemple més representatiu és el colesterol. S’utilitza
el terme sacarolipid per descriure aquells compostos que tenen acids grassos units directament
a un esquelet d’un glacid, formant estructures compatibles amb les bicapes lipidiques que for-
men les membranes, a diferéncia dels glicolipids, que poden ser derivats de qualsevol de les
vuit categories lipidiques®. Els policétids s’obtenen per la condensacio modular principalment

de monomers d’acetil-CoA amb unitats allargadores de malonil-CoA.

Degut a que la tecnologia principal d’analisi d’especies lipidiques €és 1’espectrometria de mas-
ses, 1 aquesta técnica no cobreix les detalls estructurals pels quals s’agrupen els lipids en la
classificacio de LIPID MAPS, s’ha desenvolupat una altra classificacio lipidica que descriu les

estructures derivades de les técniques d’espectrometria de masses’.



Figura 1.1. Exemples de cada categoria de lipids segons la classificacié LIPID MAPS. a)

acid araquidonic, un acil gras (acid gras), b) triglicerid, un glicerolipid, c) fosfatidilcolina,
un glicerofosfolipid, d) esfingomielina, un esfingolipid, €) colesterol Illiure, un lipid d’es-
terol, f) a-terpinol, un lipid de terpe, g) UDP-2,3-diacil-glucosamina, un sacarolipid i h)

eritromicina, un policetid macrolid.
1.2. Lipids presents al plasma sanguini huma:

El plasma sanguini huma, o en el seu defecte, el sérum sanguini, és la font de partida de molts
estudis lipidomics. El plasma sanguini huma presenta un alt contingut lipidic, amb una concen-

tracio de lipids al voltat de 8020 nmol/ml i unes 890 espécies lipidiques diferents® (Taula 1.2.).

Tot i que els acids grassos lliures representen una fraccio petita dels acids grassos totals en
plasma, aquests representen una classe lipidica altament activa metabolicament. El teixit adipos
n’és la principal font. En condicions normals, 1’alliberament d’acids grassos per aquest teixit té
lloc per demanda d’energia, tot i que en diversos desordres metabolics aquesta homeostasi es
pot veure afectada, alliberant acids grassos Iliures en exces. Dins dels acids grassos, els princi-
pals trobats en plasma son 1’acid oleic, I’acid palmitic i 1’acid estearic (78% del total). L acid
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linoleic i I’acid araquidonic (ARA) sén els principals acids grassos poliinsaturats (PUFAs) Iliu-
res en plasma (8% del total)®. L’acid eicosapentanoic (EPA) i ’acid docosahexaenoic (DHA)

també es troben presents de forma lliure en nivell significants, perd amb menor mesura®.

Taula 1.2. Grups de lipids i especies quantificades amb la seva concentraci6 en plasma
sanguini huma. Taula modificada®.

Nombre Concentracié

Categoria d’espécies (nmol/ml)
Acils grassos
Acids grassos lliures | 31 214
Eicosanoides 76 0.071
Total 107 214
Glicerolipids
Triglicerids 18 1058
Altres 55 52
Total 73 1110
Glicerofosfolipids
Fosfatidilcolina 31 1974
Fosfatidiletanolamina | 38 435
Lisofosfatidilcolina 12 103
Altres 79 84
Total 160 2596
Esfingolipids
Esfingomielina 101 303.5
Altres 103 14,5
Total 204 318
Lipids d’esterol
Esterols lliures 14 826
Esterols esterificats 22 2954
Total 36 3780
Lipids de prenol 8 4,62
Suma de totals 588 8023

Els glicerolipids representen una proporcié elevada dels lipids totals presents en plasma. Dins
d’aquests, els triacilglicerids (TAG) en son els més abundants. La concentracio absoluta de
TAG és dependent de la ingesta alimentaria, ja que la sintesi i I’empaquetament dels TAG en
lipoproteines és el mecanisme principal pel qual aquests lipids son distribuits als diferents tei-
xits. Tambeé hi ha presencia de diacilglicérids (DAG) al plasma pero en nivells inferiors. Es
troben 1,2-DAGs i en menor mesura també 1,3-TAGs®.

S’han detectat més de 200 espécies diferents de glicerofosfolipids, sent-ne les principals la fos-

fatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE) i en menor mesura la lisofosfatidilcolina (LPC).
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Aquestes espécies juntament amb alguns esfingolipids com 1’esfingomielina formen la mem-

brana monocapa de les lipoproteines®.

Es poden trobar esterols tant lliures com esterificats al plasma, sent-ne 1’espécie principal el
colesterol (3,76 pumol/ml), seguit d’esterols intermediaris en la ruta de biosintesi del colesterol

(2~6 nmol/ml)8. Els esterols esterificats representen la classe lipidica més abundant en plasma.
1.3. Lipidomica:

Degut al rol biologic central que tenen els lipids en multiples funcions cel-lulars i a 1’elevat
nombre de d’espécies i la seva influéncia en processos homeostatics i en estats relacionats amb
diverses malalties, ha sorgit la necessitat d’estudiar els lipids a gran escala, sent la ciéncia que
s’encarrega d’aquest ambit d’estudi la lipidomica. El conjunt total de lipids d’una c¢l-lula, un

teixit, un organ o un organisme es coneix com el lipidoma®.

La lipidomica utilitza els principis i les tecniques de la quimica analitica. Les técniques basades
en cromatografia i espectrometria de masses son la plataforma analitica més emprada actual-
ment!®!! ja que proporcionen una caracteritzacio completa de totes les espécies constituents en

la mostra en funcié de les diferents propietats fisicoquimiques™®.

La lipidomica presenta un gran nombre d’aplicacions en la recerca biomédica, ja que les técni-
ques analitiques utilitzades ens permeten comparar facilment el lipidoma en diferents condici-
ons. Existeix una gran diversitat de patologies en les quals els lipids presenten un paper central,
per la qual cosa la lipidomica ha estat aplicada a: sindrome metabolic i diabetis, desordres neu-
rologics, cancer i desordres inflamatoris cronics entre altres. De forma similar, el perfilat del
lipidoma s’aplica en 1’avaluacio dels beneficis en la salut de dietes i suplements nutricionals i
per I’estudi dels efectes en terapies farmacologiques en assajos clinics. A més a més, el perfil
lipidomic s’ha convertit en una eina important en la tecnologia alimentaria per determinar les

propietats nutricionals i tecnologiques dels aliments??,
1.3.1. Espectrometria de masses aplicada a lipidomica:

L’espectrometria de masses (MS) és la técnica analitica més utilitzada en lipidomica degut a
I’alta capacitat qualitativa, amb una elevada sensibilitat i selectivitat. La lipidomica basada en
MS es pot dividir en dos camps: la lipidomica no dirigida i la lipidomica dirigida. La lipidomica
no dirigida, també anomenada lipidomica global, té com objectiu identificar i quantificar tots

els lipids d’un sistema, i s’utilitza per obtenir una vista global de les diferents espécies lipidiques

11



d’una mostra. La lipidomica dirigida, en canvi, es delimita en la caracteritzacié de lipids espe-
cifics®.

Las principal limitacié de la lipidomica basada en 1’espectrometria de masses és la quantificacio
absoluta, ja que el tipus de preparacid de les mostres i I’ambient molecular afecten a la intensitat
del senyal de MS de cada compost. També es produeix un fenomen anomenat quenching d’ions,
on el senyal dels lipids poc ionitzables es veu atenuat per espécies més facilment ionitzables, el
que requereix d’una separacié prévia de les espécies lipidiques per una quantificacié precisa®.
A més a més, I’espectrometria de masses destrueix la mostra durant el procés d’analisi, pel que
no es pot recuperar la mostra per altres analisis complementaries i és una técnica poc reprodu-
ible.t2

1.3.2. Ressonancia magnetica nuclear:

L’espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) és una técnica versatil principal-
ment utilitzada per I’elucidacié d’estructures de compostos organics, la determinacié estructu-
ral i dinamica de macromolécules i més recentment per 1’elaboraci6 de perfils de metabolits en

el camp de la metabolomica®®.

Només son visibles es espectroscopia RMN els nuclis (isotops) amb una abundancia natural
suficientment alta per ser detectats i que presenten un espin nuclear desaparellat. Es descriu
I’espin com una propietat estretament lligada al moviment d’una particula subatomica sobre un
eix i el seu moviment angular. La rotacié permanent d’aquesta carrega en el seu eix genera un
camp magnétic, per la qual cosa es pot imaginar el nucli com un petit imant® (Figura 1.2. a).
En la majoria d’atoms, com el 12C, els espins es troben aparellats els uns amb els altres, causant
que el nucli de 1’atom no presenti un espin total. Els principals nuclis utilitzats en RMN s6n 1H,
13C i 3!p entre altres, sent I’espectrometria *H-RMN la més usada degut a I’alta abundancia

natural d’aquest isotop.

Opposed: High Energy
49.999%

v Aligned: Low Energy

50.001%

S

a b
4 !

Laboratory
Magnetic
Field

Figura 1.2. a) Rotacié d’un nucli sobre un eix i formacié del seu camp magnétic, b) Ali-

neacié dels nuclis amb el camp magnétic al qual s’exposen?®.
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En I’espectrometria RMN la mostra es sotmet a I’efecte d’un camp magnetic fort. Cada nucli
es pot alinear amb el camp magnétic o en contra d’aquest si tenen un valor d’espin positiu o
negatiu respectivament (Figura 1.2. b). Després d’un temps d’estabilitzacid, s’aplica un puls
d’energia de radiofreqiiéncia potent a la mostra causant un canvi de ’estat energétic dels nuclis
al seu oposat (Figura 1.3. a). Durant els seguents segons, els nuclis retornen a 1’estat d’energia
original (Figura 1.3. b), i la caiguda de la frequéncia es recull per un receptor que les converteix

en informacio digital a I’espectrometre'®.

High Energy —5— b

—6— Opposed: High Energy
Aligned + Low Energy [ /I
Radio : . "
/ Frequency Aligned: Low Energy —ﬁ—

. Emission
Radio Frequency "Excited "Relaxed

Pulse State" State"

a Opposed

Figura 1.3. a) Excitacid dels nuclis (pas de l’estat d energia baixa a [’estat d’energia alta),

b) Relaxacié dels nuclis, amb la conseqiient emissié d’energia de radiofieqiiéncia®®.

S’obté un output observable que resulta en una ona cosinusoidal en decadencia. Si hi ha nuclis
diferents a la mostra capacos de produir senyal, el resultat és la suma de les diferents ones. Els
senyals es sostreuen de la freqiiéncia de 1I’espectrometre donant com a resultat una ona cosinu-
soidal en decadencia de baixa frequéncia, que només conté les diferents freqiiéncies entre la
freqiiencia de I’espectrometre i dels nuclis. Aquest senyal s’anomena free induction decay
(FID)Y' (Figura 1.4.).

1
frequency

Figura 1.4. FID d’un sol tipus de nucli. Aquest senyal conté la mateixa informacio que un

espectre de RMN convencional. La frequéncia del senyal relatiu de [’espectrometre ve do-
nada per la freqiiéncia de la ona cosinusoidal'’.
Degut a la complexa forma que adquireix el FID quan hi ha presencia de mdltiples nuclis, no

es poden interpretar dades a partir d’aquest. Es realitza un tractament del senyal anomenat

13



transformacio de Fourier. A partir d’aquest calcul s’obté I’espectre de RMN, amb freqliéncia a

I’eix horitzontal 1 intensitat a 1’eix vertical.

Degut a que els diferents espectrometres de RMN operen a camps magnetics diferents, i a major
camp magnetic, major resolucio. Les freqiiéncies depenen del camp magnétic que s’aplica, per
la qual cosa I’eix horitzontal s’estandarditza representant el desplacament quimic en parts per
milié (ppm)*. El desplagament quimic es descriu com la diferéncia entre la freqiéncia de res-
sonancia del nucli i un estandard. Per establir una escala de desplagament quimic és necessari
escollir una substancia com a estandard intern i definir el seu desplacament quimic a zero. L’es-

tandard més utilitzat és el tetrametilsila (TMS)Y’.
1.3.3. Ressonancia magnetica nuclear aplicada a lipidomica:

La caracteritzacié detallada de les espécies lipidiques utilitzant les técniques d’espectroscopia
de H-RMN és dificil, ja que les estructures moleculars magnéticament equivalents donen res-
sonancies amplament superposades i no és una tecnica tant sensible com la MS. No obstant, les
analisis lipidomiques utilitzant tH-RMN proporcionen una visio general rapida de les principals
families lipidiques (acids grassos, glicerolipids i esterols) i algunes espécies individuals com
I’acid araquidonic (Figura 1.5. i Annex I). L’espectroscopia de RMN també presenta certs avan-

tatges sobre 1’s de MS per lipidomica, com la no derivatitzacié de les mostres, no es requereix
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CH=CH-CH;

Glycerol C(2)H SFA [L(?N
Total GPL PC noleic Aci [—ﬁ MUFA w9 FA Ty, d
(except LPC) N-(CHy) cuucg f."c, (:Id(n CH=CH-CH Yl
Glycerol C(2)H : 2y = w7 FA
| LPC (I [ w3 FA w6 FA CH il
N-(CHy)s oM e N — I "
SM — =y
e + |
— e V
6 - —_— 0. 4 . x2 5 4 -z 05
.
y Total GPPLC) /
M except L CE
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TG OHy+BH, BH;

i
orol ] FC
Glyce ? C1,3)H ‘ CUB)MH,
el —
T ;

575 55 525 5 475 45 425 4 375 35 325 3 275 25 225 2 175 15 125 1 075 05 025 O

Figura 1.5. Espectre de [’extraccié lipidica d 'una mostra de plasma amb els senyals lipi-
dics identificats. CE: colesterol esterificat, CF: colesterol lliure, FA: acid gras, ARA: acid
araquidonic, EPA: acid eicosapentanoic, DHA: acid docosahexaenoic, MUFA: acids
grassos monoinsaturats, SM: esfingomielina, LPC: lisofosfatidilcolina, PC: fosfatidilco-

lina, TG: triglicérids, GPL: glicerofosfolipids??.
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d’una separaci6 dels components, 1’area espectral és proporcional a I’abundancia molecular (el
que la fa quantitativa), la linealitat espectral evita 1’s de multiples estandards interns per la
calibracio i I’espectroscopia de RMN és una técnica robusta, altament reproduible, rapida i au-
tomatitzable. Addicionalment, les tecniques de RMN son no destructives, pel que la mostra

queda intacta i pot ser utilitzada per estudis posteriors*2,

A més, la quantificacid de les espécies de glicerofosfolipids no és sempre possible quan s’uti-
litzen les tecniques de MS, ja que aquestes presenten diferents respostes a la font de la ionitzacio

per electrospray (ESI.
1.4. Métodes d’extraccio lipidica:

El plasma sanguini i el serum son les matrius més comunament utilitzades en estudis lipidomics.
Degut al gran contingut de components presents al plasma sanguini (cél-lules, proteines i pep-
tids, compostos nitrogenats, nutrients, lipoproteines, lipids Iliures i lipids units a proteines...),
s’ha de realitzar una extracci6 per poder obtenir els lipids, que pot resultar complexal®. Degut
a I’elevada diversitat estructural de les especies lipidiques cap meétode és idoni per 1’extracciod
total de les diferents espécies lipidiques. Els métodes d’extraccio principals son el metode de
Folch i el metode de Bligh i Dyer, publicats ja fa més de cinquanta anys i amb un inconvenient
principal, la fase organica en la que es troben els lipids és la fase inferior, i per tant hi pot haver

una contaminacio de la fase organica al retirar-la'°.
1.4.1. Meétode de Folch:

El metode de Folch va ser dissenyat al 1951, sent el primer protocol d’extraccié de lipids uti-
litzant el sistema de solvents cloroform/metanol. La mostra biologica es dilueix 1:20 (v/v) en
cloroform/metanol 2:1 (v/v) i s’homogeneitza. El protocol original realitza ’homogeneitzacid
de la mostra directament en cloroform i preferiblement a temperatures baixes i en periodes
curts. S’addicionen de forma rapida solvents que desnaturalitzen les proteines i bloquegen I’ac-
ci6 de les activitats enzimatiques per tal de preservar el perfil lipidic del sistema. L’extracte es
filtra per separar els residus precipitats. S’addiciona un equivalent de 0,2 d’aigua respecte el
volum total de cloroform/metanol addicionat. La mostra es separa en una fase aquosa superior
d’aigua/metanol i una fase organica inferior de cloroform en un rati 10:60 (v/v), i la mostra es

centrifuga per forcar la separacid, formant una interfase amb les proteines precipitades®.

El principal desavantatge d’aquest métode és la distribucio de les fases, situant-se la fase aquosa

a la part superior i la fase organica amb els lipids a la part inferior, pel que hi pot haver
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problemes de contaminacié de la fase organica amb impureses de la fase aquosa al ser retirada,
dificultant el procés i I’automatitzacio. A més, la utilitzacié de cloroform, un compost nociu

per la salut'®.
1.4.2. Meétode de Bligh i Dyer:

El métode d’extraccio de lipids de Bligh i Dyer va ser dissenyat al 1959 per un procediment
eficient per I’estudi de la descomposicio de lipids en peixos congelats. El principi basic d’aquest
metode esta basat en el métode de Folch pero utilitzant menys cloroform i metanol. El teixit
homogeneitzat es mescla amb cloroform/metanol 1:2 (v/v) i posteriorment s’afegeix un volum
més de cloroform. Després de mesclar s’afegeix 1 volum d’aigua destil-lada i es deixa incubar.
La suspensio resultant consisteix en residus no extraibles en una solucio de cloroform/meta-
nol/aigua 2:2:1,8 (v/v/v). Aquesta suspensio és filtrada i es deixa incubar, obtenint la separacid
de fases. A la part superior es troba la fase aquosa amb molécules polars i a la part inferior la
fase organica amb els lipids. Presenta els mateixos desavantatges que el métode de Folch?,

1.4.3. Meétode MTBE:

El metode MTBE va ser dissenyat per tal d’evitar els desavantatges dels métodes d’extraccid
tradicionals amb la formacio de la fase organica a la part inferior, per tal de facilitar I’automa-
titzacio del procés d’extraccio. L’extraccid es realitza a partir de metil tert-butil eter (MTBE)
amb un rati MTBE/metanol/aigua 10:3:2,5 (v/v/v). El principal desavantatge d’aquest métode
és el gran contingut de components aquosos, que pot augmentar la contaminacio per compostos

solubles en aigua®®.
1.4.4. Metode BUME:

El metode BUME soluciona els dos problemes dels métodes d’extraccio6 de lipids substituint el
cloroform per butanol i amb la formacié de la fase organica a la part superior. S’afegeix una
soluci6 de butanol-metanol (BUME) a la mostra en un rati BUME/mostra 3:1 (v/v) i es mescla.
L s de butanol permet una extraccio eficient de les espécies lipidiques més polars. S’afegeix
un segon dissolvent; el protocol original amb hepta-acetat d’etil en rati 3:1 (v/v) amb la mostra,
pero I’hepta pot ser substituit amb diisopropil d’éter (DIPE), ambdos solvents no polars. L’ ad-
dicio de DIPE:EtAc promou la formacio de les fases de forma espontania, formant la fase or-
ganica en la qual es troben els lipids i el butanol a la part superior i la fase aquosa a la part

inferior amb els components polars i el metanol®®. També s’afegeix aigua desionitzada en rati
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3:1 (v/v) amb la mostra per tal de formar la fase aquosa en la qual s’allotjaran les molécules

polars.

Com s’ha comentat anteriorment, aquest metode permet la formaci6 de la fase organica a la
part superior, facilitant 1’automatitzacio del procés d’extraccio lipidica amb la utilitzaciéo d’un
robot dispensador de liquids. A més a més, no requereix de cloroform, un component toxic, i a
diferéncia del metode MTBE, que també forma la fase organica a la part superior, la fase aquosa
formada pel métode BUME presenta menys quantitat de components aquosos?!. Tot i aixo, el
principal avantatge d’aquest metode és el rati de solvents/mostra (inferior a 4:1), facilitant 1’au-

tomatitzacid™®.
2. Hipotesis i objectius:

“L’optimitzacio i I’automatitzacio del protocol d’extracci6 lipidica utilitzant el robot dispensa-

dor de liquids redueix el temps del procés analitic sense afectar al rendiment d’aquest”

Les diferents proves realitzades en aquest treball tenen com a objectiu I’automatitzacié d’un
procés d’analisi lipidomica utilitzant un robot dispensador de liquids per reduir el temps i la
complexitat del protocol original. Per tal de realitzar aquesta automatitzacio, es van identificar
a més a més dos possibles punts critics en el protocol, i es van definir els segtients objectius

secundaris.

El primer objectiu secundari és la determinacié de I’efecte de la liofilitzacié sobre les mostres,
ja que la liofilitzacié d’aquestes facilita I’automatitzacio del procés. El segon objectiu secundari
¢és la determinaci6 de I’efecte de la congelacio de les mostres amb els solvents organics, per

determinar quin és I’ordre optim en 1’automatitzacié del procés.
3. Metodologia

3.1. Protocol estandard d’extraccio de mostres lipidiques:

El procés actual d’analisi lipidomica dut a terme per Biosfer Teslab precisa de mostres conge-
lades de serum o plasma huma. De cada mostra es liofilitzen 200 ul durant 24 hores. Les mostres
liofilitzades es resuspenen en 100 pl de PBS (50 mM i pH=7.4) manualment i es traspassen a
tubs de vidre per evitar la possible corrosid dels tubs de plastic per part dels solvents organics
posteriorment utilitzats, fet que contaminaria la mostra obtenint espectres de RMN amb super-

posicio de pics. Posteriorment, amb el robot dispensador de liquids “Agilent Bravo Automated
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Liquid Handling Platform” es realitza I’extraccié seguint el m¢tode BUME optimitzat amb dii-
sopropil eter (DIPE)™®. Primer s’afegeixen a cada tub 300 ul de butanol:metanol 3:1 (v/v) 300
ul de diisopropil eter:acetat d’etil 3:1 (v/v) i 300 pl d’aigua desionitzada. Les mostres es cen-
trifuguen a 4°C durant 5 minuts, forcant la separacio de fases i obtenint la fase organica a la
part superior i la interfase i la fase aquosa a la part inferior. Es repeteix el procés dos cops
afegint només 300 pl de DIPE:EtAc i centrifugant a les mateixes condicions. La recuperacio de

la fase organica es realitza de manera automatica amb el robot dispensador de liquids.

Després de 1’obtencio de la fase organica els tubs son congelats amb el solvent per la seva
posterior analisis. Els solvents organics utilitzats per extreure la fase organica son assecats uti-
litzant el SpeedVac durant 4 hores per evitar que solapin els senyals lipidics a 1’espectre de
RMN. Les mostres es resuspenen posteriorment a ma amb 700 ul de al solucié de cloroform,
metanol i aigua deuterats, CDCI3:MeOD:D20 16:7:1 (v/v). La solucié de solvents deuterats
conté tetrametilsila (TMS), que s’utilitza per referenciar I’espectre. Les mostres son mesurades

a 283 K emprant I’espectrometre “Bruker Avance 111-600”, que opera a 600,2 MHz.

Mostra Liofilitzacié  Resuspensid Extraccio Centrifugacio 4°C 5 min

Up

and + 300 ul BUME Fase aquosa + interfase
down | + 300 pl DIPE:EtAC . \ X2

+100 pl PBS L +300 pl H,O Millia -
— = > — —_— i"“@ Centrifugacié 4°C 5 min
- . | ] Manual 1 BRAVO < -
U — .
g +300 pl .
DIPE:EtAC
B
Espectroscopia BRAVO @.
! 7 —

iﬁéf}sﬂ [ Fase organica -

p ! Traspas a Reconstitucio
IuRnge Assecat 4h Congelacid de la
(SpeedVac) fase organica
_ +77DD ul |
CDCl3:MeQD:D;0 —— — Fase
< < < -— -— 4—— organica

; } Manual Manual %:

Figura 3.1. Esquema del procés d’analisi lipidomica per ressonancia magnética nuclear

realitzat per Biosfer Teslab actualment. Figura creada utilitzat BioRender.
3.2. Efecte de la liofilitzacio sobre mostres biologiques:

Per avaluar I’efecte de la liofilitzaci6 es seleccionen 3 mostres de serum amb un rang ample de
colesterol i triglicerids préviament analitzades amb el test Liposcale. El test Liposcale analitza

exhaustivament el perfil de lipoproteines present en una mostra, obtenint la concentracio de
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colesterol i triglicerids de cada tipus de lipoproteina, la seva mida i la seva concentracid total.
De cada mostra s’obtenen 200 pl per les aliquotes a liofilitzar i 200 pl per les aliquotes no
liofilitzades. Per poden normalitzar i quantificar les concentracions de les diferents especies
lipidiques a partir de les dades de Liposcale es necessiten 200 pl de mostra, ja que és la mateixa
quantitat de mostra analitzada per aquest test. El métode BUME esta optimitzat per partir d’un
volum de 100 pl, pel que les aliquotes liofilitzades es resuspenen en 100 pl de PBS i les aliquo-
tes no liofilitzades es realitza un duplicat per cada mostra amb 100 pl de mostra intacta. El
procés d’extraccio lipidica i la reconstitucio de les mostres liofilitzades es realitza pel procés
préviament descrit. EIs 100+100 pl no liofilitzats es reunifiquen durant la reconstitucid per ar-
rossegar els lipids i que la quantitat extreta sigui comparable amb la de les mostres liofilitzades.

Les mostres son analitzades tal i com s’ha descrit préviament.
3.3. Efectes dels solvents organics en I’estabilitat de les mostres:

Es prepara un pool a partir de 4 mostres de serum. A partir d’aquest pool es preparen 10 ali-
quotes: dos per les aliquotes basals a temps 0 (B0), dos per les aliquotes que seran congelades
sense solvent i dos per les aliquotes que seran congelades amb solvent per un temps de 3 dies
(SS3 i AS3 respectivament) i dos mostres que seran congelades sense solvent i dos mostres que
seran congelades amb solvent per un temps de 7 dies (SS7 i AS7 respectivament).

Taula 3.1. Nomenclatura i condicié de les diferents aliquotes preparades. Per cada con-

dicid es realitza un duplicat.

Aliquotes Temps Condicio
BO 0 Basal
SS3 3 Congelacio sense solvent
AS3 3 Congelacié amb solvent
SS7 7 Congelacio sense solvent
AS7 7 Congelacié amb solvent

Les mostres son liofilitzades i es realitza la resuspensié manual amb 100 pl de PBS. S’extreu
la fase organica amb el robot dispensador de liquids pel métode BUME mitjancant el procedi-
ment préviament descrit. La fase organica de B0 és assecada, reconstituida i mesurada el mateix
dia de I’extraccio. Les aliquotes sense solvent (SS3 i SS7) son assecades utilitzant el SpeedVac
i posteriorment congelades amb les aliquotes que no han estat sotmeses a un procés d’assecatge

(AS3i AS7). Cada aliquotes es reconstitueixen i analitzen passat 3 i 7 dies respectivament.
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3.4. Passos a automatitzar:

Per tal d’automatitzar el protocol estandard d’extraccid de lipids es programa el software del
robot dispensador de liquids “Agilent Bravo Automated Liquid Handling Platform™, generant
un nou protocol capac de realitzar els dos dels passos manuals del procés de forma automatica:

la resuspensio de les mostres liofilitzades i la reconstitucié de la fase organica.

Les mostres liofilitzades es resuspenen en 100 pl de PBS manualment. Es modifica el protocol
actual amb el software especific del robot dispensador de liquids per tal de realitzar la resus-
pensio de la mostra i I’extraccio lipidica pel métode BUME en una sola operaci6. ES decideix
resuspendre les mostres amb aigua desionitzada per evitar afegir sals a la mostra, ja que les
mostres ja arriben diluides en PBS. Si la concentracio de sals és superior, la forca ionica aug-
menta i hi ha més probabilitat d’un eixamplament dels senyals als espectres de RMN degut a

un shimming no optim.

Per I’automatitzacio de la reconstitucié de la fase organica es crea un nou protocol utilitzant el
robot dispensador de liquids capac de reconstituir la fase organica en 700 ul de la solucié de
solvents deuterats, que posteriorment es traspassen a tubs de RMN de forma automatica. Per
estudiar una possible diferéncia entre el procés manual amb PBS i el procés automatic amb
aigua, a partir d’una mostra control s’obtenen quatre aliquotes, dos pel procés manual i les altres
dos per I’automatic. El procediment seguit és el mateix que el del procés inicial en les aliquotes

manuals i en les aliquotes automatiques s’implementen nou protocol.
3.5. Deconvolucio dels espectres lipidics:

Utilitzant el software TopSpin es processen els espectres per corregir les fases d’ordre zero i
primer ordre. La deconvolucid dels senyals lipidics d’interes es realitzen mitjangant un software
propi de Biosfer, Lipidscale, que imita amb funcions matematiques els senyals dels espectres
per obtenir ’area d’aquestes. La deconvolucié consisteix a partir d’una regié d’un espectre de
RMN, definir una série de funcions matematiques, la suma de les quals reprodueix al maxim

possible I’espectre original.

Les concentracions es poden quantificar normalitzant amb un factor de correcci6 per la concen-
tracio de colesterol obtinguda si s’ha realitzat préviament el test Liposcale. Es pot realitzar
aquesta quantificacio de les arees ja que 1’area és proporcional al nombre de protons, i aquest

al nombre de molécules.
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Figura 3.2. Exemple de la deconvolucio dels senyals de la fosfatidilcolina, lisofosfatidil-
colina i esfingomielina (d’esquerra a dreta). La linia vermella és !’espectre original, les
linies blaves son les diferents funcions matematiques i la linia verda la suma de les dife-

rents funcions.

Colesterol total Liposcale (mM)
Colesterol Total RMN

Concentracié de X (mM) = Area de X
Formula 1. Calcul realitzat per I’obtencio de la concentracioé d'una espécie lipidica, on X
és un senyal qualsevol.

En el cas de I’avaluacio dels efectes dels solvents organics en I’estabilitat dels lipids, no es
disposava de la concentracio de colesterol determinada per Liposcale. Es van normalitzar les

arees de cada senyal a partir de 1’area total dels senyals presents en totes les mostres.

4. Resultats i discussio:

4.1. Efectes de la liofilitzacio:

Els espectres de RMN obtinguts s6n processats, i es deconvolucionen els senyals d’interés au-
tomaticament mitjancant Lipidscale. A 1’annex | es recullen els senyals lipidics observats als

espectres i posteriorment quantificats que es repetiran en totes les figures.

Per comparar les mostres es construeix la Figura 4.1., en la que es representen les mitjanes
aritmetiques de les aliquotes per cada condicié amb els valors del seu error estandard. Degut al

nombre reduit de mostres no és possible veure diferéncies significatives.
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Figura 4.1. Representacid de les concentracions mitjanes en mM dels diferents senyals

Concentracio (mM)

Pt |

w
w}ﬂ
Linoleic-
TG
SV
LPC-

P L —

g =

C18L ——

C18T-

DHA-R

C18E-+
C19L~

Condicio
i B oitzaces
No liofilitzades
< r'~ '
@ h
-]
o

Senyals

P A — |

ARA+EPA -pa

PUFA - ——— |

WEB+WT -~
PUFA3-

lipidics amb els valors dels errors estandard. Amb la prova de U de Mann-Whitney es

troben els valors-p, sent tots superiors a 0,05.
Els senyals de glicerofosfolipids, fosfatidilcolina, esfingomielina i lisofosfatidilcolina, semblen
presentar una tendéncia obtenint concentracions més altes d’aquestes espécies lipidiques en les
mostres liofilitzades. Les lipoproteines presents al sérum estan formades per una monocapa
lipidica i les apolipoproteines. Aquesta monocapa lipidica esta constituida principalment per
fosfolipids, sent la fosfatidilcolina el principal, seguit de 1’esfingomielina i la lisofosfatidilco-
lina. També hi ha altres fosfolipids minoritaris, com la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina
i el fosfatidilinositol, tots glicerofosfolipidst. L’augment de les espécies de fosfolipids en les
mostres liofilitzades es podria explicar per la possible disrupcié de les membranes de les lipo-
proteines per causa de la liofilitzacio, alliberant aquestes especies lipidiques i incrementant la

seva concentracié al serum?2.

També s’observa un augment en la concentracid dels acids grassos saturats en les mostres lio-
filitzades, augmentant la seva concentracido més d’un 20% respecte a les no liofilitzades. Pot ser
que s’obtingui aquest resultat ja que les mostres no segueixen una distribucié normal, i al trac-
tar-se de tant poques mostres les no es poden treure conclusions robustes partint d’aquesta di-

ferencia.
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Les concentracions de colesterol total son practicament iguales a diferéncia de ’esperat®®. Per
confirmar aquestes tendéncies s’hauria de realitzar la prova amb un nombre de mostres més

elevat.

A causa de I’elevat nombre d’espécies lipidiques que es quantifiquen en es realitza una analisi
de components principals (PCA) (Figura 4.2.), per tal de reduir el nombre de variables a dues
noves dimensions que expliquen la variabilitat de les dades. Cada dimensio és una combinacio
lineal de les diferents variables originals. A partir del PCA generat es pot observar que les
aliquotes estan agrupades segons la mostra de la qual provenen i no segons la seva condicio
(liofilitzades o no liofilitzades). A més a més, també es separa clarament una de les mostres de
les altres dos (aliquotes 3i 6 respectea1i4,i5i2)amb respecte al primer component principal.
Aguesta mostra més separada conté una concentracio de lipids més elevada respecte de les
altres. Per tant, les tendéncies observades previament sén molt menys rellevants que el fet que

siguin la mateixa mostra. Es pot dir I’efecte biologic predomina sobre ’efecte analitic.

Condicio

. Liofilitzades

No liofilitzades

2 4
Dim1 (68.5%)

S e e R

Figura 4.2. Analisi de components principals de les diferents aliquotes. Les aliquotes 1 i
4,51 21316 representen les 3 mostres respectivament. S’observa la separacio de les

aliquotes per mostra i no segons si han estat liofilitzades o no.
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4.2. Congelacié amb solvent i sense solvent d’extraccio:

Es representa la mitjana aritmeética de les arees normalitzades obtingudes per cada senyal lipidic
amb el seu error estandard per cada condicio (figures 4.3. a 4.5.). En la majoria de senyals
s’observen valors més semblants entre ells en les aliquotes congelades sense solvent respecte a

les congelades amb solvent.

S’observa una disminucio de la concentracio en algunes dels senyals referents als acids grassos
insaturats (Figura 4.4.), principalment els senyals de m6+w®7, ®9 i els acids grassos poliinsatu-
rats (PUFA) entre les aliquotes basals i la resta. Aquests acids grassos son els més probables a

ser oxidats de forma espontania, per la preséncia d’enllagos dobles?.

S’observa un augment de la quantitat de lisofosfatidilcolina i una disminucid de la fosfatidilco-
lina present en les mostres congelades amb solvent respecte a les congelades sense solvent (Fi-
gura 4.5.). Aquest efecte es podria explicar pel trencament d’un dels enllagos ¢ster de la fosfa-
tidilcolina, alliberant un acid gras i formant la lisofosfatidilcolina en preséncia de solvent orga-

nic en la mostra.

100
=
Condicio
I3
Basal
Dia 3 amb solvent
. Dia 3 sense solvent
. Dia 7 amb solvent
50 . Dia 7 sense solvent
=
Y
0

C18E Cc18L c18T C19E c1oL c19T TG
Especies lipidiques

Area normalitzada

Figura 4.3. Representaci6 de les arees normalitzades mitjanes amb I’error estandard dels
diferents senyals del colesterol i triacilglicerids. S observen valors més semblants entre

ells en les aliquotes congelades sense solvent respecte a les congelades amb solvent.
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Figura 4.4. Representacio de les arees normalitzades mitjanes amb [’error estandard dels
diferents senyals d’acids grassos saturats i insaturats. S’observa la diferéncia entre les
aliquotes basals respecte a les restants probablement degut a reaccions d’oxidacio dels

dobles enllagos.
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Figura 4.5. Representacio de les arees normalitzades mitjanes amb [’error estandard dels
diferents senyals de fosfolipids. S’observa la diferéncia entre inversament proporcional

entre la fosfatidilcolina i la lisofosfatidilcolina segons la condicid.
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Pel fet que és dificil que tingui lloc I’oxidacio espontania d’aquestes espécies lipidiques a una
temperatura de -80°C, es creu que aquestes oxidacions tenen lloc durant el procés d’assecatge
utilitzant el SpeedVac, realitzat a temperatura ambient, pero on les mostres poden assolir tem-
peratures majors. Com que no s’observen diferéncies prou significatives entre les aliquotes
congelades amb solvent i les congelades sense solvent es conclou que és millor emmagatzemar
les mostres sense solvent per evitar possibles oxidacions causades per aquests, pero no hi ha
inconvenients en congelar les mostres amb solvent en casos puntuals, sempre que totes les mos-

tres d’un mateix conjunt es tractin de la mateixa manera.

Per tal de reduir la dimensionalitat de les dades aquestes es representen en una analisi de com-
ponents principals (Figura 4.6.). S’observa que les aliquotes a dia 3 s’agrupen per condicid, en
canvi, les aliquotes a dia 7 no, per la qual cosa es pot pensar que hi ha una tendéncia a una

perdua de ’homogeneitat de les mostres com més temps estiguin les mostres congelades.
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o |
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I
I
25- |
I
I
I
I
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1 ] | 1 ] 1
-5.0 -2.5 0.0 25 50 75

Dim1 (41.5%)
Figura 4.6. Analisi de components principals de les diferents aliquotes. Les aliquotes 1 i
2 fan referéncia a les aliquotes congelades sense solvent durant 3 dies, les aliquotes 3 i 4
les congelades amb solvent durant 3 dies, les 5 i 6 les congelades sense solvent durant 7
dies i les aliquotes 7 i 8 les congelades amb solvent durant 7 dies. S observa una agrupacio
de les aliquotes congelades durant 3 dies segons la mostra a la que pertanyen, pero

aquesta agrupacio es perd en les aliquotes congelades durant 7 dies.
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4.3. Automatitzacio del protocol estandard d’extracci6 lipidica

Per tal de determinar si el protocol manual o automatic és més precis es calcula el coeficient de
variacio (CV). Com es mostra a la Taula 4.1., els valors obtinguts dels coeficients de variacié
del procediment automatic son en la majoria de casos inferiors als coeficients de variacio del
procediment manual, reduint-se en més d’un 90% en senyals com els SFA, el linoleic, ®3 0
ARA+EPA, entre altres. De totes formes s’obtenen CV baixos pels dos procediments. S’obté
1 valor aberrant, el coeficient de variacio del DHA. Aquest valor aberrant pot no provenir del
procés analitic, sind que 1’increment de la variabilitat pot tindre el seu origen en el procés de la
deconvolucio, ja que es tracta d’un senyal poc abundant, el que es tradueix en una baixa inten-

sitat i per tant en una baixa relacié senyal/soroll de fons, el que dificulta la seva quantificacio.

Taula 4.1. Mitjana aritmética en mM, desviacié estandard i coeficient de variacié (CV) de
les dades obtingudes pels controls processats manual i automaticament. S’observen coefi-

cients de variacié menors en la majoria de senyals.

Manual Automatic

g o 2SS oy vy DEEES v
C18E 3.48 0.09 2.66 3.91 0.06 1.65
C18L 2.13 0.30 1423 |1.96 0.02 1.03
c18T 5.61 0.40 7.06 5.87 0.04 0.76
C19E 341 0.17 4.97 3.26 0.04 1.26
C19L 2.05 0.05 2.57 2.21 0.14 6.44
C19T 5.46 0.22 4.07 5.47 0.18 3.35
SFA 6.60 0.51 7.81 6.53 0.01 0.11
w6 + ©7 4.95 0.32 6.51 5.44 0.07 1.28
®9 2.78 0.14 4.96 2.97 0.07 2.34
®3 0.49 0.04 8.52 0.53 2.6-103 0.49
Linoleic 3.87 0.33 8.41 3.99 0.03 0.68
PUFAT 11.93 1.11 9.29 13.09 0.30 2.29
ARA+EPA | 1.30 0.21 16.26 | 1.46 0.01 0.59
DHA 0.16 6-10* 0.40 0.18 0.04 20.95
TG 0.82 0.10 11.76 | 0.89 0.07 7.97
GPL 3.08 0.25 8.28 3.32 0.16 4.86
PC 2.20 0.10 4,78 2.50 0.05 1.94
SM 0.81 0.07 8.63 0.87 3.9-10°3 0.45
LPC 0.77 0.06 7.87 0.76 1.4-10°3 0.18

El solapament dels espectres de les quatre repliques junts mostra una superposicio quasi per-

fecta de les répliques 3 i 4, els automatics. En canvi, les repliques 1 i 2 presenten espectres meés

variables entre ells mateixos i els preparats pel protocol automatic (Figura 4.8.). Aquest fet
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juntament amb els valors dels coeficients de variacid calculats préviament indica que 1’automa-

titzacio del procés no introdueix variabilitat, i de fet la redueix.

A més a més, en I’automatitzacioé de la resuspensio de la mostra liofilitzada s’hi afegeix un
canvi, es resuspen la mostra en aigua desionitzada en comptes de PBS. La liofilitzacio no eli-
mina les sals presents al PBS, per la qual cosa, una resuspensié en PBS augmenta la concentra-
ci6 salina de la mostra i, per tant, la forca ionica. La forca ionica afecta al shimming, un para-
metre de RMN relacionat amb [’homogeneitzacié del camp magnétic. Si la mostra presenta més

contingut sali, el shimming no és optim i s’obtenen pics més amples®.

—
3

| ID_LIP_CT11_220318_01

— 5 5(pm)

Figura 4.8. Solapament dels espectres de RMN dels quatre controls. Réplica 1 (blau) i
réplica 2 (vermell) analitzades manualment. Réplica 3 (verd) i réplica 4 (lila) analitzades
automaticament. a) Regio de [’espectre amb els senyals de la fosfatidilcolina, la lisofosfa-
tidilcolina i I’esfingomielina. S observa poca superposicio de la réplica 1 amb la resta de
repliques. b) Regio de I’espectre amb els senyals dels PUFAs i [’acid linoleic. S observa
poca superposicio de les répliques 1 i 2 respecte elles mateixes i les repliques analitzades

automaticament.
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5. Conclusions:

L’objectiu principal d’aquest treball és 1’automatitzaci6 del protocol, per tal de reduir el temps
de treball, ja que la lipidomica, com totes les ciéncies omiques, treballa a gran escala amb un
nombre elevat de mostres, pel que el temps de preparacio i tractament de les mostres és elevat
quan es treballa amb grans conjunts de mostres. Tal com s’ha determinat, 1’automatitzacié del
procés no només redueix el temps de treball gracies a 1’as del robot dispensador de liquids per
realitzar la resuspensio de les mostres i la reconstitucié de la fase organica, sind que també
redueix la variabilitat introduida per 1’error huma a 1’hora de tractar les mostres manualment,
com es pot veure gracies a la reduccio del coeficient de variacio de les mostres analitzades

automaticament i al solapament dels espectres d’aquestes.

Amb la finalitat d’automatitzar el protocol, també s’han analitzat dos possibles punts critics del
procés. S’ha determinat gracies a la reducci6 de les variables mitjangant el PCA que les dife-
rents aliquotes s’agrupen segons la mostra de la qual provenen i no segons si han estat liofilit-
zades 0 no, predominant I’efecte biologic sobre 1’analitic. D’aquesta manera, es prefereix la
liofilitzacié de les mostres per facilitar I’automatitzacio del protocol, evitant el duplicat neces-
sari en les mostres no liofilitzades ja que el métode BUME utilitzant el robot dispensador de
liquids esta optimitzat per 100 pl, reduint el temps d’analisi i la utilitzacié de més solvent del

necessari.

També s’ha determinat que la congelacio de la fase organica amb solvent o sense solvent no
presenta diferencies significatives, i tot i que es prefereix un emmagatzematge de les mostres
sense solvents per tal d’evitar possibles oxidacions de certes espécies lipidiques, el mes impor-

tant és tractar totes les mostres d’un mateix conjunt amb les mateixes condicions.

Amb la maquinaria i el métode d’extraccid utilitzat actualment en aquesta analisi lipidomica,
el protocol no pot ser mes automatitzat. La principal limitacié de I’estudi és el nombre de mos-
tres, degut a I’entorn de I’empresa, tot i aixo, la RMN és una técnica robusta i molt reproduible,
sent aquest estudi una primera aproximacio en 1’analisi de I’efecte de la liofilitzacio i la conge-

lacié amb solvent d’extraccio.
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Autoavaluacio:

Durant la meva estada a Biosfer Teslab amb la finalitat de desenvolupar el meu Treball de Fi
de Grau, he pogut portar a la practica diferents coneixements teorics adquirits en diferents as-
signatures de la carrera, com I’estructura dels lipids i la seva sintesi a Bioquimica i Productes
Naturals d’Interes Industrial, les bases teoriques de la ressonancia magnetica nuclear a Quimica
Organica i el tractament de dades omiques a Biologia de Sistemes. A més a més, aquesta estada
de practiques m’ha permes entrar en contacte amb maquinaria de laboratori d’tiltima generacid
no utilitzats durant els laboratoris de les diferents assignatures, com el liofilitzador, localitzat al
Servei de Recursos Cientifics, el robot dispensador de liquids i I’espectrometre de RMN, loca-
litzats ambdos al COS.

A més a mes, les dades han estat tractades mitjancant 1’as de softwares especifics del camp de
RMN, com TopSpin per corregir els espectres i el software propi de Biosfer, Lipidscale, per tal
de deconvolucionar les senyals i obtenir les arees. Les dades han estat analitzades mitjancant el

software de programacid R, per tal de generar les taules i les diferents figures.

Els coneixements adquirits, tant de treball de laboratori com de tractament de dades han estat
de molta ajuda per la meva formacié académica i professional. A més a mes, la meva estada a
Biosfer Teslab ha estat el meu primer contacte amb el treball en una empresa de 1’ambit cienti-

fic, i per tant m’han ajudat a créixer professional i personalment.
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Annex I: Especies lipidiques i senyals deconvolucionades dels espectres

Taula suplementaria 1. Senyals lipidics deconvolucionats obtingudes dels espectres de
RMN, amb la seva multiplicitat, el nombre de protons, [’estructura quimica i el desplaca-

ment quimic en les que apareixen. (Linoleic: n=1, PUFAs: n>2).

C18E: colesterol 18 esterificat, C18L: colesterol 18 lliure, C19E: colesterol 19 esterificat,
C19L: colesterol 19 lliure, SFA: acids grassos saturats, wé: omega 6, w7: omega 7, w9:
omega 9, w3: omega 3, Linoleic: acid linoleic, PUFAs: acids grassos poliinsaturats, ARA:
acid araquidonic, EPA: acid eicosapentaenoic, DHA: acid docosahexaenoic, TG: triglice-
rids, GPL.: glicerofosfolipids, PC: fosfatidilcolina, SM: esfingomielina i LPC: lisofosfati-

dilcolina. Taula modificada®??.

Senyal  Multiplicitat dNombre Estructura De§ pl_ac;ament

e protons quimic (ppm)
C18E singlet C18-Hs 0,691
C18L singlet C18-Hs 0,694
CI19E singlet C19-Hs 1,040
C19L singlet C19-Hs 1,013
SFA triplet CH3(CH2)n 0,886
6 triplet CH3(CHa)n 0,900
o7 triplet CH3(CHa)n 0,898
®9 triplet CH3(CHa)n 0,888
®3 triplet CH3-CH,-C=C 0,982

Linoleic | triplet
PUFAL | triplet
PUFA2 | triplet
PUFA3 | triplet
PUFA4 | triplet
ARA multiplet

-CH=CH-CH,-(CH=CH-CH,-)n | 2,783
-CH=CH-CH,-(CH=CH-CH,-)n | 2,862
-CH=CH-CH,-(CH=CH-CH,-)n | 2,854
-CH=CH-CH,-(CH=CH-CH,-)n | 2,827
-CH=CH-CH,-(CH=CH-CH,-)n | 2,817
-CH=CH-CH,-CH,-CH,CO-OR | 1,699

O OO INININDINDININDNINDN[WWWWWW|Ww|Ww(w

EPA multiplet -CH=CH-CH,-CH,-CH,CO-OR | 1,697
DHA multiplet -CH=CH-CH>-CH,-CO-OR 2,420
TG multiplet Esquelet de glicerol (C2-H) 5,237
GPL multiplet Esquelet de glicerol (C2-H) 5,288
PC singlet -CH>-N-(CHs); 3,208
SM singlet -CH;-N-(CHs)3 3,192
LPC singlet -CH3-N-(CHs)3 3,201
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Figura suplementaria 1. Regions dels espectres de RMN dels senyals lipidics deconvolu-
cionats en les diferents proves realitzades. a) C18E: colesterol 18 esterificat, C18L: coles-
terol 18 lliure, b) C19E: colesterol 19 esterificat, c) C19L: colesterol 19 lliure, d) SFA:
acids grassos saturats, w6: omega 6, w7: omega 7, w9: omega 9, €) ®3: omega 3, f)
Linoleic: acid linoleic, PUFAs: acids grassos poliinsaturats, g) ARA: acid araquidonic,
EPA: acid eicosapentaenoic, h) DHA: acid docosahexaenoic, i) TG: triglicérids, GPL.:
glicerofosfolipids, j) PC: fosfatidilcolina, SM: esfingomielina i LPC: lisofosfatidilcolina.

L’eix de les x mostra el desplacament quimic en ppm.
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Annex Il: Maquinaria utilitzada

Figura suplementaria 2. Eespectrometre “Bruker Avance III-600”. Opera a 600,2 MHz.

Utilitzat en totes les mesures.

Figura suplementaria 3. Robot dispensador de liquids “Agilent Bravo Automated Liquid
Handling Platform”.
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INSTRUCCION DE TRABAJO

@ BiosferTeslab

EXTRACCION DE LIPIDOS -BRAVO

Edicion: 33
Fecha: 25/05/22
Cddigo: IT-0906

1. OBJETO

Este procedimiento tiene por objeto describir el sistema utilizado por Biosferteslab para garantizar que el
proceso de preparacion de muestras se lleva a cabo de forma controlada de modo que permita cumplir con
los requisitos establecidos para el andlisis de las muestras de extractos lipidicos.

2. ALCANCE

El dmbito del presente procedimiento alcanza a los controles y las acciones que se realizan en la preparacion
de las muestras segun el protocolo COS-BRAVO a través del uso del manipulador de muestras (a partir de

ahora BRAVO) antes de ser analizadas y adquisicién de muestras mediante RMN.

3. RESPONSABILIDADES

Actividades

Ccoo Cso

CEO

LabTech

Preparacion de muestras de RMN

Adquisicién de muestras
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. INSTRUCCION DE TRABAJO Edicion: 32
@ BiosferTeslab Fecha: 25/05/22

EXTRACCION DE LIPIDOS -BRAVO Codigo: IT-0906

4. DESARROLLO

Consideraciones previas para llevar a cabo el proceso de extraccion lipidica con robot.
Consideracion 1: Desde el inicio es importante saber en todo momento el numero de muestras a
extraer (de aqui en adelante, N).

Consideracion 2: Para colocar el material en la base del BRAVO es importante conocer la orientacion

de todas las placas.

4.1 PREPARACION DEL MATERIAL

Para llevar a cabo una extraccion lipidica con el manipulador de muestras BRAVO es necesario disponer

de:

1. Tubos de cristal por duplicado (N x 2): (1) suero y (2) fase organica. Previamente rotulados y
cubiertos con cinta adhesiva transparente.

2. Bases con puntas estériles: (1) suero- no reciclables (N) y (2) solventes — reciclables en sucesivas
extracciones (N). El orden de las puntas se indica en la figura.

3. Solventes: H20 MiliQ, BUME (3:1), DIPE:EtAc (3:1).

4. Cubetas transparentes. Una para cada solvente.

5. Soportes para los tubos de cristal. Uno para el plasma y otro para la fase organica. El orden de los
tubos se indica en la figura.

6. Dos bases de centrifuga.

4.2 PREPARACION DEL BRAVO
4.2.1 INICIALIZACION DEL BRAVO

Accion Documento

1 Encender el BRAVO accionando el interruptor
trasero. La luz azul indica que esta encendido.

2 Encender el control de temperatura accionando

el interruptor que se encuentra en la parte

trasera de la esquina superior izquierda del
controlador de temperatura.

3 Abrir el software ViWorks desde el pc.

4 Clicar sobre /og in para introducir el nombre de User: mgil

usuario y la contrasefia. - i
Contrasena: mgilserret
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Accion

Documento

Clicar sobre File - Open - Protocol Fik.

Lipid extraction Miriam v2.pro

Seleccionar SI en la ventana emergente que
pregunta si se desea iniciar el dispositivo
(device).

Aparecerd un primer mensaje de error
indicando que el sensor detecta la presencia de
una placa. En caso de no haber colocado
ninguna todavia se selecciona la opcion:
“ignorar y que se continte moviendo al eje G.”
El brazo del robot se desplazara al eje G.

Aparecera un segundo mensaje que preguntara
si es seguro que el brazo se mueva hacia el eje
W. Se selecciona la opcion: retry. El brazo del
robot se desplazara al eje W.

Aparecera un tercer error que indicara que no
se puede inicializar el Autofill Station. Click en
ignorar y continuar.

10

Reducir la temperatura del Heating/Shaking
station (posicion 4):

Seleccionar Diagnostics » BRAVO -> Device
Diagnostics > Configuration >
Heating/Shaking station (aparecerd en la
posicion 4) > Diagnose Accesory - Target = 4
- START = OK > OK

Confirmar que la temperatura disminuye en la
pantalla del controlador de temperatura.
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Accion Documento

11 Ir a la pestafia /pid extraction Miriam VZ2.pro.
Abrir en ella los 4 subprocesos.

12 Indicar el numero de muestras a extraer en Se deben modificar la tarea
cada subproceso (N): Set head mode en los 4
Set head mode - Clicar sobre los 3 puntos que subprocesos

estan al lado de la pestaia que indica el
numero de columnas del brazo del BRAVO (si
estan todas seleccionadas pondra all barrels) -
Indicar el nimero de columnas en Subset Mode
(ponerlo en el meny, no solo con la flecha
sobre el brazo del bravo).

13 Guardar los cambios efectuados.

4.2.2 DISPOSICION DEL MATERIAL EN EL BRAVO

Es necesario transferir los 100 pl de suero o plasma a los tubos de cristal correspondientes, antes de
comenzar con la disposicion del material en el BRAVO.

Cada elemento ocupara una posicion y orientacion concreta en él:

Esta posicion queda libre.

Agua MiliQ. Se coloca en el centro.

BUME.

DIPE:EtAc. Se coloca en el centro y en Gltimo lugar (por ser el mas volatil).

Base con tubos de cristal para recoger la fase organica. Se orientan hacia el fondo-izquierda.
Puntas para el disolvente. Se orientan hacia el fondo-izquierda.

Puntas para el plasma.

Esta posicion queda libre.

QINOL B L0 PO
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9. Base con tubos de cristal que contienen el plasma.

BASES DE PUNTAS CUBETAS TRANSPARENTES PARA DISOLVENTES

Q)

Plasma/Suero Agua MiliQ BUME DIPE:EtAC

@

Solventes

[8)

SOPORTES PARA TUBOS DE CRISTAL BASES PARA LA CENTRIFUGA

Plasma Fase Organica
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4.3 EXTRACCION LIPIDICA

La extraccion se compone de tres ciclos:

1. Se anaden 300 ul de BUME, X ml de DIPE:EtAc y X ml de H20 MiliQ.
2. Se anaden 300 ul de DIPE:EtAc.
3. Se anaden 250 ml de DIPE:EtAc.

Es necesario centrifugar entre ciclo y ciclo para favorecer la separacion entre las fases organica y acuosa.

4.3.1 PRIMER CICLO DE EXTRACCION
Consideraciones: apagar la campana de flujo laminar y trabajar con la campana cerrada para evitar la
evaporacion de los solventes volatiles.

Accion

Documento

Simular el  proceso
seleccionando Simulation
is ON.

Iniciar la  simulacién
pulsando START

Apareceran una serie de
mensajes:

1. Hay 4 tareas
deshabilitadas -
Seleccionar yes.

2. Cuantas veces se
desea realizar el
protocolo? 1 vez
- Seleccionar
Finish

Al final de la simulacién
aparecera un mensaje
indicando el  tiempo
estimado de la
extraccion y los errores
encontrados. En caso de
que no los haya pulsar
OK.

Desactivar la simulacion
seleccionando Simulation
is OFF.
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Accion

Documento

Iniciar el proceso de
extraccion pulsando
START.

Seleccionar Continue 'y
posteriormente Anish en
la ventana emergente.

Pulsar OK sobre la
ventana emergente que
indica un error que
provocara el cierre del
programa.

Abrir  de nuevo el
software Vorks.

Debido al guardado
previo solo es necesario
abrir el protocolo Ljpid
extraction Miram vZ2.pro
de nuevo, sin realizar
ninguna modificacién
adicional.

10

Iniciar el proceso con
Simulation is OFF a
START.

Volveran a aparecer los errores indicados en los
pasos 7 y 8 del apartado: 1.1 Inicializacién del
BRAVO

11

Seleccionar GO en la
ventana emergente que
insta a una
comprobaciéon de cada
posicion.

12

PAUSA 1: Retirar el
solvente BUME una vez
que se haya dispensado
y seleccionar GO en la
ventana emergente.
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13 PAUSA 2: Centrifugacion. Aparecera un segundo mensaje preguntando si se ha
Retirar la placa con los introducido la placa retirada en el paso anterior. NO se
tubos contenedores del seleccionara GO hasta después de haber realizado la
suero o plasma situados centrifugacion.
en la posicion 9.
4.3.2 CENTRIFUGACION
Este proceso se repetira tras cada ciclo de extraccion.
Accion Documento

Colocar de  manera
compensada los tubos
con el suero o plasma en
las dos bases de
centrifuga

Tapar las dos bases de
centrifuga con parafilm.

Abrir la centrifuga vy
colocar el rotor de placas.

Introducir las bases con
las muestras.
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Accion Documento

Seleccionar las
condiciones de
centrifugacion  (apretar
pulse para cambiar de
una a otra):

o Speed: 4700
Time: 0,01

Temp: 4

ACC: 9

DEC. 9

BUCKET: 3617

O O O O O

Cerrar la centrifuga y
pulsar START

Este proceso dura 1 min

Comprobar de manera
visual que la separacion
entre ambas fases se ha
producido correctamente.

En caso de que no se
haya producido una
separacion suficiente
entre ambas fases
repetir el proceso de
centrifugacion.
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4.3.3 SEGUNDO Y TERCER CICLO DE EXTRACCION

Las acciones detalladas a continuacion se realizan dos veces consecutivas, coincidiendo con los dos ciclos de
extraccion.

Accion Documento

1 Destapar las bases de la
centrifuga y traspasar
todos los tubos de vidrio
(ya centrifugados) a la
placa de extraccion

2 Introducir la placa en la
posicién 9.
3 Seleccionar GO en la

ventana emergente que
instaba a comprobar que
se ha introducido la

placa.

4 Comprobar que no se
produce una aspiracion
de interfase.

4.3.4 RETIRAR MATERIAL Y APAGAR BRAVO

Accion Documento

1 Retirar los tubos que
contienen la fase
organica situados en la
posicion 5.

2 Colocar de manera

compensada los en las
dos bases de centrifuga

10
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Accién Documento

Retirar el material de la
base del bravo.

Desechar el material que ha estado en contacto con
material bioldgico: puntas de suero y tubos de la posicion

Recidar: disolventes, puntas de disolventes

Cerrar la ventana del
protocolo.

En el pc. Cerrar sesion
en VWorks mediante /og
offy cerrar la aplicacion.

Apuntar las horas de uso
del robot en el Excel
situado en el escritorio

Apagar el robot Bravo y
el controlador  de
temperatura mediante el
interruptor.

11
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4.4 SECADO DE LOS EXTRACTOS LIPIDICOS
El secado de las muestras se realizara en el SpeedBack.
Accién Documento

Abrir el SpeedBack vy
retirar la cubierta.

Introducir el rotor de
placas y comprobar que
las placas estén bien
colocadas (no  debe
escucharse ruido al hacer
girar el rotor).

Introducir ambas placas
con las muestras
colocadas de manera
compensada.

El secado (4 horas) se
realizara sin temperatura
y se inidara pulsando
manual run.

Transcurridas las 4 horas
pulsar stop.

12
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Accion

Documento

Una vez parado el equipo
se abrira el SpeedBack y
se extraeran las
muestras. Comprobar el
estado de secado de las
muestras.

Se apagard el equipo
pulsando el interruptor
que se encuentra

4.5 ADQUISICION DE LOS ESPECTROS

Accion

Documento

Ejecutar el comando edte
y establecer una
temperatura de 286 K en
Sample Target
Temperature.

Esperar a que se alcance
la temperatura
establecida.

Importar el archivo csv
que contenga las
muestras a medir desde:
File > Import
Spreadsheet(.xIs(x)/.csv)
file.

Seleccionar el solvente
LIPID BT

13
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Accion

Documento

5 Seleccionar

el

experimento
PBBO_zgpr_CD3Cl_(D30
D_GlobalMet

Seleccionar la posicion
en la que se encuentre la
primera muestra

Seleccionar la fila del
archivo csv que haga
referencia a la primera
muestra a medir y la que
haga referencia a la ultima.

Hacer click sobre /oad
into setup window

5 REGISTROS
Codigo Nombre Archivo Localizacion | Responsable | Conservacion
Seguimiento Proyecto 1S09001/Manual de Servidor Biosfer
RE0007 Bxtraccion de lpidos Calidad Teslab famanente
6 ANEXOS
No aplica.

7 REGISTRO DE MODIFICACIONES

12 edicion. Se crea la instruccion de trabajo.

22 edicion. Se anade el apartado 4.5 Adquisicién de espectros.

32 edicion. Se arregla el formato en el apartado 4.2.1. En el apartado de centrifugacion 4.3.2 se anade el
paso de tapar las bases de centrifuga, se incluyen fotos de las placas de centrifugado en la
centrifuga y se corrige la temperatura de centrifugacion. Se incluye el proceso de destapar las
bases de centrifuga en el apartado 4.3.3.

14
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