Исследование посмертной стабильности липидного профиля аутопсийного материала с использованием прямых методов масс-спектрометрии для создания новых методов диагностики онкологических заболеваний
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Для построения молекулярных диагностических моделей помимо патологически изменённых образцов, необходимы контрольные образцы здоровых тканей, получение которых путём биопсии во многих случаях затруднено. Доступность аутопсийного материала делает его незаменимым для исследования заболеваний органов, инвазивный доступ к которым ограничен с этической точки зрения, в частности – головного мозга человека [1]. Однако во время неизбежной задержки между наступлением смерти и отбором образцов развиваются процессы деградации тканей, которые могут влиять на надежность данных омиксных исследований. Предварительная оценка молекулярного профиля может быть использована с целью дальнейшего исключения фактора деградации при обучении диагностических моделей с использованием аутопсийного материала. Особый интерес аутопсийный материал представляет как объект для обучения методов молекулярного анализа в реальном времени, для интраоперационной диагностики и ассистирования хирургу в принятии решений [2]. В этой области перспективным методом является масс-спектрометрическое профилирование, основанное на методах прямой ионизации (ambient ionization mass spectrometry). В рамках данной работы эти методы были применены для изучения изменений липидного состава в тканях печени и головного мозга здорового животного в раннем посмертном периоде.
Эксперименты были проведены на 30 самках мышей BALB/c. После эвтаназии тела животных хранились при +22°C первые 3 часа, затем при +4°С до проведения некропсии в предусмотренные временные точки вплоть до 72 часов. Молекулярные профили образцов были получены с помощью методики проточной микроэкстракции, разработанной в лаборатории [3]. Идентификация липидов выполнялась при помощи высокоэффективной жидкостной хроматографии и тандемной масс-спектрометрии.  Эксперименты проводились с использованием хромато-масс-спектрометрического комплекса на базе хроматографа Thermo Easy n-LC II и гибридного масс-спектрометра LTQ XL Orbitrap ETD в режимах детектирования положительных и отрицательных ионов.
Была обнаружена положительная корреляция между посмертным интервалом и уровнями лизоглицерофосфолипидов (LPC 16:0, LPC 18:0, LPE 16:0, LPE 18:0, LPI 18:0) и свободных жирных кислот (FA 16:0, FA 18:0, FA 18:1, FA 18:2, FA 20:3, FA 20:4, FA 22:4, FA 22:5, FA 22:6). Однако уровни возможных предшественников лизолипидов, в целом, оставались неизменными, вероятно, из-за значительно более высокой распространенности в живой клетке. Деградация липидов оказалась более выраженной в тканях печени, чем головного мозга, что может быть связано с высоким содержанием липаз в нормальной паренхиме печени. Характерной особенностью является преобладание ионов свободных полиненасыщенных жирных кислот над насыщенными, несмотря на более высокое содержание последних в липидах ткани печени. Это позволяет говорить о значимом высвобождении полиненасыщенных жирных кислот из глицерофосфолипидов для последующего синтеза эйкозаноидов и докозаноидов в клетках, подвергшихся стрессу из-за гибели организма. Таким образом, фосфолипиды клеточных мембран, оставаясь мажорным компонентом детектируемого липидного профиля, в отличие от лизофосфолипидов и свободных жирных кислот, могут быть использованы в качестве молекулярных маркеров для построения диагностических моделей на основе коллекций аутопсийного материала.
Высокая стабильность ткани головного мозга позволяет предположить возможность использования аутопсийного материала с посмертным интервалом вплоть до 72 часов для построения диагностических моделей в онкологии или исследования молекулярных механизмов развития патологического процесса. В свою очередь для ткани печени, несмотря на морфологическую сохранность, на молекулярном уровне была показана низкая стабильность начиная с 8 часов, что делает аутопсийный материал печени менее пригодным для молекулярно-биологических исследований патогенеза, однако оставляет возможность выявлять маркеры деградации, например, для улучшенной оценки развития повреждения органа при трансплантации от посмертного донора. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке РНФ в рамках научного проекта № 23-69-10035.
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