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Studium procesu probihajicich v
Zivych organismech

N LOMICKE" POLE
N\
DNA ., Genom/
N Genomika

bWy dwr dww Dwes
W Y b 4 Transkriptomika

Proteom /
Proteomika

PROTEIN

CH,OH
H‘ff@

o\\?,o‘ 7 NH>N
METABOLIT — SR B o fodod . ~“— Metabolom /

Rt T i
— H Metabolomika




Dulezité pojmy

METABOLISMUS - latkova premeéna

+ soubor vsech enzymovych reakci, pri nichz dochazi k
premenélatek‘a energii v bunkach a v zivych
organismech

anabolismus < reakce spojené s biosyntézou
katabolismus - reakce spojen€é s degradaci
primarni

sekundarni

METABOLOMIKA

s vedni disciplina zameérena na studium metabolomu

kompletni_identifikace a kvantifikace véech metabolitl v
daném organismu-nebo v bunce za daného metabolického
stavu.

N NFIRFAVv/e vonrkit ndaemi wwvilnrnicit SadnAa
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Dulezité pojmy

METABOLOM

+ kompletni soubor metabolitt v burice i biologickém
systému v.daném case(Fiehn, 2002)

METABOLIT

+ nizkomolekutarni-organicka stoucenina (< 1000 Da),
+ produkt latkové premeny

Chemicka tfida

Arinokyseliny, aminy...
Karboxylové kyseliny

Alkoholy

Aldehydy

Fosfatové estery, nukleotidy
Sacharidy

Lipidy, steroidy a mastné kyseliny
Vitaminy a koenzymy
Anorganické ionty

Typické pfiklady

L-glutamét, L-aspartat

Kys. Pyrohroznova

Glycerol

Acetaldehyd, formaldehyd
D-glukosa-1-fosféat, ATP, ADP
D-glukosa, D-fruktosa
Cholesterol

NAD*, NADH

Fosfaty, nitraty



Strategie pro vyzkum
metabolomiky

METABONOMIKA (metabonomic)

komplexni metabolické studie zejmeéna v toxikologii

ohodnoceni tkani‘a biolologickych tekutin na zakladé zmén
endogennich/metaboliti/(vysledek nemoci nebo terapeutického
|&éceni)

bez potreby/ specificke identifikace

FINGERPRINTING (metabolic
fingerprinting)

komplexni analyza bez nutnosti kvantifikace a identifikace
— screening: klasifikace vzorku na zakladé jeho puvodu a zdroje



Strategie pro vyzkum
metabolomiky

PROFILOVANI METABOLITU
(metabolite profiling)

analyza daného souboru/metabolitl, napf. souboru AMK,
organickych/sloucenin

casto semikvantitativni analyza

CILENA ANALYZA METABOLITU

(metabolite target analysis)

kvalitativni i kvantitativni analyza vybranych metabolitd
souvisejici se specifickou metabolickou reakci
pouzivana zejmena kdyz jsou‘pozadovany nizké limity
detekce



ProcC se zabyvat
metabolomikou?

(Escherichia celi K12)

Genom

(4392 genu)
; Proteom
Bye (4464 protein)
(7)1
P Metabolom
AN \~(796 metabolitu
<
<

Pocet metabolitl v bunice mize
byt az radové nizsi nez pocet
genl a proteind.

Metabolom - nejnizsi linie
?enove exprese - primo odrazi
nkcni aroven bunky.

Zmény metabolitl v burice
nejsou regulovany pouze
genovou expresi, ale i vlivy
zivotniho prostredi.

Kvantifikace metabolit nabizi
primy pristup ke zkoumani
vnitrni kinetiky metabolismu (in
vivo kinetics).

Metabolomické experimenty
vyzaduji 2x - 3x méneé casu ve
srovnani s proteomickymi a
transkriptomickymi experimenty.



Nevyhoda oproti jinym omickym
pristupum

Obtizné technologie — obtizné meéreni, dostupnost
dat!!

Genom RT-PCR,
DNA Microarrays,
Gene Chips
. 2D-PAGE MALDI-TOF, —
Proteom SD-LC. . : |
LC-MS st
- -
Metabolom NMR,

GC-MS, LC-MS, CE-MS



Aplikace vyzkumu metabolomu

Sledovani fyziologickeho stavu bunky
+ adaptace na prostredt,
+ odhad-toxicity xenobiotika, vyvoj novych IéCiv
« pritomnost'metabolickych biomarkeru
+ stanoveni‘diagndzy‘a odhad stupné nemoci
+ prubéh terapie
o zvyseni vytézku fermentace, ...

Charakterizace bunky - savci, rostlinne, mikrobialni,
GMO, ...

Ohodnoceni kvality urody nekterych rostlin



Prfiprava vzorku

Vyznamneé ovliviuje presnost, spravnost a
reprodukovatelnost vysledkt

Zavislost na typu bunécnych struktur a

extrahovanych metabolitl

Zhaseni
bunécného
metabolismu
* rychla zména teploty
* rychla zména pH

Obrazek: Hlavni kroky pfipravy vzorku.

|

Extrakce
metabolitl
z bunky

Zakoncentrovani

vzorku
 vakuoveé odparovani
«lyofilizace

Separace

metabolitd
z biomasy

VZOREK
* analyza
* uskladnéni

VZOREK
* analyza
* uskladnéni




Prfiprava vzorku

Extrakce metabolitli z biologického vzorku
Biologické vzorky obsahuji tfi hlavni tfidy metabolitu:
metabolity rozpustné‘ve vodée
metabolity nerozpustne ve vode

tékavé metabolity
véechny tfi tfidy metabolitd mohou byt nalezeny intra- i
extracelularne

1) Extracelularni metabolity

zisk 'z extracelularnich médii

o Zachyeceni-ha koloné
+ Odpareni rozpoustédla - rozpusténi ve vhodném rozpoustéedle

o Pokud vzorky tekavé — prima-analyza GC



Prfiprava vzorku

2) Intracelularni metabolity
2 cesty naruSeni bunécnych stén:

+ Nemechanickée

Enzymaticke —enzymy

Fyzikalni'= osmoticky, teplotni Sok

Chemické =<chemicka cinidla:
Kysela extrakce —HCIO,,"HCI, CCI;COOH,...
Bazicka’extrakce - NaOH, KOH
Organickymi rozpoustedly - CH;0H, C,H:OH, C,H;N,
CHCI;5

+ Mechanicke
Ultrasonikace
Superkriticka fluidni extrakce /(SFE)
French Press




Prfiprava vzorku

Soli, proteiny, lipidy ve vzorku zhorsuji kvantifikaci analytu
5\ uziti solid-phase extrakce (SPE)

vyuziva/pevnou-fazi a kapalnou k izolaci jednoho nebo
jednohotypu analytu'z roztoku

vyuziva'stejné typy stacionarnich fazi jako se vyuziva v
kapalinové chromatografii

limitaci je selektivita SPE - idealni pro cilené analyzy

jednoho typu, ale nevhodna pro Siroké profilovani
metabolitd metabolity



Analyticke metody

Bunka

!
/méény extrakt
!

Cisténa frakce Frakce metabolits

metabolitu / \
l l Derivatizace \
Derivatizace @

Biologické tekutiny

J
/ l \ )
AN /NS .
y Fingerprinting
% D% y metabonomics
s

Cilena analyza metaboliti Profilovani metabolit,
metabolomika






Nuklearmi magneticka
iezenance (INIVIR)



SPEKIGMENIE

VZOREK

AE=E.—E,=h.v

- E¢ A

)

£ MWW -

LEZ

DETEKTOR
SPEKTRUM

elektro-magnetickeé
zareni

E — energie zafeni E, — energie vzorku v zakladnim stavu
h — Plankova konstanta

v — frekvence zareni E: — energie vzorku v excitovaném stavu

Spektroskopie zareni typ excitace

Mé&sbauerova y-zareni atomova jadra
elektronova (UV-VIS) viditelné a ultrafialové elektrony

NMR radiové a televizni viny orientace jadernych spinl




PeGStata

s zalozenarnal sledovani™ odezvys Jjader s
ReRUloVAM: S magnetickym  momeERtEm
Umisteny.ehs Ve silnemsmagnetickem polita
jejichenteraker” st WyseokoefirekVencnim

elektromagnetickym VineRins:



PeGStata

s Je detekoVvanarabsorpee radioiekVERCRIhG
zarenit(RER)ad Ry atomuivamolekaler=
RERSSOUNSChopny, absorbeVat pouzeatky,
S'RnenuloVym spinoVvyim KVantovym: GCisiem
|
-"atomy. s lichymhmotoVvym CiSsIem:

(1 H : 13C X 15N 31P)



PeeStatia
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BlokoVe schema

schema NMR spektrometru

civka
piijimace

civka pridavné
magnetizace

magnet

zlkumavka se
vzorkem

civka pridavné
magnetizace

o STy [——

—~_
] J.f,

7; magnet

zesilovaé
pocitac
Zaznamove zairizeni

S A ey

el






Bruker400 \VHz

)

pocitac

elektronika

supra-
vodivy
magnet




Bruker400 \VHz

+ sila magnetického pole
9.4 Tesla (94,000 gauss)
-~ 400 MHz je pouzita
frekvence pro detekci
protont v tomto poli




NMRSSREKIUIM

1

Po zpracovani Founerovou transformaci dostaneme:




NMRSSREKIUIM

Dva signaly rozdélene
do nasobnych pikd
s pomery ploch 2:3.




Hmoethosinl SpeXtrometrie



PeGStata

s analyticka metodarslouziCitk
prevedenitmolektiSnationty,

s rozlisenit téchto iontu podle pomeru
Wmotnosti a naboje (myz)

s Zazham relativaich intenzt
jednotlivychiionts



Blokeve schema

GC, SFC, LC, CE |«

l Y k4

lontovy zdroj T::Ig;gig:' Detektor

Prostor vysokého vakua

Cerpaci _
systém







lenIZacnittechRIky

¢ IVrdeionizacni tEChnIKY,
o [

s JEMneionizacni  techniky
o ESI
o [VAIS[D]



Electenimpaci(El)

M+e — Mt +2e

analyzdtorovd

. y trubice
vytésnovac -]lll
elektroda 0 ——vystupni

all stérhina

vstup molekul vzork
kolmo na prumétnu

katoda

1 fokusadni elementy

vakuum




Electespray (ES])

oxidace

0

elektrony

zdroj vysokeho napéti



Viatixe ASSIStECNtaser
PDEseplieRenISateRNIVIALEDI)

MALDI

@ektronov{r
N, laser (375 nm) asobic

n
Er-YAG laser (2,94 um)

o Q.0

0008 o] ° a

Tercik se vzorkem rozptylenym
v matrici







Viagnetckyranalyzator;




LVzlelft)elo)

Zdroj stridaveho
napeti
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ORteVapast(ionsliEp)

Detektor
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EIEKIFGRGVA NaSeRIE

« HY Corvarsion dynode
Negaine Kirs

Electron multipler
with Conlrmous

Quadrupele
MY COorversipn cynooe
Pt ong

Arnpiitind curnam
Towares slechometer




Eolonasonic

_ Converuion dynooe
-20 KV

ion geam
(datasiar off)

COrNerson oyroces
c 10y

TEasaphoressant soreen
¢ <20 &Y

Photamuitpier




VIS Spekutim

MS-MHW-ZE73

e
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VISH

Kolizni energie
MS/MS iontu A

5
2) Izolace 3) Fragmentace k2

A

Kolizni energie 4) Izolace

*

5) Fragmentace

MS? A=F1



Chlemategralie

s Cvet — separace chlorofiylil na @=]00);
OS0!

¢ tErminy, Chromatografie™ 1906






Chlemategralie
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Kapalineyva chreomategraiie
LC

+ Mobilni fiaze = Kapaling

¢ Stacionarnifaze= = pevna
faze, kapalina




SCHEmMa chremategrait







UN =S G EIEKION
SipremenRiiveuvineveurdelkou

reference

duterium heam photo diode

lamp S]liﬂ.’Erl

mimor

\

comparator

gratir& sample

cell
photo diode

amplifier




JEIECIrOSPpray:

nitrogen

high voltage

to vacuum



REVErZNE iaZzoeVea
chremalegiaie

s Stacionannitiaze — nepoelakni

(,\“
C C F.‘.' =
oy 18 & o

YO0 o F

‘F‘
9.2
ey
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s Mobilnitiaze ~ polarmi’— Vodne HoztoKY.
olpl —

potiacit disociac

s Eltice — snizovanimipolarity2moebllnitiaze
ACNMetOH;




Chiemategram

4]
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retention time

i}

Peak area

Peak height

peak width
AN S sl 8




Analyzarkyaliatvimi

7 4 v ' \V 0] 7n O
s SFOVRaRIFEtERCRIChNcasurpIkuEy
0)
VZOrKU a2l Standarda

s, Spikingi'= pridani standardi’ de
VZOrU =5 ndrust visky: piko

SIS



ARalyzarkyvanuauval

J
Plocha (Vyska) pikt

s Metoda externihoe
Standanau

+ Metoda standardmihoe
pridavku



L€ analyza




Rlynoeva chromatograie

s Mobilnifiaze - pivn

s Stacionarniifiaze=" Pevhea
faze, kapalina




SCHEMa PIYNOVENG
chremategiaii

LI .II.I' Ill'l
I:" | Colurmn) | |Detectar
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Column oven

Carrier gas
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INGSRE PIVAY

Plyn Vyhody Nevyhody
N, levny, nizka tepelna
bezpecna prace vodivost
H, vysoka tepelna explosivni
vodivost
He inertni drahy
Ar Inertni drahy




Rriprava Vzoerku pre G @

o Plyny, kapaliny, =" pPHMo

s Pevne latky. == PO dERVatizaci



Ko)le)n)y




Kapllarmirtkelena

-~ Polyimide coating

=Chemically bonded stationary phase




Ellice

(b)
(a)

a - initial temperature and time
b - ramp (°C/min)
¢ - final hold time and temperature




Ellice




Plamenoeve ionizachnitdetekiorn
=D

s Destruktival

s Principi=—ionty vznikajic
Spalevanim Vzorkivayvelavail
7 O
Rarustiprouda
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Delekior elektironevene zachyi
ECD

o Nedestrukbivnai
¢ Princip:—interakce B castic se
Vzorkem vyvolave pokles proudu



Delekior elektironevene zachyi
ECD

B - 63N




GC VIS
PrIME SPeJENI

MS ionization
source




GCranalysa
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PeGStata

PORYD! ElEKtHCKY Habity/Ch
castic V. elektckenipolit



PeeStata




ElekiromigracRINmEIeay

s Elektroforéeza

s [zoelektricka foklusace
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CLIN. CHEM. 27/9, 1551-1553 (1981)

Free-Zone Electrophoresis in Glass Capillaries

James W. Jorgenson and Krynn DeArman Lukacs

A simple theory of zone electrophoresis in open-tubular
capillaries is developed. According to this theory, to
achieve the highest resolution of zones, tubes with as small
an inside diameter as possible should be used in combi-
nation with as high an applied voltage as feasible. To test
this approach, we performed electrophoresis in glass
capillaries with an internal diameter of 75 um and a length
of 100 cm. A special fluorescence detector was used to
detect fluorescent zones while they migrated inside the
capillary. With the application of 30 kV potentials to this
system, rapid and efficient separations of amino acids,
peptides, and urinary amines were demonstrated. in all
cases fluorescent derivatives were necessary for detec-
tion. Preliminary results are encouraging, and with further
development of sensitive detection devices, applications
in clinical analyses may be feasible.

small diameter simultaneously facilitates heat transfer as well
as stabilizes the medium. Regardless of the diameter, some
radial temperature gradient will persist. However, this tem-
perature gradient is undesirable only to the extent that a
significant fraction of the solute molecules making up a zone
spend longer than average times migrating within “cool” or
“hot” regions of the tube radius. Here a more subtle effect of
reduced tube diameters comes into play. If the diameter is
small enough that solute molecules diffuse back and forth
across the tube many times during their migration, then the
probability that a significant fraction of molecules will spend
excessive amounts of time in any one portion of the tube ra-
dius is greatly reduced. Thus the solute molecules have an
excellent chance of traveling throughout all portions of the
tube radius, and any variations in migration velocity will tend
to average out.

To summarize, the possible advantages of performing zone

is i en tubes of small diameter are:

| 15
Time (minutes)
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\/{fhody CE

s Aplikacniidiverzita
nabitestnettralnitatky
nizkomolekularmisitvysokomolekularnit 2tk
chiralnitiachiralnitiatky,
DaKEERIEN VIR
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Vihody CE
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Capillary wall with dissociated silanol groups - I

=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=

44— Distance (nm})
Stern layer Diffuse layer Double layer

l:ﬁ.‘r{EId ] thickness
-5i0H = -5i0 + H* (pK,= 6)
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~ Vody CE
=T

Use CE Mode... For Analysis of...

Capillary zone electrophoresis (CZE) Ions, ete.

Micellar electrokinetic Neutral and ionic analytes
chromatography (MEKC)

N ‘Chiral capillary electrophoresis (CCE) Chiral molecules
\l

‘Capilla.r:,r electrochromatography (CEC) Small molecules
\
“Capi]lﬂr}? gel electrophoresis DNA/RNA size/protein MW

Protein/peptide isoelectric point




Kapilarmifzonevarelekiroeioreza
Vewelnekapllare




RiRCIp MEKE

Micela

a — stred — rozpustna v obou
b — silne hydrofilni — nerozpustna v
micele
c — silné hydrofébni — nerozpustna
ve
vodné fazi



Viicelarnitelekirokineticka
Chilemategaie







halldemic

it te T %

Thalidormid Barhitursdure
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ChiralnifSeparace




Kapllarnitgelovaelekinoionreza
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Concentration Application

yacrylamide, <(.1-6% restriction fragments,

Ilulose derivatives, PCR products,

oligonucleotides, DNA

sequencing, proteins
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SChema zarizeni pro) CZIE

PC control DEt&“ﬂA

Power supply




INEPa|ECINZAN0)

s stabilizovany £ 30 kV.
300 pA

s konstantni'napetiinebo
proud

s ObOoj1 polarita
¢ ochrana obsliuhy.



Kapllara

s Kremenna = 25 -100

pmii:d
=350 Um

O.d.

s delka az 100 cm
delka

s polyimidove vnhejsi
pokryti

Capillary opening
Fused silica
Polyimide coating







HYdredynamicke

Pressure




Elekirokineticke

Q=(pe+uEOF)Enrzc






Speklroiotometrcka detekee

- | = £
UV light source where
£ = molar absorptivit
¢ = concentration
[ = pathlength
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CE Separation Capillary  Sheath Liquid Line Sheath Liquid Pump

‘'

o B

ES| lon Source with CE-ESI-MS Sprayer




Schema CZE-ESIFVIS

CE separatiﬁn capillary
¢5heau1 liguid

MNehulizing gas—™

Mebulizing Gas

£ CE-ESI-MS Sprayer —

Jl. H‘u' e

'.II {positive mode)

-I—I'

N
st '\
+

Drying gas

., A
e

ESl-lon Source with CE-ESI-MS sprayer










Charakterizace CE

Vyhody :
Siroka fada aplikaci
Minimalni organicke odpady 5 nizka cena
Minimalni pozadavky nammnozstvi vzorku (méné nez pg nebo nl)
Vysoka ucinnost separace
Rychlost analyzy
Automatizace

Nevyhoda :
Nizka koncentracni citlivost (CE s UV detekci)

« Davkovani malych objemu analytu do kapilary
o Kratka absorpcni draha paprsku



Charakterizace CE

Redeni nizké koncentraéni citlivosti:
Pouziti detektoru s vyssi citlivosti.
Bublinkové kapilary, Z - kapilary, ...
On-line prekoncentracni techniky

+ field enhanced sample stacking
¢ Sweeping

¢+ dynamic pH junction

+ transient isotachophoresis

Princip on-line prekoncentraénich technik:

O NAY V4 V4 r v V4
prekoncentrace analytu v kapilare do uzkych zon pred vlastni
separaci = mozno nadavkovat vétsi objem vzorku = zvyseni
koncentracni citlivosti CE-analyz.






Experiment

Analyticka metoda:
KAPILARNI ELEKTROFOREZA,
on-line prekoncentrace - field enhanced stacking

Metabolity:
adeninoveé nukleotidy: ATP, ADP, AMP
adeninove koenzymy: NAD*, NADH, NADP+, NADPH

Zivy systém: bakterie Paracoccus denitrifican. —
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"l CE-analyza




Experiment

Extrakce 50 % ACN,
centrifugace,
zisk supernatantu.
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CE-analyza




NADH dehydrogenasa

sukcinatdehydrogenasa

hydrogenasa

elektron - transportujici
flavoproteiny

methanol -
(methylamin)
dehydrogenasa

cytochrom ba3
oxidasa

ubichinoleytochrom c
oxidoreduktasa

periplasmaticka
nitrat reduktasa

membranové vazana
nitrat reduktasa

N20 reduktasa

MNO reduktasa

Pseudoazurin

alnebo cytochrom Cg50 nitrit reduktasa

cytochrom
peroxidasa

cytochrom
cb byoxidasa

cytochrom aa,
oxidasa
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