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STUDIUM UCINKU — metabolity
Analyza malych molekul (metabolitu) v
(eko)toxikologii
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Schéma prednasky

Metabolity, metabolomika
Priklady a vyznam vybranych metabolitu
Priklady prirodnich latek

* Metody stanoveni
— Extrakce - Separace - Detekce

Vybrané priklady
— Thioly (GSH)
— Analyza lipidu
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Metabolity a malé molekuly v organismech

Metabolity

Nutrienty
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Primami metabolismus

Sekundarni metabolity a LécCiva
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METABOLOM

Metabollt
Produkt enzymové reakce Priklad:
* Vyskytuje se prevazné uvnitf cholesterol-steroidni hormony
bunky (!) (kortisol - fizeni metabolismu vSech Zivin)

 Neakumuluje se
« Ma biologickou funkci (na

enzymaticke i transkripCni urovni) o
HiC 3
« Podobna struktura s prekurzorem o
 Nizkéa koncentrace a mala MW "
HO

Metabolom

Soubor nizkomolekularnich meziproduktd a koncovych produktt genoveée
exprese a enzymaticke aktivity vdaném Case

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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ProcC vyuzit metabolom?

Mnozstvi metabolitd obecné
niz8i nez pocet genu a proteinu
v burice (S. cerevisiae — 600
metabolitt pod MW -300 z 6000 gend)

—  VyjimKy existuji — napfr. u rostlin maze byt
naopak — sekundarni metabolity

Analyzy Casové méné narocne

— ve srovnani s analyzou velkych
makromolekul

Zmeény v hladinach metabolitu:
1. pfi nezménené koncentraci

enzymu

2. nasobné vysSSi nez zmeény exprese
nebo koncentrace proteind

3. dany nejen urovni exprese, ale i
environmentalnimi vlivy, stadiem
vyvoje organizmu, biol. cykly ...
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Genome
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METABOLOM — jak?

—~ Klesa poCet analyzovanych molekul ...
by . ” o
s | Roste chemicka komplexnost analyzovanych slou€enin
|(‘~ DMNA RMA Protein etabolite
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Interactions
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RT-PCR
DNA Microarrays 2D-PAGE MALDI-TOF
2D-LC-MS
Cﬂﬁmpﬁ%rghlps
( e
ttp://cance dlscovery aacrjournals org/content/2/10/881.figures-only?cited-by=yes&legid=candisc;2/10/881




METABOLOMIKA

Metabolomika: e

Kvantitativni i kvalitativni studium @@
metabolitd <1 kDA (metabolomu) 4

DNA copy-number assessment .{ = (‘“"’?'r"’""."é'ﬂ'ﬂml‘ hybridization
. il 4" A Genomics J to DNA microarrays
|atkOVe p re m e ny ZIVyCh SySte m U Mutation screening i{ ill‘:;:jcpi:::::fq -hased genotyping
* Mutation-specific PCR
Chromosomes
- B {{% Lipids
p
Z) 7 . Llpfdamm

Metabolomics “‘E

Metabolomic profiling
cmnmum\'| T - /

Vyuziti:
«Adaptace organizmu na prostredi
*Odhad toxicity latek

Glycomics

\
. e

/
Trsnnrlpmw

’ H 4 y v mj“" II'IRHA .‘ ' i Py
.VyVOJ n OVyCh |eCIV Gene-expression pmﬁ.ling‘{ * DNA microarrays Protein Proteomic profiling + + Mass spectrometry
4 ’ . ’ . o * Multiplex PCR
*Hledani metabolickych biomarkeru t..c,,,,,v,‘.w,.mﬁ,f,, | Tk iy mm»m{ | - Mass spectamety s
. o v s * Multiplex PCR Pbosp.i'mpm!wmc rmmunop.rlccaeamm 5-;{:
a biomarkeru onemocneéni profiing { photysic i

-Biomarkery prubéhu terapie
*Charakterizace a identifiace bunék
(savci, rostlinné, GMO)
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METABOLOMIKA - pFistupy

Metabolite target analysis:
«  kvantitativni i kvalitativni analyza substratl nebo produktt metabolické

drahy, nizky LOD, naroc¢na pfiprava vzorku Buitka -
Metabolic profiling: Jidro cviopazma
« semikvantitativni analyza vice metaboliti s podobnymi vlastnostmi .
(napf. polarni lipidy, isoprenoidy, sacharidy) e °. s
Finger / Footprinting: S
- komplexni analyza intra (finger-) a extracelularnich (foot-) metabolitd S mg—L e R,
bez nutnosti kvantifikovat a identifikovat, screening O .° i Poflki meibii

Metabonomics (definice neni 100%ni!):

« podoba s fingerprinting, cilem je sledovat odpovéd po expozici napf.
toxickou latkou (farmakologie, toxikologie)

« predevSim analyza “metabolitd vznikajicich z toxickée latky”
Bunka, tkan  Biologické tekutiny

v
. / Extrakt
Cisténa frakce

Frakce metabolit

metabolitu o
Derivatizace¢ v % Derivaﬂzace }A
*5 o 1 o °F NMR, FT-ICR
RN / | —
ECD UV V/ Finger/Footprinting
— MSY g \MS NMR MS j
(6) Centrumprovizium  Metabolite target analysis Metabdlic profiling
toxickych Litek
v prostiedi




Ruzné skupiny metabolitu

| 4

Proteins Carbohydrates

_ _ glucose, fructose,
amino acids galactose

Nitllz’_DQllfﬂ Glycogen Glucose-6-Phosphate
ao

tissue &N
protein

Lactic Acid Pyruvic Acid

Electron Transport Chain

I Diskutovan je heterotrofni metabolismus (zZivocichove, ¢lovék)
Centrumprowyzkum  (ne sinice, rostliny, a zvlastni typy bakterii ...)
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http://www.elmhurst.edu/~chm/vchembook/5900verviewmet.html



METABOLITY LIPIDU
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METABOLITY LIPIDU

Databaze Lipid MAPS (3.5.2013) — 37 500 biologicky relevantnich
lipid

Nepolarni lipidy

« Fatty acids 5795
* Glycerolipids 7538

« Sterol lipids 2678 -
* Prenol lipids 1200 R

Extracelpular Fluid

Pl »

e Sacccharolipids 1293
* Sphingolipids 4318
» Glycerophospholipids 8001

* Polyketides 6741 Polarni lipidy

mmm
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http://www.lipidmaps.org/



METABOLITY LIPIDU — déleni

Lipidy:

Polarni x nepolarni

Jednoduché x slozené x odvozené
Ruzné polohy acylu na glycerolu

Mastné kyseliny:

*Délka rfetézce

*Pocet dvojnych vazeb a jejich umisténi
*Stereoizomerie

*Regioizomerie

*Stejna MW, ale
rizné polohy substituent na fetézci

GC/FID and GC/MS Profiling of FAs

% cis / trans

¥ \ DB position
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cHz—o—c—c\C/c\C/c\C/c\(j o
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e
Phosphorus Chaline
Fatty Acids  CH3(CH2),COOH
H H 0O
| ] .-;'.—
H—C—C—C
T o
[ I
Saturated Unsaturated
no double bonds some double bonds
H OH H H H g , ' ,
| [ 1 o
C—C-—C—C—cC Mono-unsaturated Poly-unsaturated
i 01 I &S OH one double-bond multiple double-bonds
H H H H H 1 n L1 1 H
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] I ] \OH H=— —(]T—C—C—C C\\
H H H H H OH

HILIC-LC/ESI-MS Analysis of Polar Lipids

Intens

x10' o

Standards containing C18:1

Regioisomers
&

2- ‘('

5 Time [min]

Lisa M. J. Chromatogr.A 1218 (2011) : 5146



Fosfolipidy

Soucast membran 6"\
Slozeni L PR—

Hydrophobic

» Diacylglycerol-fosfat (maze byt esterifikovan)

* Mastné kyseliny
— Palmitova, oleova, arachidonova

Hydrophobic

* Nejvice prostudované a biologicky vyznamnée
- metabolity kyseliny arachidonové (AA)

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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METABOLITY FOSFOLIPIDU

Oxidace fosfolipidu

Phospholipid

" Hydrophilic

@ﬂmd bilayer
i

* nejCastéjSi proces metabolizace
region
 ztrata funkCnosti membran
* enzymaticky i neenzymaticky srommonte
« metabolity s fyziologickymi ucCinky
» reaktivni metabolity
Phospholipids
Phospholipase \\\\
Diacylglycerol < \‘\_\
. oxidants ® lsoprostanes
e Mon-enzymatic =& Malondialdehyde ——— | Adukty s NB, proteiny
arachidonic acid  Hydraxynonenal
Enzymatic Acetyl-CoA *Cholesterol
Cyclooxygenases Lipoxygenases *Oxysterol
® Prostaglandins ® Leukotrienes

® Thromboxanes

Al R e

http://www.phschool.com/science/biology_place/biocoach/bioprop/phospho.html

http://www.scielo.br/img/revistas/jbpneu/v35n12/en_a11fig03.gif



FOSFOLIPIDY — enzymaticka oxidace

Eikosanoidy
20 C, derivaty AA

o]

Phospholipids
N

o}
H
HO %
[ Phospholipass A, :> |
OH
b
H

e Trom boxany @;\A/\/ Llpow:%
&H

12-HETE, 18 HETE, LTA,

« Leukotrieny S ¥R /@

LTB, LTC,, LTDAlj LTE, PGD, PGE, PGF2, PG, TXA,
« Lipoxiny QH ["oH
| H
oH

« Hydroxyeikosatetraenoveé

Prostaglandiny

Cyclooxygenase
COM¥-1and COX.2

Vyznamné biologické funkce
«Zprostfedkovani zanétlivé odpovédi
*Bunécna signalizace

OH 0
: = OH *Regulace krevniho tlaku, koagulace, horecky, bolesti
kyseliny - HETE q’:}/m\/\ *Ridi ginnost ledvin
Cenirum pro vyzkum NN Inhibice lipolyzy a sekrece travicich Stav
i Litek
©) ==

http://www.arthritis.co.za/nsaids2.htm



FOSFOLIPIDY — nee

B |

Isoeikosanoidy
Produkty neenzymatické oxidace AA

NejstudovangjSi — ISOPROSTANY
« Stabilni molekuly, specificky vznikaji po ataku ROS
* Nejznaméjsi 8-iso-PGF2a

(synonyma iPF2a-lll, iPF2a-1V, 15-F2t-I1soP)

HC.
Zname ucinky 8-iso-PGF2a : /\g\/\_,’-
. yaso_konstnkce . ’ N / pLors pezxi \
* inhibice shlukovani krevnich desti¢ek AN N o~
* UCast pri zanétlivych procesech kozjugevend dieny alkazy
Vyuziti:
* biomarker oxidativniho stresu a pracovni expozice l
- biomarker neurodegenerativnich a kardiovaskularnich ~ pvg e 0~—~—u  Jf
onemocneni a-ldhyly e ot
* fizeni terapeutického zasahu !
R-J\ﬂ’ﬂ
oo wyownl whivbyaly
Cenirum pro wwzlum
(6) toickych ek
v prostiedi

http://pvac.vscht.cz/ustav/vyzkumne-projekty/biomarkery-oxidacniho-stresu



FOSFOLIPIDY — ne

Konecné produkty oxidace = - paig Dt 7
= malé reaktivni aldehydy m*\):c.vv e
.
MDA — malondialdehyd (MW 72.07) o
HNE — 4-hydroxynonenal (MW 156.22) . et
N N - o~
ONE - 4-oxononenal (MW 155.22) ioajogeved deay Az
ACR - acrolein (MW 56.06) . o o
) ] ] i R n-:bh:y B ﬂh:)‘.'lbhﬂ
« koncové produkty oxidace i potravnich lipidu -
« reaktivni malé molekuly — tvorba aduktti s DNA, R0

peptidy, GSH (,mercapturomika®)

* biomarkery oxidativniho stresu in vivo a vnéjsi
expozice

* Dbiologické a toxickeé ucCinky

©)

Cenirum pro vyzlum
toxiclych Litek
v prostiedi http://pvac.vscht.cz/ustav/vyzkumne-projekty/biomarkery-oxidacniho-stresu




DALSI METABOLITY LIPIDU

Cholesterol

* Soucast membran, prekurzor steroidnich hormonu a
zluCovych kyselin

Oxysteroly (7b-hydroxycholesterol)

» produkt lipidni peroxidace cholesterolu, MW 402.65

« biomarker oxidativniho stresu a riznych onemocnéni
(diabetes, atherosclerosis, liver diseases, alzheimer)

* vysoka koncentrace v plasmeé
» biologické ucinky: apoptoza, agregace destiCek,
metabolismus sfingolipidl, cytotoxicita

t-HODE (hydroxyoctadecadienoic acid)

« produkt oxidace kyseliny linoleové,

» biomarker antioxidacni kapacity a oxidativniho stresu in
Vivo

©)

Cenirum pro wwzlum
toodckych Latelk
v prostiedi

HO - - OH

0]
I
HO
Linoleic Acid

9(z) 12(z)-octadecadiennic acid

PN N ety
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\
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METABOLITY PEPTIDU
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METABOLITY PEPTIDU

Proteolysis Protein synthesis

IDiSEREminoadd] >>>>>>> [Aminoadapool] >>>>>>> [UEHEoN

Catabolism

LKL
PIIP2>

Biosynthesis of
nitrogen compounds

KLLK

Porphyrins, Creatine, Carnitine, Hormones, Nucleotides

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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METABOLITY PEPTIDU (1)

Aminokyseliny a jejich derivaty:

Proteinogenni

1) funkce strukturni (proteiny) — vSechny aa

2) dalSi funkce
- pf. pfenos vzruchu v CNS - glycin, kyselina asparagova, kyselina glutamova

Neproteinogenni — specifické funkce

* B-alanin, N-methyl-d-asparagova kyselina NMDA (stimulator mozkovych receptoru),
* GABA (pfenos vzruchu)

Metabolity aminokyselin: H 1
methylglycin (sarkosin - antinadorové ucinky); =
kreatin (derivat glycinu);
acetylcholin (mediator vzruchu), cholin, ethanolamin (derivat serinu); A2
serotonin, melatonin (derivat tryptofanu, regulacni funkce); OH
histamin (derivat histidinu);
hormony difené nadledvinek — pf. adrenalin a §titné Zlazy (derivaty tyrosinu);
3-nitrotyrosin, o-tyrosin, karboxymethyl nebo MDA adukt lysinu (biomarkery oxidativniho stresu),
mocovina (konecny metabolit degradace aminokyselin)

©)

adrenalin

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi




METABOLITY PEPTIDU (2)

Konjugaty peptidu:

Glykosilace, Cysteinylace, Glutathionylace, Oxida¢ni produkty (karboxymethyl), Ubiquitace,
Adukty s reaktivnimi aldehydy

ANALYZY peptidil — viz pfednasky jinde (proteiny)

Pfiklad - kvantifikace oxidovanych proteinu Protein separ ation Enzymatic digestion LCMS MS analysis
X 2
-homogenizace- sﬁp‘?
P — J 3 —
-£ZDJg€El eleKlrororeza 03 .
-immunoblotting nebo afinitni kolony-

il sk i e oo e
-trypsin /
-redukce/derivatizace/znadéeni biotinem- Dats pescessing pat el
-MS-protein indentifikace (fingerprinting) ragmandntion
Scafold Mascol Sequence nfomrmation
Cenirum pro wwzlum
© | ==
v prostiedi




DALSI KLICOVE METABOLITY
(sacharidy, nukleotidy)

©)l:
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Jednoduché sacharidy:

Priklad: Glukoza HO<e

. Rozpustna ve vodé, zdroj energie, konstantni hladina v krvi + OH o :

. Stanoveni: enzymaticky, spektrofotometricky, amperometricky HO OH
OH

Derivaty sacharidu: o, o

Priklad: Kyselina glukuronova T/_.;.QH
. Konjugacéni agens v detoxikacnich reakcich OH

OH On
Konjugaty sacharidt - glykoproteiny a glykolipidy:
Stanoveni obtizné (mnoho struktur s rGznymi chemickymi vlastnostmi, ¢asto vétvené
struktury, nizké koncentrace)

Priklad konjugujiciho sacharidu: N-acetylglukosamin, glukéza, galaktoza, sialové kyseliny,
chondroitin sulfat derivaty

. Uginky: uéastni se imunitnich reakci, bun&éné diferenciace, markery nadorovych
onemocnéni, mozna léCiva

. Stanoveni: LC/MS, immunohistochemie, ELISA, microarray, elektroforéza s kys.
jodistou a Ag+

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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Protein

OH N-A:etyrnanrrsTaulr;;c::;;c:
OH

0 OH

e \|LCOOH

o ; ;
HSC’)I\ N 4
H

OH

Repeating unit of chondroitin sulfate A
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METABOLITY NUKLEOTIDU

nukleotidy:
* Adeninové nukleotidy a koenzymy (ATP, ADP, AMP, NADPH, NADH)

* Adukty bazi (8-oxodG, 8-OH-dA, dT-glycol, and 5-hydroxy-methyl-dU,
adukty s MDA-M1dG)
0 NH,
\
M

S o H
D &

T Ay N o L4 & o N

Ho ~ N b oot e 0
“ch, N N NH, J\ | j} OH OH N*_?
o > A [ 1 H

H H N N N S \|,»"N|+2 I:IH I

K ? | NADPH —P.
" n M1dG 0 %o

OH o]

.

Deoxyguanosine

lé€iva na bazi nukleotidu: o 0
« 6-aza-uridin (cytostatika)-inhibice DNA syntézy HN HN)H
Ho © Ho._ o)\N‘
0 S
© == o
v prostredi Uridine
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MALE MOLEKULY V ORGANIZMU

'y

: [ HEALTH
STATE

: | DISEASE

Treatment|: | STATE

Metabotype

GENOME g

-------

Ll hdl o 3

TRANSCRI PTO_ME|‘_

ROTEOME

METABOLOME
o i
OOy

]

X/

@speseninninyratsiinaanpe

S~

Social
Interaction

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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Kromé endogennich metabolitd mohou i cizorodé malé molekuly modulovat
procesy na vSech urovnich (fyziologické, bunécné a molekularni).

Prirodni latky

malé oligoeptidy,
biogenni aminy,
alkaloidy, polyfenoly,
barviva, glykosidy,
terpenoidy, sinicové
toxiny, mykotoxiny,
antibiotika, vonnée latky

DalSi (ne v této prednasce)

« Farmaka -
antibiotika,
analgetika,
cytostatika

* Nutrienty -

vitaminy, cukry,
mastné kyseliny



PRIRODNI LATKY - pFiklady

Biogenni aminy
 Dekarboxylace AA,
Efedrin, Histamin

Alkaloidy H o -‘
Heterocykly — Nikotin O . N
Anatoxin A | \ %\ CH,
N Anatoxin A
Nicotin '
Polyfenoly

« Flavonoidy — antioxidanty,
pigmenty, UV ochrana

6' P
Flavonova

struktura
Oligopeptidy
« Cyanobakterialni toxiny (microcystin) N
N __ e ,",] P; “HH
I ™ ho
“ .I T ”__3'=".
: ) o I
CHy L;Ll 1r Hl " k
wzhu . . . Mo”0
(6) et il e Microcystin
v prostiedi e




PRIRODNI LATKY - pFiklady

Neproteinogenni aminokyseliny

« Cyanobakterialni toxiny (domoic acid, BMAA)
* Rostlinny ptvod (L-DOPA, BOAA)
 inkorporace do proteinu - chyby, patologie

Vitaminy
 vit E (tokoferoly-lipid)

/“‘x,/ A xv/ »/"“‘CH E

YVitamin E { e-tocophers

 vit C (kys. askorbova-sacharid) HO

© Y

Cenirum pro vyzlum
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Kultivace = Vzorkovani -

Le af

— e Extrakce - Derivatizace
.Cap

Harvest plant Gnnd leaves wrth pestle and mortar Transfer !rozen powder
under liguid nitrogen to tubes eza konce ntrova’nl’ (SP(M )E)

_f&; N > Separace (GC, LC, CE)

o . _— | | - Analyza (NMR, MS, DAD, FTICR)
pin deep freezer (-80 °C) Weigh material Sonicate for 1520 min
or directly dry by freeze-drying Dry sample 1-2d and add solvent

h i S k
|
|[[::> NMR measurements
L] L] r 4
Centrifuge for 10-20 min Take supernatant Transfer to NMR tube 9 Statlstl Cka a n a Iyza

—>Vyhodnoceni

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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Kim, H.K. et al.. Nature Protocols 5, 536 - 549 (2010)



Metabolit x Matri

- w = - & - - w

(
(
(

Matrice:

Iérevvk(r)ozpuéténé proteiny, lipidy, soli, sacharidy, suspendovane
unky

plasma (centrifugaci oddélené jen bunky (heparin, EDTA)
sérum (oddélené buriky a srazeci proteiny, cca 5%)

moc (soli, moCovina, metabolity ve volné forme)

mléko (lipidy, proteiny, sacharidy)

tkané (bunky, proteiny, lipidy, sacharidy)

dechovy kondenzat (voda, Castice)

sliny (99% voda, dale enzymy, soli, glykoproteiny)

Analyt:

©)

nizkomolekularni latka

nizka a variabilni koncentrace v pritomnosti komplexni matrice
volna forma nebo vazané na proteiny (glucuronid, sulfat)
velka fyzikalné chemicka variabilita

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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EXTRAKCE

# N 1 1 2Wf \ZiI N

(

Zastaveni bunecného metabolismu (t=s)

Vzorkovaci technika (tkan, extracelularni méduim)

Uvolnéni analytu (homogenizace, rozbiti, odstranéni bunék)

Odstranéni makromolekul, homogenizacniho roztoku

Precisténi, zakoncentrovani (SPE, LLE)

Derivatizace

Vymena rozpoustedel

Separace (LC, CE, GC)

Cenirum pro vyzlum
toxickych Latek
v prostiedi
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Homogenizace

Uvolnéni intracelularnich metabolitu

Mechanicky piistup

* Ultrasonikace
+ Kuli¢kové mlynky
* Automatické
homogenizatory
* French (X) Press

©)

v prostiedi

Cenirum pro wwzlum
toodckych Latelk

Nemechanicky ptistup
Enzymaticka Chemicka Fyzikalni
lyze bunky lyze buiiky lyze bunky
« Lysozym (bakterie) * Organicka « Osmoticky ok
+ Peptidasy, rozpoustedla (MetOH, « Zamrazeni
glykosidasy, EtOH, ACN); » Zahfivani
acetylmuramoyl-L- * Metanol-chloroform-
alanin amidasy voda;
(bakterie) » Vaiici EtOH
* 3(1,3)-glukanasy, * Chlazeny MetOH
[3(1,6)-glukanasy, * Kysela extrakce
mannanasy, (HCIO,, HCI,
chitinasy C,HCL0,)
(houby, kvasinky) * Bazick4 extrakce
(KOH, NaOH)

Musilova J. Chem.

Listy 105, 74501751 (2011)

Ultrasonic homuogenizer

20 ke

Homsgenlized
product




Odstranéni matrice

Odstraneéni makromolekul
» KiliCové je odstranéni zejména peptidu/proteinu a lipidu
* Proteiny
— Srazeni
— Hydrolyza (6N HCI, teplota, enzymaticky, mikrovinna extrakce)
— Ultrafiltrace
— Centrifugace
« Lipidy

— Gelova permeacni chromatografie

Odstraneni homogenizacniho roztoku
» Lyofilizace
e SuSarna

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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Precisteni - Zakoncentrovani

LLE - extrakce kapalina-kapalina

extrakce Sirokého mnozstvi latek, jednoducha
@ Casova naroc¢nost, variabilni vytéznost, spotfeba materialu

SFE - superkriticka fluidni extrakce

CO, v nadkritickem stavu, kapalina s vlastnostmi plynu (viskozita,
difuze)

(Elektro)dialyza - koncentracni rozdil nebo rozdil el. potencialu o s -
na polopropustné membrane

Reverzni osmoza, ultrafiltrace - vyuziti hydrostatického % !
tlaku

TLC — tenkovrstva kapalinova chromatografie - revemmiosmsza
vyuziti separace trid lipidd pred MALDI-MS | e #

©)

Cenirum pro vyzlum
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Pr — Zakonc

ntrovani: SPE

1’D

‘!

1:'_)<

¢
(e
1"D<

(
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SPE - extrakce na tuhé fazi — sasto uzivana metoda (!)

@ sclektivita, automatizace, reprodukovatelnost, asova nenaroénost, mala
spotreba rozpoustedel, miniaturizace, odsoleni, vymena rozpoustedel,
zakoncentrovani, moznost frakcionace

@ ruzna kvalita sorbentu, ztraty analytu sorbci nebo predéasnou eluci pfi
promyti, horSi reprodukovatelnost mezi laboratoremi, kolonky na jedno
pouziti

Oplach rozpoustédlem, odstranéni necistot z

Kondicionace ! - o
vyroby, pfiprava na solvataci (pf. methanol/voda)

Aplikace vzorku Rychlost
Promyti, uprava pH Nemusi se vzdy vyuzit, odstrani matrici
Suseni Odstranéni necistot bez ztraty analytu (voda)
Eluce Eluce rozpoustédlem — prerusSeni vazby analytu a
(6) wheieiH ool S sorbentu (methanol)
v prostiedi




Precisténi - Zakoncentrovani: SPE

SPE VYbéI' kolony (objem vzorku, vlastnosti matrice a analytu)

Nepolarni interakce:

. Ee\gerzni faze, na pevné fazi navazany uhlovodikové fetézce (C18, Ph,
N

* Analyty - protonované nebo neutralni molekuly, aromaty, alifatické
fetézce

* Eluce - nepolarni az stfredné polarni rozpoustédla

Polarni interakce:
 Normalni faze, pevna faze (silikagel) s modifikacemi

* Analyty - aminy, alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny, aromatické
uhlovodiky, heteroslouceniny

* Eluce - stfedné polarni az polarni rozpoustédla Oasis® MCX

lontové vymenneé: SO sor

» Nabity povrch Castice (alkylsulfonaty, tetraalkylamoniova sul)

* Analyty-organické kyseliny, mastné kyseliny Oasis® HLB

*  Eluce —zména pH oK <1

. 1 mea/g Hydrophilic =~ OQ

Afinitni interakce: | reemonerne o ppnie

«  Imobilizovany ligand (protilatky) reaguijici s analytem Oasis® WCX

*  Analyty — IéCiva, potravinarstvi 5 Water-wettable
?H Stat_JIe fro_m pH 0-14

M|X InterakCI, _;o} No silanol interactions

* Reverzni faze se silnymi/slabymi kationtové/aniontové

vyménnymi skupinami pKa ~5
0.75 meqg/g

Qasis®™ MAX
m
)‘:L

pKa =18
0.25 meq/g

Oasis® WAX

pKa ~6
0.6 meg/g



Extrakce
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Extrakce — vliv extrakCniho postupu na
analyzu - priklad

Amitriptyline (antidepresivum, pKa 9.4, solubility 9.7 mg/L) v plasme

10 mg
25 mg
50 mg
75 mg
100 mg
150 mg

Cenirum pro vyzlum
toxickych Latek
v prostiedi
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Extrakce —vliv extrakCniho postupu na
analyzu - priklad

Amitriptyline (antidepresivum, pKa 9.4, solubility 9.7 mg/L) v plasmé

(b} Amitriptyline, 0.1 ngfmL

1ad
L . C 475
Protein precipitation Intensity: 9.71 x 10¢
-2 'i! .18
100
-,E . 4.67 o
CasisHLE Jx sensitivity
. without
= E Intensity: 3.62 x 107 evaporation
Y S = Jh_lﬁnnm'ﬂlu’:J : i : € 10
100 ' 25 mg
Diasis WMCK 148 S sensitivity 50 mg
without
F Intensity: 391 x 167 gvaporation Famg
t 100 rng
Q50 100 180 zo0 250 300 328D 400 453 &00 S50 &00
Tirne {min)
Cenirum pro wwzlum
x"mil- http://www.chromatographyonline.com/lcgc/article/articleDetail.jsp ?id=564645&pagelD=2




Derivatizace

* nezbytna pro GC

 stabilizuje molekuly

e vnasi chromo/elektrofory do
molekuly analytu

 meni polarni latky na vice
lipofilni

» zvysSuje sensitivitu signalu v
MS

Vice : Hanbook of sample preparation (2010) ISBN 978-0-470-09934-6

©)

Cenirum pro wwzlum
toodckych Latelk
v prostiedi

.. . % 7
Priklad: Analysis of 3)
Steroid Hormones in 12
urine by GC/MS -
derivatizace ,Silylation®
1. androsterone
2. dehydroepiandrosterone
(DHEA)
_ 3. 17-a-estradiol
300°C 4. estrone
5. 17-B-estradiol
6. testosterone
| 7. derivatization by-product
J ‘-—m__\_‘__ﬂj .
! T
20.0
No bleed at 300+°C!
00°C 320°C
~ W N
10.0 20.0 min.
Owé,CH;t’.JH CHJGN;}_{”CH?OTMS
HO '_aOH  1CHONH:  Tuso _a0TMS |
—_— -
2. TMSI
0 CH.ON
Derivatization Reaction
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Chromatografie - déleni latek ze smési mezi stacionarni a
mobilni fazi
oddéli i isomery (ruzna struktura), isobary (riizné molekuly)

Usporadani vle Usporadani
HPLC GC

T regulated ocven

System

Maszs
spectromeater
detector

Pump
Column:

packed or
open tubular

{capillary)

Elektroforéza - deleni na zaklade pohyblivosti nabitého analytu
nebo micel v elektrickém poli (CZE, MEKC)

vhodné pro latky s nabojem
napr. pro organickeé kys., nukleotidy,
mereni obsahu latek v maléem objemu

©)

Cenirum pro vyzlum
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Separace

Mobilni faze

plyn
« kapalina
« gradient vs isokratika

Stacionarni faze . Naboj—ionex
* Hydrofobicita — reverzni faze, normalni faze,
HILIC
» Biospecificka afinita — afinitni kolona
« Velikost a tvar molekuly — gelova kolona
(sephadex, sepharoza)

tR retencCni Cas latky zdrzujici se v systému
tM retencCni Cas latky, ktera se pohybuje spolu s MF
FM objem mobilni faze za Cas
VM mrtvy objem (FM*tM)
©)| ==
v prostiedi
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Princip kapalinové chromatografie:

@) (d) (e) (f)
() = t :J
. ’ !
. o]
l.. a‘
b o 8
. W
o’ 5 | nonretained
e 0 solutes
I.. 8 it -..‘
e % e solute
-l r : !r“ﬂ— w —h-‘\
! \
T I \
injection time

cistance down the column

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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Stacionarni faze
- podobné principy s SPE

- U chromatografie je material homogenni, malé Castice

- Opakované pouziti (vs SPE — single use only)

Reverzni faze:
hydrofobni povrch; eluce zvySenim
hydrofobicity, nejvyuzivanéjsi stacionarni faze

=——CHCH,CH,0CH,

Hydrophobic
Interactions

Sorbent Furctional Group

Cenirum pro wwzlum
toodckych Latelk
v prostiedi
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lonex:
kationt-aniont exchange; eluce zvySeni
iontoveé sily, zména pH

lon exchange chromatography (eg. Anion exchange)

analyte

Exchange between @ and 6. occurs



HILIC, NP kolona:
Hydrofilni polymery nebo
silikagel s ruznymi
polymery, eluce zvySenym
podilem vody (pf. analytu
AK, sacharidy)

HILIC stationary
phases

£ X

Unmodified bare
silica gels

.\ r [
Q"r (Neutral
'Si-OH phases

Polar chemically
bonded phases

—

i—0OH

$90

Charged

phases
Zwitterionic

\phases

I

C -

U)
"D
QJ
=
Q
O
D

Afinitni kolona:
Specificky povrch;
biochemické interakce,
eluce nizkym pH, vyssi
koncentrace soli, ¢asto v
sérii s dalSi kolonou

Impurities

Target .
molecule . \
| 4 .
L 4
' &

/ Resin bead i .

Functional

group .

p=
5

Gelova kolona:
Naln tvori silikagel
nebo polymery, velkeé
molekuly obtecou,
malé se zdrzi difuzi v
porech.
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Chiralni kolona:
Separuje enantiomery, vyuziti
napriklad ve farmakologii

A filler (Right Hand “a," a silica gel coated with polysaccharide [cellulose, etc.]

derivatives) that attracts one of the twins in the racemic mixture

-

vl
% s
" Right Hand “A"
oy
vz,

Comes out
slowly

Right Hand “a” of filler

i
nl
i

Right Hand "a" of filler

Comes out
quickly

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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Vyuziti vice kolon:

Napfriklad 2D - LC usporadani
iontové vymeénné a reverzni faze
(vyuZziti napr. v proteomice)

Conventional 1D-LC




GC -

UJ
1’D

parace

D

MF: inertni plyn, N,, Ar, He, CO,, isokratika (konst. teplota plynu),
gradient (teplotni gradient)

SF: kolonky (Al, Cu, Ni, sklo), 1-5 m s adsorbenty (silikagel,
alumina, active carbon)

Analyt: t€kava a teplotné stabilni latka, Casto nutna derivatizace,
nizky limit detekce

Ve spojeni s MS v poslednich letech velmi vyuzivana v

metabolomice

- knihovny hmotnostnich spekter
(u LC - ruzna spektra za riznych podminek: tvorba knihoven omezena)

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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Analyzatory - Dete

7 \i l

tory
J

7 1 N

» fotometricky detektor

— absorpce fotontu chromoforem (metabolity s dvojitymi vazbami,
aromatickeé sloucCeniny, nékteré heteroatomy)

 fluorescencni detektor

— emise fotonu z ,excitovanych molekul® (PAH a jejich derivaty,
nebo metabolity po konjugaci — vneseni fluoroforu)

 elektrochemicky detektor

— zmeéna elektricke veliCiny po elektrochemicke reakci latky v cele
detektoru s elektrodami (latky lehce oxidovateln€, redukovatelné,
fenoly, aromatické aminy, peroxidy, merkaptany, ketony,
aldehydy, konjugované nitrily, aromatické halogenovane
slouceniny)

Cenirum pro vyzlum

toxickych Litek
v prostiedi

©)




lon source Mass analyser Detector
Liquid Mozzle Sampling cone
chromatography | J

o lons e

TR LT Electrospray icnization

needle | ] E)
Fulsed laser
a L]
i
Rellector 4 I Mlﬂl
time-ol-flight (TOF) H iy
Sampla plate TOF l—
Reflector
b Il: 1)
Time-of-flight x\\" /
] {13 X i
time-of-flight (TOF-TOF) TOF, x TOF, i
Callision cell
Q  \9 Q,

C
Triple quadrupele |

o linear ion trap |

Pulsed laser

Sample t% lons
plate : Matrix-assisted laser

. desorptionfionization

Extraction grid (MALDI)

4 Q, Qs TOF
Quadrupola lJ o S— v
time-of-flight 1) - —— .'\_ e

%
e

spactromater (FT-MS)

len trap E—

k

= o
Super
conducting

f =:.'"1 magneat
Fourier transform
ion eyclotron | J o ——
resonance mass




Analyzatory — Detektory — Hmotnostni detekce

Vznik iontu (zdroje iontu)
Pl fotoionizace

El elektronova ionizace - malé
nepolarni molekuly, spojeni s GC

ESI elektrosprej — spojeni s CE, LC
DESI desorpce elektrosprejem
APCI chemicka ionizace

APPI fotoionizace UV zarenim -
hydrofobni latky — steroidy

MALDI desorpce a ionizace laserem
za nebo bez ucasti matrice

Analyzatory
TOF

napéti urychluje ionty, m/z malé, t kratky, vhodné pro
analyzy smeési, ve spojeni s MALDI identifikace
proteinu, vysokorozliSovaci

OrbiTrap

ionty osciluji v elektrostatickém poli a vytvari
zaznamenatelny proud umerny jejich m/z,
vysokorozliSovaci

Kvadrupoly

zména radiofrekvencniho pole na elektrodach vytvari
filtr pro dané m/z, ty se déli v prostoru, omezeny
hmotnostni rozsah

Linearni a sférické iontové pasti
podoba s kvadrupoly, ionty zakoncentrovany
a izolovany v Case

Principy MS analyzatoru - separace iontu dle jejich doby letu, zakfiveni drahy letu, oscilaci,
frekvenci cyklického pohybu a to v elektrickych, elektromagnetickych a nebo magnetickych

polich

- konec¢na detekce — rfada principu (méfeni hodnoty iontového proudu, detekce emitovanych
Castic-scintilace, elektronové nasobice, fotonasobice), softwarové zpracovani = vyhodnoceni



Analyzatory — detektory

NMR - Nuklearni magneticka FTICR — lontova cyklotronova
resonance rezonance s Fourierovou transformaci
Zlaty standard "TH-NMR
sleduje odezvy jader s nenulovym magnetickym ionty v cele v silném magnetickem poli se
momentem v silném magnetickem poli a jejich pohybuji v cyklech s frekvenci Umérnou jejich

interakci s vysokofrekvenénim

i M m/z, zaznam frekvence se pfevadi FR na
elektromagnetickym vinénim ’ P

hmotnostni spektrum

@ nedestruktivni technika « minimalni pfiprava o — i
vzorku pred analyzous snadna identifikace ultracitliva MS - spektra s nejvysSim rozliSenim a
neznamych sloucenin « moznost méreni in vivo pfesnosti ¢ identifikace tisicovek metabolitt bez
* kvantifikovatelna < nevyzaduje derivatizaci pfedchozi separace
@ vy$8i pozadavky na mnozstvi vzorku ¢ nizka @ narok na prostor a vakuum ¢ vysoka cena
— citlivost -

Electrospray lonization FT-ICR Mass Spectrometer

o — Saperconduing Magrat,
] - e — 47, %4

Ll Bexapals Ton e T
£

= =h Fpenid .
Capillary H—ﬁ;:‘" EaF) Wardew

I S




Analyzatory

zobrazovaci techniky

MSI — hmotnostné spektrometrické zobrazovani
(Farmacie, medicina, hledani biomarkeru, objasnéni biochemickych pochodu)

Zobrazovaci techniky Info o molekulach

(Opticka mikroskopie) (prochazejici (barveni: chemické
“viditelne” zareni) reakce napr. s proteiny
..r)
Elektronova mikroskopie elektronu Jen prvkova analyza
Rentgenova spektroskopie rentgen. zareni Jen prvkova analyza
Autoradiografie fotonu (IR) FunkEni skupiny
Pozitronova emisni tomografie y-zareni Znacené molekuly

Hmotnostni spektrometrie (MALDI, DESI-MSI)  (an)organické ionty Ano

Cenirum pro vyzlum
toxickgch latek
v prostiedi Fujimura, Y., Miura, D. Metabolites 2014, 4(2), 319-346
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Reakce antigenu s protilatkou, kdy enzymové znacené (ALP, HRP) nebo
radioaktivné znacené ('2° 1) antigeny nebo protilatky se méfi pomoci
fluorescence/absorbance/chemiluminiscence po reakci dodaného substratu s
enzymem (nebo v pripade radioaktivnhiho znaceni mérenim scintilace) .

Analyt:

steroidy, hormony, (glyko)lipidy, peptidy, sekundarni metabolity
Protilatky polyklonalni:

po imunizaci zvifete, protilatky proti riznym epitopum, silna afinita
Protilatky monoklonalni:

produkce bunecnymi liniemi, proti jednomu epitopu, mozna krosreaktivita

Kompetitivni EIA, RIA  Fi® ?nh

00
(enzyme) radioimmunoassay b

anilgen THE-:ﬂ-:H' Thig

‘b °¢ 00 ol

MII:rudr
Cenirum pro wwzlum
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ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay

ELISA

Antibody Labeling Reagents
e Enzyme
B';T"ﬂ\ 4 /- Substrate
ite
\ Second Antibody -’\ .
Target Analyte i @ Product
[Antigen) Target Analyte
T @K
Sample a8 a
n | 4
L] ' " .
S 4 I n
) Solid Phase
Bind Wash

Cenirum pro wwzlum
©) | ===
v prostiedi



Praktickeé poznamky, validace

Vybér vhodného blanku:

Kontrolni vzorek: Cista voda nebo arteficialni ,tkan (voda z ,Cisté” lokality),
rozpoustédlo (zjisSteni kontaminace béhem procesu), instrumentalni blank
(chovani vzorku béhem analyzy, opakované mereni mezi vzorky)

Vyber vhodné metody extrakce a analyzy:
Selektivita: schopnost nalézt a kvantifikovat analyt v matrici
Accuracy a Precision: méreni znameé koncentrace analytu v replikatu

Spike recovery: zjisténi zmény znameé koncentrace analytu (surrogate
standard) zpusobené procesem extrakce, analyzy

Kvantifikace:
Vhodna detekce (MS, DAD, ECD)
Kalibrace: interni, externi standard v Cisté matrici nebo rozpoustedle

Snizeni vlivu matrice: nizky nastfik, pfitomny interni standard, standardni
pridavek

©)
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ACADS

Butyryl-
carn_iline!
Lipids ~ scp  Propionyt
C16:0/C16:1
C14:0/C14:1
FADS1 ADM
C20:4 / Hexanoyl-
C20:3 carnitine
ELOVL2
C22:6n3/
PDXDC1 C20:5n3
Eicosatri-
enoyl-GPC/
ALPL 1-linoleoyl
Fibrinoaen  -GPC

ETFDH
Decanoyl-
carnitine
VD
Isovaleryl-
carnitine
LACTB
Succinyl-
carnitine

Carbohydrates
GCKR
Glucose /
HPS5
a-hydroxy-
isovalerate
PRODH .
Proline Am_l no
acids
PHGDH
Serine
~l a2

Priklady stanoveni metabolitu
(pr. — peptidy a lipidy)

nospno-
Asgggyl pryla ion
phenyl-
alanine
KLKB1
p0|y_ Bradykinin NAT2
i Methyl-
peptides xanthine /
acetamido-
butanoate
UGT1A AH_H
Bilirubin Caffeine /
NATS quinate
N-acetyl-
ornithine  AKR1G
sulphate/
Shibnaro.
sterone
sulphate

Secondary metabolites

Cenitr and xenobiotics

e 1
v prostiedi

SLC22A1
Isobutyryl-
carnitine
CYP3A4
Androsterone
sulphate o co1B;
Eicosenoate/
tetradecane-
cyp4p  dioate
C19:1n9/
C11:1n1

tyrosine
NTSE
Inosine
SLC7A6
Glutaroyl
camitine/ Nucleo-
lysine _
SLC2A9 tides
Urate
SLC16A9
Carnitine
SLC22A4
Isovaleryl-
carnitine
Metabolite
transport



Analyza metabolitu — thioly (priklad)

e T CAY HESOE == C SRR 2 J

Stanoveni thiolu

Stanoveni GSH/GSSG (cytosol) a CyS/CySS (plasma), antioxidanty, chrani
peptid pred oxidaci vratnym navazanim na cystein

 Homogenizace-redukce S=S z peptidu (DTT)-srazeni proteint kyselinou-
konjugace-SH skupiny (NEM, DTNB, DansyICI, IAA)- chromatografie-MS,
spektrofotometrie, fluorometrie, elektrochemicka detekce

« ELISA

 Priklad stanoveni volného GSH a GSSG ve tkani

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi
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Modelovy priklad — vyzkumna studie

Vliv nanoncastic Cd po respiracni expozici u mysi
— Expozice v izolovanych klecich 13 tydnu
— 5x Kontroly (K), dve rostouci “davky” NPs (5x D1, 5x D2)

— Vyhodnceni fyziologickych a toxikologickych parametru
Jednim z analytu — GSH / GSSG

O O O
H
N
- N b
H
NH- O
Q0 MNH
H ;2
_____ HD\”ANJJ\,_;'" NYNH
H /) O Q
i
5
e im oo s 0 1.--" g 0
o HGJ‘I\/\/”\N’ N\_/)\-,:.H
mwm /Eifarloggéig:é)hem 406:5867-5876 F I /\“/
v prostiedi NH, Q




Modelovy priklad — vyzkumna studie

1. Ukonceni experimentu: na co dat pozor?

« VZORKOVANI

— Organizace odbéru
» 3 skupiny, zpracovavat “soucasne” (ne nejprve “K”, pak D1...)
— Typ organu-tkani pro analyzu
» RespiraCni cesta - primarné plice, pak ostatni organy
— Rychlost zpracovani
» Velka rychlost nutna ! Malé molekuly - rychly turnover
— Cely organ ihned do tekutého dusiku

— Udrzovani a transport
« Stale v mrazeném stavu

Centrum wyzkum Blahova (2014)
mmﬁ:‘:ﬂ Anal Bioanal Chem 406:5867-5876
v prostiedi




Modelovy priklad — vyzkumna studie

Zpracovani vzorku — na co dat pozor ?

« HOMOGENIZACE

— QOdber Casti (alikvotu)
* zmrzla tkan plic
* vazeni — hmotnost - organu

— Pridani homogenizacCniho roztoku
» Kontrola pH — vodny pufr (GSH-GSSG dobre rozpustné ve vodé)
+ Teplota — chlazeny (!)

— Homogenizace
« Napf. sklenéné kulicky, vysokorychlostni tfrepani
« Stalé chlazeni, 2x 20s

Centrum wzkum Blahova (2014)
tnxldejd'lplar:ek Anal Bioanal Chem 406:5867-5876
v prostiedi




Modelovy priklad — vyzkumna studie

« Dalsi upravy vzorku— na co dat pozor ?

» Dalsi kroky

— Vhodné pH
e . 0 0
» Zajisténo alkalickym pufrem o
(pouzit jiz pro extrakci) S HN OH
— V jednom kroku Hg'c‘mc‘fﬂ\ﬂ/‘\,SH NH,
« Pfidani INTERNiI STANDARD (13C 15N glutathione) 0
» P¥idani konjugacniho €inidla: blokovani reaktivnich —SH skupin
(DTNB)
* Inkubace [ konjugace (pfi T-lab)
— Vysrazeni proteinl (znovu chlazenti)
» PFidani SSA (kys. sulfosalycilova) DTNE: 0 Sulfhydryl
* Inkubace - srazeni 0 0 Sitscm

PRUTIY PPy S 1 PR W Y PR 0 0 R
— Centrifugace (chlazeni) - supernatant 2 E i I i B
L} L L1
M £ Ly

— Redé&ni mobilni fazi LC (chlazeni)

—> snizeni “velmi vysoké” koncentrace 0 0
(vysoké koncentrace i pfi malé navazce) R—S o o
- mensi vliv matrice v analyze —»r 3 . T W W,

Mixed Disulfide THE®

— Zamrazeni -80°C — uchovani k analyze

mmpur:ek Anal Bioanal Chem 406:5867-5876
v prostiedi




Modelovy priklad — vyzkumna studie

V4 . . y Cc
Analyza - H i m |
imTows show GS5G (row 1), GEH
(row 2), and GSH (1.5.) (ow 3). #
Columns show a blank with GSH
S et T T
[ ] ; wi ...Ice o
Dulezité body G EEH ) ottt .
control sample from the chronic
_ Typ separace — LC ity ghicly uer 5 weeks of *
Th A M %0 300 M
— Vyber kolony | |
* Modifikovana C18 (analyty jsou polarni) . l
— Detekce e

200 3.00

» Mozna napf. Elektrochemicka (reakce na -SH)
» Mozna i UV-VIS (detekce konjugatu GSH-DTNB, ne! GSSG)
* Vyuzita hmotnostni detekce

— Vlastni analyza
- Detekce GSH-DTNB, 13C-15N-GSH-DTNB, GSSG

— Vyhodnoceni = koncentrace v tkanich

Centrum wyzkum Blahova (2014)
mmﬁ:‘:&k Anal Bioanal Chem 406:5867-5876
v prostiedi




Modelovy priklad — vyzkumna studie

Vyhodnoceni

."'{b
s

4- y=2T1x +0.52
R:=0.992]
(tissue extract) -

y=2.75x+0.03
R2=0.99402
(PBS solution)

GSSG areax 107
e

0.0 0.5 1.0 15 2.0

GS5G pmol/L
Fiz. 3 Evaluation of matrix effects in LC MS/MS method for GSSG.
Calibrations of GSSG (peak area vs concentration) prepared in PBS

(triangles) and in the extract of lung tissue (circles). All samples were
processed using the same protocol

Centrum wzkum Blahova (2014)
tnmd&fd'lpl::ek Anal Bioanal Chem 406:5867-5876
v prostiedi

Fig. 6 Content of GSH (a),
content of GSSG (b), and GSH/
GSSG ratio (c) in lung of mice
after chronic exposure (1-13
weeks) to CdO nanoparticles at
dose 1 (D1) and dose 2 (D2).
Numbers with asterisk (*) in the
graph indicate significant
differences compared to the
control variant within the
respective week (p<0.05; N=5
animals)
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Analyza metabol

Biclegcal Samgles

Lipied extr actiun l

Crude Lipid Extract

Doy & ol psi 0 ) Batf i | — = l

coupling with ___
hrorustourapky

Mass Spectrometry
Gas chramat h =
F ":I‘ [with o1 w/ o ehramatagraghy)
i

DataProcessing

l

Statistical analysis

l Altered
i . lipids
Pathway analysis
Cenirum pro vyzlum
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v prostiedi
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pidy

metabol

Extrakce: rizna pro rtzné polarni lipidy, aditiva podporujici rozpustnost,
antioxidanty, prace ve skle, N,, -80°C, vyuziti internich standardu

Analyza: ,Shotgun“ MS (bez separace), UHPLC MS, SFC MS

Extrakt, tkan

o s S L T I ™ S e L
- -_'-_ - ‘_’—‘ T [} '\.\ "“'..._ ‘h-_"'*--.. ““““““
___________ = = ! ~ - - g h""--.,_h
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————— e = WY A . v " g =i Bl A
Fatty aclds |Eicosanoids |Glycerophosphollptds | Cardiolipins| |Glycerolipids Cholesteryl esters | Sterols [Sphlngollpldsl [P_rsnols

Methanolic HCI/CHCI,
extraction

LC/MS analysis
{reverse phase) [normal | phasa)
ESI-QTRAP viaMRM methods
Douterated standards

Combination of GC/MS, Combin: of LC-C18, t -Si LC/MS analysis
LC/MS (i mue phase) ol and LC NH separ ti (revarse phasa)
ESI-QTRAP and APCI-| NS v i

QSTAR-XL via MRM methods
Nor-dolichol /CoQ6 standards

(narmal phase)
ESI-QSTAR-XL using M5/MS
mathods [M+NH4]+ detection mode [M+NHA]+ /noutral loss
Dauterated standards dataction mole
Deuterated standards

€ —————————

Detail — viz dal$i snimek ™
Bioinformatika (korekce dat, analyza
Cenirum pro wwzlum
(6) tosiciefeh ek dat-PCA, visualizace, interpretace)

v prostiedi
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Fatty acids

]

Methanolic
HCIl/Isooctane
extraction

GC/MS analysis

Deuterated standards

Cenirum pro vyzlum
toxiclpch Latek
v prostiedi

©)

Eicosanoids

Glycerophospholipids

}

Separate media from
cells

SPE extraction of
media

LC/MS analysis
(reverse phase)
ESI-QTRAP viaMRM methods

Deuterated standards

!

Methanolic HCI/CHCI,;
extraction

LC/MS analysis
(normal phase)
ESI-QTRAP
2-stage quantitation
Odd-chain standards




Shrnuti

» Student(ka) by mel(a) znat
— Co jsou to metabolity? Jake existuji typy a
skupiny?
— Jakeé jsou kliCoveé kroky v jejich analyze?
Principy metod separace a detekce
— U vybrané latky navrhnout a diskutovat
pristup k analyze z biologickeho vzorku

mmm
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