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

Lucie Blahova, MU, RECETOX



Schéma prednasky

Metabolity a metabolomika
Prirodni latky
Vyznam vybranych metabolitu a prirodnich latek

* Metody stanoveni
— Extrakce = Separace - Detekce

Priklady
— Thioly (GSH)
— Analyza lipidu




Metabolity: cast systemove biologie

Xenobiotika
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Metabolity a malé molekuly

What is it
"Doping"?
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METABOLOM

Metabolit
* Produkt enzymové reakce
«  Vyskytuje se prevazné uvnitf Priklad:
bunky (!) cholesterol (prekurzor)- kortisol (metabolit)
« Neakumuluje se steroidni hormon - fizeni metabolismu Zivin

« Ma biologickou funkci (na o A o
enzymatické i transkripéni Urovni) O oy
 Podobna struktura s prekurzorem

» Nizka koncentrace a mala MW

«
Metabolom . e e
’ _ ) ‘-‘ff b€
Soubor nizkomolekularnich ’ .

: . : , B @ — |
produktl a meziproduktl genové / b P ST
exprese a enzymaticke aktivity v i b
daném Case

Primarni metabolismus Sekunddrni metabolismus




METABOLOM — pro&?

Vyuziti metabolomu?

Mnozstvi metabolitl obecné
niZsi nez pocet genu a proteinu
v burice

Analyzy Casové méne narocné
— Ve srovnani s analyzou velkych
makromolekul
Zmeény v hladinach metabolitu

— pfi nezménéné koncentraci
enzymu

- nasobné vysSi nez zmeény exprese
nebo koncentrace proteind

— dany nejen urovni exprese, ale i
environmentalnimi vlivy, stadiem
vyvoje organizmu, biol. cykly, aj.

Genome

Fluxome 13C

Proteome

Transcriptome Metabolome
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http://biomarkers.cardiosource.org/~/media/BioMarkers/Images/sabatinefig2.ashx




METABOLOM — jak?

i > Klesa pocet analyzovanych molekul
"+ [ Roste chemicka komplexnost analyzovanych sloucenin
P DNA RNA Protein fletabolite
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. Imtrgons NMR
— RT-PCR GC, LC, CE-MS
DNA Microarrays 2D-PAGE MALDI-MS MALDI, DESI- MS
Gene Chips 2D-LC-MS MSI

http://cancerdiscovery.aacrjournals.org/content/2/10/881.figures-only?cited-by=yes&legid=candisc;2/10/881




METABOLOMIKA

Tissuel/Cell Lines

Metabolomika: @@
Kvantitativni i kvalitativni studium | A copyumer ssme | * oot e i

o DNA microarrays
Genomics |

metabolitd <1000 Da (metabolomu) ";0 Mq' ;":;,;,1, -
latkové premény Zivych systém(  ¢hromosomes

. ww
Vyuziti: > E{ &

» Adaptace organizmu na prostredi
. Odhad toxicity latek TV,

W,
)

fé

-y T )
Transcriptomics - MRNA ™" ey < < 20
r L r ry e W .
° VyVOJ n OvyCh |eCIV Gene-expression profiling | * DNA microarrays Protein Proteomic proﬁling—i! * Mass spectrometry
4 4 . ° . ‘{ + Multiplex PCR : | -

« Hledani biomarkeru metabolismu, MicroRNA-cprsionproflag | *DNA microurys  Proteomes |+ Mass pectromety st

. ’ . . . « Multiplex PCR pho;!:{mpm;w;m; r:mur;::pr:up_u.irmn t:;_lh

in| phosphotyrosine-specific

onemocnéni, prubéhu terapie i i

» Charakterizace a identifiace
bunék (savci, rostlinné, GMO)
 Forenzni medicina




METABOLOMIKA - pFistupy




METABOLOMIKA - pFistupy

Metabolite target analysis:
«  kvantitativni i kvalitativni analyza substratt nebo produktt metabolické drahy,

nizky LOD, naro¢na pfiprava vzorku Buika —
Metabolic profiling: @
» semikvantitativni analyza vice metabolitl s podobnymi vlastnostmi (napf. | . . E

polarni lipidy, isoprenoidy, sacharidy) * . el
Untarget metabolomic (Finger / Footprinting ): R t AP |
«  komplexni analyza intra (finger-) a extracelularnich (foot-) metabolitt L A

* bez nutnosti kvantifikovat a identifikovat, screening

Metabonomics (definice neni 100%ni!):

* podoba s fingerprinting, cilem je sledovat odpovéd po exp02|C| napf '
latkou (farmakologie, toxikologie) 0 g A

* analyza “metabolitl vznikajicich z toxické latky”

Cisténa frakce

Frakce me

metabolitl % \.
Derivatizace ¢Q ¢:: Derivatizace - \
O ; ()] @) CE
(@)

O NMR, FT-ICR

‘/ P ' v / \/ FingerIFo\c()tprinting
MS MS ECD UV MS NMR MS

Y J

_ Metabolite target analysis Metabollc profiling




METABOLOMIKA - pFistupy

Untarget metabolomic
e Srovnavame az 1000 molekul
« K vétSiné nemame standard

. Kvantifikace - relativhi zména mezi
skupinami

*  Nutné znat hypotézu

« Pecliva a jednotna priprava vzorkl a
analyza

» Neexistuje jednotna pfiprava vSech
skupin metabolit (lipidomic, glycomic)

* Rychlost (penize) vs. rozliSeni (citlivost)?

*  Nutné vyuzivat statistiku (pfi designu i
vyhodnoceni experimentu)

Target metabolomics
« Srovnavame az 100 molekul

« Existence databazi znamych molekul
(Metlin)

«  Existuje-li standard, mozna kvantifikace
«  VysS§i citlivost analytickych metod
(identifikace nizkych koncentraci)

Data Analysis
Instrument

£~ dentification
Sample Prep. I ,. Pathway

Metabolomics

targeted metabolomics

msq msp
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[
multiple reaction quantitation of
enzyme X monitoring (MRM) known metabolites
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untargeted metabolomics
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functional annotation of
enzymes and pathways
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extracted ion
chromatogram analysis

mass spectrometer

untargeted LC/MS
(miz 100-1500)

differentially changed
metabolites in -/- tissues

Mulvihill, MM and Nomura DK. American Journal of Physiology - Endocrinology and Metabolism
(2014) 307/3, E237-E244. DOI: 10.1152/ajpendo.00228.2014

https://masspec.scripps.edu/



Data processing

Input data format

Peak finding

Chromatogram alignment

Data correction (missing values, empty rows..)

Data processing

Statistics - heat maps
- PCA (principle component analyses)
- CA (cluster analyses)
- descriptive statistics

|dentification of metabolite (databases)

a universal MS translator
for all instrument platforms




Hlavni skupiny metabolitu

Proteins Carbohydrates

_ _ glucose, fructose,
amino acids galactose

NitlgDQllfﬂ Glycogen Glucose-6-Phosphate
oo

tissue |
pprotein

Lactic Acid Pyruvic Acid

Electron Transport Chain

I Diskutovan je heterotrofni metabolismus (ne sinice, rostliny a zvlastni typy bakterii ...)

http://www.elmhurst.edu/~chm/vchembook/5900verviewmet.html



METABOLITY LIPIDU




METABOLITY LIPIDU

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

‘ Nepolarni lipidy

« Fatty acids 5795

* Glycerolipids 7538 ,fats” |
« Sterol lipids 2678 ,sterols "
« Prenol lipids 1200 e

Extracellular Fluid

« Sacccharolipids 1293
e Sphingolipids 4318
» Glycerophospholipids 800 | Polarni lipidy |

* Polyketides 6741

Ruznoroda skupina sekundarnich metabolitu

http://www.lipidmaps.org/



METABOLITY LIPIDU — déleni

Funkce:

«Zasobarna energie

*Metabolické regulatory

*Strukturni komponenty

Elektrické izolanty (nepolarni lipidy)

Slozeni:
*Polarni x nepolarni
Jednoduché x slozené x odvozené

Mastnée kyseliny:

*Délka fetézce

*Pocet dvojnych vazeb a jejich umisténi
*Stereoizomerie

*Regioizomerie
GC/FID and GC/MS Profiling of FAs
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BAELEE | | !
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H H H H H WoH oW o ow & ” % &
H—C—C-C=C—c~] b £ 3] )R
T = O e H—C=C—C=C=C-C
H H H OH I E “oH

Paositian 1 of glycerol
backbone

Glyce%kbone ﬁ Fatty acid
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Phosphorus Choline

HILIC-LC/ESI-MS Analysis of Polar Lipids

it 1G Standards containing C18:1

Regioisomers
&

3 T 15 20 25 30 35 40 45  Time [min]
Lisa M. J. Chromatogr.A 1218 (2011) : 5146



FOSFOLIPIDY

Soucast membran 6»-\
" |
Slozeni :

« Diacylglycerol-fosfat (maze byt esterifikovan)

* Mastné kyseliny
— palmitova, oleova, arachidonova

e
Hydrophobic
region b

Hydrophobic

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




METABOLITY FOSFOLIPIDU

Oxidace fosfolipidu e S g
« nejéastdjsi proces :
« ztrata funkCnosti membran

* enzymaticky i neenzymaticky

« metabolity s fyziologickymi uc€inky (eikosanoidy)
* reaktivni metabolity

Hydrophobic

Phospholipids

Phospholipase ) R
Diacylglycerol <

oxidants  ® lsoprostanes

< Mon-enzymatic [—— ¢ Malondialdehyde —— | Adukty s DNA, proteiny
— ] * Hydroxynonenal
Enzymatic Acetyl-CoA %Cholesterol
Cyclooxygenases Liponygenases *Oxysterol
* -PmStaghndms * Leukotrienes http://www.phschool.com/science/biology_place/biocoach/bioprop/phospho.html
® Thromboxanes http://www.scielo.br/img/revistas/jopneu/v35n12/en_a11fig03.gif


http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/celmem.html
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/celmem.html
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/celmem.html
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/celmem.html
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/celmem.html
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/celmem.html
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/celmem.html
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/celmem.html

FOSFOLIPIDY —

Eikosanoidy
20 C, derivaty AA

Prostaglandiny PG é;\:;’\“

o]

o]

 Tromboxany TX

* Leukotrieny LT -

* Lipoxiny [ &

e
OH

 Hydroxyeikosatetraenove

kyseliny - HETE oH 0

=

enzymaticka oxidace

Stimulus

Phospholipids
Phospholipase A, |::> @

Arachidonic Acid

Cyclooxygenase

Lipoxygenase COX-1and COX-2

CYP 450
12-HETE, 15 HETE, LTA,

el

LE), (LIS, LD, LT, PGD,

PGE,

EETs, DIHETEs (neuroprotektant)

Vyznamné biologické funkce

« Zprostfedkovani zanétlivé odpovédi (COX 2-PG-horecka,
bolest, zanét, aspirin-COX1-PG-sekret mucinu v Zaludku-
ibuprofen)

* Regulace krevniho tlaku, koagulace, horecky, bolesti

* Bunécna signalizace

« Ridi &innost ledvin

* Inhibice lipolyzy a sekrece travicich Stav

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



FOSFOLIPIDY — neenzymaticka oxidace

Isoeikosanoidy

Produkty neenzymatické oxidace AA

NejstudovanegjSi — Isoprostany

« Stabilni molekuly, vznikaji po ataku ROS

* NejznaméjSi 8-iso-PGF2a

oxidace
selinp arac hidonowé ROS

cxidace
masnpch kpselin

(synonyma iPF2a-lll, iPF2a-1V, 15-F2t-I1soP) B,
; L. . /YMR
Zname ucinky 8-iso-PGF2a oo
. lipidme peroeids
« vasokonstrikce P P
* inhibice shlukovani krevnich destiCek komjugnvané dieny alkany
e UCast pfi zanétlivych procesech
Vyuziti
* biomarker oxidativniho stresu a pracovni expozice Ry e RY0— 900
* biomarker neurodegenerativnich a kardiovaskularni n-aldhgdy e Iondialdekod
onemocneni
s ’ . P P CH
* Tfizeni terapeutického zasahu P 20
nena syweené aldehydy

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



FOSFOLIPIDY — neenzymaticka oxidace

Konecné produkty oxidace AA

malé reaktivni aldehydy

MDA — malondialdehyd (MW 72.07)
HNE — 4-hydroxynonenal (MW 156.22)

ONE - 4-oxononenal (MW 155.22)

ACR - acrolein (MW 56.06)

» koncové produkty oxidace i potravnich lipidu

» reaktivni malé molekuly — tvorba aduktt s DNA,
peptidy, s GSH (,mercapturomika®)

* biomarkery oxidativniho stresu in vivo a vnejSi

expozice
» biologické a toxické ucinky

CH

oxidace

00H  kpselip arachidonowé ROS
-— +

Ho :
OH
; oxidace
S FOF,, mastich kpselin
H,O,
\(=\=/\=zR
/ CCH
lipidioé peroxidy
/\/=\=/\=~R e
konjugovang dieny alkany
R0 O o
R7Ro e T
n-aldeh sy toa londialdehed
CH
= =0

R
nena sywené aldehoyrdy

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



DALSI METABOLITY LIPIDU

Cholesterol

* Soucast membran zivocichl, prekurzor steroidnich hormonu a

Zlu€ovych kyselin

Oxysteroly (7B-hydroxycholesterol)

» produkt lipidni peroxidace cholesterolu, MW 402.7

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

* vysoka koncentrace v plasme
* biologicke ucinky: apoptoza, agregace desticek,
metabolismus sfingolipidd, cytotoxicita

t-HODE (hydroxyoctadecadienoic acid)

« produkt oxidace kyseliny linoleové C:20,
* biomarker antioxidacni kapacity a oxidativniho stresu in vivo

HEL (hexanoyl-lysine adduct)
* Adukt lipid hydroperoxidu s lysinem, produkt peroxidace LA

nebo AA

« biomarker lipidni peroxidace, detected in oxidatively modified
LDL in human atherosclerotic lesions and in human urine

CHJ_ CH,

CHJ_

HO : OH

Linoleic Acid
9(2)12(z)-octadecadienoic acid

COOH
m

Y
OoH

3

COOH P
25 o E, K
1 3-hydroparoyoctadecadsenose acwd I};il:“_:::l;:
(13-HPODE) sk o
-\Th.)LF =
o H g
M & - Hexanow]) Lysine adduct

(HEL)



METABOLITY PEPTIDU




METABOLITY PEPTIDU

Proteolysis Protein synthesis

DG aminoacd] >>>>>>> [JAmineacdpoel >>>>>>> UancoN

Catabolism

KKK
DI

Biosynthesis of
nitrocgen compounds

KLLKKL

Porphyrins, Creatine, Carnitine, Hormones, Nucleotides




METABOLITY PEPTIDU (1)

Aminokyseliny a jejich derivaty:

Proteinogenni

1) funkce strukturni (proteiny)

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

Neproteinogennl' — specifické funkce vice: oi 10.1007/511104-010-0673-y

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

oH
H
Metabolity aminokyselin: Nes
methylglycin (=sarkosin - antinadorové ucinky); o .
kreatin (derivat glycinu); adrenalin
acetylcholin (mediator vzruchu), cholin, ethanolamin (derivat serinu); OH

serotonin, melatonin (derivat tryptofanu, regulacni funkce);

histamin (derivat histidinu);

hormony dfené nadledvinek — pf. adrenalin a stitné zZlazy (derivaty tyrosinu);

3-nitrotyrosin, o-tyrosin, karboxymethyl nebo MDA adukt lysinu (biomarkery oxidativniho stresu),
mocovina (konec¢ny metabolit degradace aminokyselin)




METABOLITY PEPTIDU (2)

Konjugaty s peptidy:

Glykosilace, Cysteinylace, Glutathionylace, Oxida¢ni produkty (karboxymethyl), Ubiquitace,

Adukty s reaktivnimi aldehydy

ANALYZY peptidli — viz pfednasky jinde (proteiny)

PFiklad - kvantifikace oxidovanych protein(

- homogenizace-

- 2Dgel elektroforéza

- immunoblotting nebo afinitni kolony-

- vyjmuti skvrn

- trypsin

- redukce/derivatizace/znaceni biotinem-
-protein indentifikace pomoci MS (fingerprinting)
- statistické zpracovani dat

Protein separation

—
—

Enzyimatic digestion

LCMS MS analysis

B

Gel-based Trypsin, Asp-N, Giu-C Q-ToF Micro

or colurmn or chiymotrypsin /

Data processing Data dependen

fragmentation
‘ '\-. r- -
| =
e -f . i —
Scalold Mascol Sequence nfomnation



DALSI METABOLITY
(sacharidy, nukleotidy)




METABOLITY SACHARIDU

Jednoduché sacharidy:

Priklad: Glukoza

. Rozpustna ve vodé, zdroj energie, konstantni hladina v krvi @( ) ;

. Stanoveni: enzymaticky, spektrofotometricky, amperometricky \{% — ¥
%,

Derivaty sacharidu: £
Priklad: Kyselina glukuronova Protein Glykoprotein
. Konjugacni agens v detoxikaCnich reakcich

OH OH

N-Acetylneuraminic ackd
OH (Sialic acid)

Konjugaty sacharidt - glykoproteiny a glykolipidy:
Stanoveni obtizné (mnoho struktur s riznymi chemickymi vlastnostmi, Casto vétvené
struktury, nizké koncentrace)

Priklad konjugujiciho sacharidu: N-acetylglukosamin, glukoza, galaktdza, sialové kyseliny,
chondroitin sulfat derivaty

. Uginky: Uéastni se imunitnich reakci, buné&né diferenciace, markery nadorovych
onemocnéni, pfitomné v bunééné membrané, mozna léCiva

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

_ T




METABOLITY NUKLEOTIDU

nukleotidy:
* Adeninove 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)

N LNH i Jlf.l i T o o H '
AT 2 1 NG, § 8 8 v
HO. N F | > N H o710 10 %y
c N NH, S JQ~ 4 ﬂ l OH OH 4
5 N” N N NH,

e o]
T [:]H
. | NADPH G—p.
H H M1dG 0 =" 0

OH H ]
Deoxyguanosine

lé€iva na bazi nukleotid: " o o)\ﬁ
o " o
* G-aza-uridin (cytostatika)-inhibice DNA syntézy "o
» 5-fluorouracil (antimetabolit, analog pyrimidinu) OH OH . S
O
F

NH NH
| |
GIEES o LA




DALSI “malé molekuly” v ORGANIZMU




MALE MOLEKULY V ORGANIZMU

: | DISEASE
Treatment|: | STATE

Metabotype

. E..-...-...-..E
: [ HEALTH) :
I\ STATE / : .
: : -

<+

CIITIIIIIITEIITIITIIIITD

GENOME g

v

-------

LA L A

TRANSCRI PTCI_ME|‘_

v

PROTEOME
EF- N

!

METABOLOME

- H - -
.J:J_\t }*-f-i:_w 1x

7

Social

Interaction

S~

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,
vonne latky

Dalsi (ne v této pfednasce)

« Farmaka - antibiotika,
analgetika, cytostatika

* Nutrienty - vitaminy,
cukry, mastné kyseliny

* Environmentalni latky -

potravinova aditiva,
pesticidy, cigaretovy kouf



PRIRODNI LATKY - pfiklady

Biogenni aminy
 Dekarboxylace AA,
Efedrin, Histamin

CH; Efedrin

“CH,
Alkaloidy H o
« Heterocykly — Nikotin \H . N
Anatoxin A | \ \ CH,
N Anatoxin A
Nicotin
Polyfenoly

3

« Flavonoidy — antioxidanty,
pigmenty, UV ochrana, fytoestrogeny

OH
HO ’/\/./
m» U
Resveratrol
OH

Flavonova
struktura

Oligopeptidy

« Cyanobakterialni toxiny (microcystin) DA




PRIRODNI LATKY - piklady

Neproteinogenni aminokyseliny

» Cyanobakterialni toxiny (domoic acid, BMAA)

* Rostlinny puvod (L-DOPA, BOAA)
neurotoxické - kompetice s mediatory vzruchu
inkorporace do proteint - nefunkéni proteiny (patologie)

Vitaminy
» vit E (tokoferoly-lipid)

- vit C (kys. askorbova-sacharid)

: H
Ho -~

_ "




METODY STUDIA METABOLOMU

'




Stanoveni metabolitu

- Kultivace
- Vzorkovani

—> Extrakce

—> Derivatizace

- Zakoncentrovani (SP(M)E)

- Separace (GC, LC, CE, TLC)

- Analyza (NMR, MS, DAD, FTICR, MALDI)

- VWyhodnoceni
—> Statisticka analyza

PCA - principal component analyses, CA - clustre analyses,
heat map




Metabolit x Matrice (vzorek)

Matrice:
Iérevvk(r)ozpuéténé proteiny, lipidy, soli, sacharidy, suspendované
unky
plasma (centrifugaci oddélené jen bunky (heparin, EDTA)
sérum (oddélené burnky a srazeci proteiny, cca 5%)
mo¢ (soli, mo€ovina, 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 pfitomnosti komplexni matrice
volna forma nebo vazané na proteiny (glucuronid, sulfat)
velka fyzikalné chemicka variabilita




PRIPRAVA VZORKU




EXTRAKCE

Zastaveni bunecného metabolismu (t=s)

Vzorkovaci technika (tkan, extracelularni médium)
Uvolnéni analytu (homogenizace, rozbiti, odstranéni bunék)
Odstranéni makromolekul, homogenizacniho roztoku

Precisténi, zakoncentrovani (SPE, LLE)
Derivatizace
Vymena rozpoustedel

Separace (LC, CE, GC)




Homogenizace

Uvolnéni intracelularnich metabolitu

Mechanicky pristup

« Ultrasonikace
+ Kulickové mlynky
* Automatickeé
homogenizatory
* French (X) Press

’ Nemechanicky pfistup ‘

Enzymaticka
lyze bunky

* Lysozym (bakterie)
* Peptidasy,
glykosidasy,

acetylmuramoyl-L-
alanin amidasy
(bakterie)

* 3(1,3)-glukanasy,
B3(1,6)-glukanasy,
mannanasy,
chitinasy
(houby, kvasinky)

Chemicka
lyze bunky

» Organicka
rozpoustédla (MetOH,
EtOH, ACN);

* Metanol-chloroform-
voda;

* Varici EtOH
* Chlazeny MetOH
* Kysela extrakce
(HCIO,, HCI,
C,HCL,0,)

* Bazicka extrakce
(KOH, NaOH)

Fyzikalni
lyze bunky

* Osmoticky Sok
» Zamrazeni
» Zahfivani

Musilova J. Chem.

20 ke

Listy 105, 745-751 (2011)




Odstranéni matrice

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

— Ultrafiltrace
— Centrifugace
« Lipidy
— Gelova permeacni chromatografie
— Extrakce (LLE)
— Vymrazeni

Odstraneni homogenizacniho roztoku
» Lyofilizace
e SuSarna




Precisteni - Zakoncentrovani

LLE - extrakce kapalina-kapalina

extrakce Sirokeho mnozstvi latek, jednoducha
casova narocnost, variabilni vytéznost, spotfeba materialu, vznik

@ odpadu

SFE - superkriticka fluidni extrakce

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

na polopropustné membrané

Reverzni osmoza, ultrafiltrace - vyuziti hydrostatického

tlaku
TLC — tenkovrstva kapalinova chromatografie - «umwe. "™ ...
vyuziti separace trid lipida pred MALDI-MS J Vermbira f

|::> Smér priitoku vody




Precisténi — Zakoncentrovani: SPE

SPE - extrakce na tuhé fazi — ¢asto uzivané metoda (/)

selektivita, automatizace, reprodukovatelnost, Casova nenarocnost, mala
spotreba rozpoustedel, miniaturizace, odsoleni, vymeéna rozpoustedel,
zakoncentrovani, moznost frakcionace

rizna kvalita sorbentu, ztraty analytu sorbci nebo pred€asnou eluci pri
promyti, horsi reprodukovatelnost mezi laboratoremi, kolonky na jedno
pouziti . -

Oplach rozpoustédlem, odstranéni necistot z

Kondicionace L » .
vyroby, pfiprava na solvataci (pf. methanol/voda)

Aplikace vzorku Rychlost ,crocodille”
Promyti, uprava pH Nemusi se vzdy vyuzit, odstrani matrici
Suseni Odstranéni nedistot bez ztraty analytu (voda);

mozné vysouset inertnim N2

Eluce Eluce rozpoustédlem — preruSeni vazby analytu a

_ sorbentu (methanol)




Precisteni - Zakoncentrovani: SPE
SPE VYbél' kolony (objem vzorku, vlastnosti matrice a analytu)

Nepolarni interakce:

* Reverzni faze, na pevné fazi navazany uhlovodikové fetézce (C18, Ph,
CN)

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

* Eluce - nepolarni az stfedné polarni rozpoustédla

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

* Analyty - aminy, alkoholy, fenoly, karboxylove kyseliny, aromaticke
uhlovodiky, heteroslouceniny

* Eluce - stfedné polarni az polarni rozpoustédla Oasis® MCX Oasis® MAX
lontové vymeénné interakce: N -Osor I e
» Nabity povrch Castice (alkylsulfonaty, tetraalkylamoniova sul) e
* Analyty-organickeé kyseliny, mastné kyseliny Oasis® HLB
 Eluce — zména pH oKa <1 0o pKa >18
1 megq/g Hvdmphi”c/o N 0.25 meq/g
Afinitni interakce: wetention of Poers - tephic
«  Imobilizovany ligand (protilatky) reagujici s analytem Qasis® WCX N OsissWAX
* Analyty — IéCiva, potravinarstvi o Water-wettable
. . ?H NS::Ea s?llaenfc:?mtgggt;}:s
Mix interakci: P
* Reverzni faze se silnymi/slabymi kationtové/aniontové o
vyménnymi skupinami pKa ~5

0.75 mea/g 0.6 mea/g



Extrakce

?

&

d ¢




Extrakce —vliv postupu na analyzu - priklad

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

DID YOU
KNOW?

ABOUT 0%

OF COLLEGE STUDENTS
SUFFER FROM DEPRESSION.

“Stress can contribute to your risk for depression,
and college is a stressful time for many young
adults,” says Jason Hunziker, M.D., division chief

of adult psychiatry at University of Utah Health Care. CHy
t 10 mg
SIGNS MAY INCLUDE: P
St o 25 mg
» Slipping grades - -
»» Increase in risky behaviors, like binge drinking AL
% Isolation and lack of interest in social activities 75 mg
f' 100 mg
If you think you or a loved one may be dealing T
with depression, talk to a doctor. @___ 150 mg

.uofuhealth.org w ';f‘)]s‘:{iifl?l "éREE




Extrakce —vliv extrakcniho postupu na
analyzu - priklad

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

(b

Amitriptyling, 0.1 ngfml
1004
I : o 475
i Protein precipitation Intensity: 9.71x 10¢
srazeni kyselinou .
1 I\q‘]ILJ'N'-"J
17 ™= e - ' A : - e e
H.C
1004 T g
) - 487
DasisHLE nepolarni Ax sensithvity |
F interakce : without Wz
= | Intensity: 3.62 x 107 evaporation
1k _."‘!—. — t 10 mg
100 ' 25 mg
i DasisMCE  mix 148 Hx sg:;ith;itj' 50 mg
i . . withou
) interakei Intensity; 8971 x 107 evaporation 7S mg
tf' 100 mg
R isonm

050 1.00 150 200 250 300 350 400 45 G500 550 600

Time {min)




Derivatizace

e nezbytna pro GC
» stabilizuje molekuly

« vnasi chromo/elektrofory do
molekuly analytu

 meni polarni latky na vice
lipofilni
« zvysSuje sensitivitu signalu v MS

Priklad:
Analysis of Steroid Hormones in urine by
GC/MS - derivatizace ,Silylation”

1. androsterone

2. dehydroepiandrosterone
(DHEA)

3. 17-a-estradiol

4. estrone

5. 17-3-estradiol

6. testosterone

7. derivatization by-product

5% 7
3
4
12
300°C
! T
20.0
Na
00°C 320°C
—~— [
10.0 ' 20.0 C min.
CH.OH CHOTMS |
Oy CHON =" ;
HO P _#0H 1 CHONH: \_a0TMS |
—_— I
2. TMSI
8] CH:ON

Derivatization Reaction

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



SEPARACE A ANALYZA




Separace

Chromatografie - déleni latek ze smeési mezi stacionarni a
mobilni fazi
oddéli i isomery (ruzna struktura), isobary (ruzné molekuly)

Solvents Uspo‘r"a'da'nl' ISE_th'lE USpO‘I"'édénl'
injector
HPLC GC

T regulated oven

Mass
spectromsater
detector

Column:
packed or
open tubular
{capillary)

Elektroforéza - deleni na zakladé pohyblivosti nabitého analytu

nebo micel v elektrickem poli (CZE, MEKC)

vhodné pro latky s nabojem
napr. pro organicke Kkys., nukleotidy,

mereni obsahu latek v malem objemu




Separace

Mobilni faze plyn
* kapalina

e 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 systéemu
tM retencCni Cas latky, ktera se pohybuje spolu s MF
FM objem mobilni faze za Cas

VM mrtvy objem (FM*tM)




LC - separace

Princip kapalinové chromatografie:

()] = tr =+
E 1hy
| | o
¢ Q
b o n
- (7]
L
. Sl I :
b o ° o | + nonretained
[} ® —
b o o 8] solutes
[ ] - o ¢ E L‘-t |
® -
m
I.O .o 'o . ﬁ ..I % I calinte
r 1 r ar

N S
| s
1 \
= f , ‘
—| “ injection time
g (l’.. (I‘JJ.

http://chemwiki.ucdavis.edu



LC - separace

Stacionarni faze

- podobné principy s SPE
- material vice homogenni, malé Castice
- opakovaneé pouziti (vs. SPE — single use only)

Reverzni faze lonex
hydrofobni povrch; eluce zvySenim kationt-aniont exchange; eluce zvyseni
hydrofobicity, nejvyuzivané&jsi stacionarni faze iontoveé sily, zména pH

lon exchange chromatography (eg. Anion exchange)

—FCHCHZCHEOEHH anbon of eluent e © e
©ee

C
X s

Hydrophobic =
Interactions EE e

=]

Sorbent Functional Group

Exchange between @ and (:F—::. oCours




HILIC, NP kolona
Hydrofilni polymery nebo
silikagel s rGznymi
polymery, eluce zvySenym
podilem vody (pf. déleni
aminokyselin, sacharidl)

HILIC stationary
phases

-

Unmodified bare Polar chemically
silica gels bonded phases
L r
c:-'{ /Neulral \
X5i-OH phases Polar
F
0\ )
XSPDH
0\ Charged
\ phases
Zwitterionic +
\

LC - separace

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

Impurities

Target .
molecule I \

/ w1 @)
Functional
O

Gelova kolona
Napln tvori silikagel
nebo polymery, velké
molekuly obtecou,
malé se zdrzi difuzi v
porech.

%
P
PR

60

OO
SX
.Q'Q
5%



LC - separace

Chiralni kolona
Separuje enantiomery, vyuziti
napfiklad 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

} and A"
Z - Comes out I %
) slowly
Right Hand “a” of filler "-_ Right Hand "a” of filler

Comes out
quickly

Vyuziti vice kolon

Napfriklad 2D - LC usporadani
nejprve iontové vymeénneé a pak
reverzni faze

(vyuziti napr. v proteomice)

2D-LC

Conventional 1D-LC




GC — separace

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, asto nutna derivatizace,
nizky limit detekce

Ve spojeni s MS v poslednich letech velmi vyuzivana v

metabolomice

-> knihovny hmotnostnich spekter
(u LC —rlzna spektra za ruznych podminek: tvorba knihoven omezena)




Analyzatory - Detektory

» fotometricky detektor

— absorpce fotont chromoforem (metabolity s dvojitymi vazbami,
aromatické slou€eniny, nékteré heteroatomy)

 fluorescencni detektor

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

 elektrochemicky detektor

— zmena elektricke veliCiny po elektrochemicke reakci latky v cele
detektoru s elektrodami (latky lehce oxidovatelné, redukovatelné,
fenoly, aromatické aminy, peroxidy, merkaptany, ketony,
aldehydy, konjugované nitrily, aromatické halogenovanée
slouceniny)




Analyzatory — Detektory — Hmotnostni detekce

Nejvyuzivanejsi

- targeted metabolomics: LC-MS, direct injection analysis-MS
- untargeted metabolomics: vysokorozliSovaci MS (Orbitrap, QTOF)

lon source

Liquid
chromatography
e
Spray ' | =1l
needle

a
Reflector
time-ol-flight (TOF)

b

Timea-of-flight
time-of-flight (TOF-TOF)

[
Triple quadrupole
or linear ion trap

FG_- IiI:w\\—nmn{

Detector

MNozzle Sampling cone

J lons g
s Electrospray ionization

] (ESI)

Fulsed laser

iy i
Sample plate TOF I—
Refllector
VL ||“\TJIIJ,
il ToF, L_\_| TOR bl
O’olllslon cell
Q \9 Q,
|) &= -
1) - § X

Sample

Pulsed laser

lons

piale ! Matrix-assisted laser
: desorptionfionization
Extraction grid (MALDI)
Q, ] TOF
;. )
Quadrupola — — -
time-of-flight Y - —— . -
Reflector E\/E.
€ | ) LS
lon trap ﬁ.‘ ?
- AT
Super
conducting
f ) Q, magnet
Fourier transform
ion eyclotron ] J — —

resonance mass
spectrometer (FT-MS)




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 — bez
separace

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 smési, ve spojeni s MALDI identifikace
proteinl, vysokorozliSovaci detekce

OrbiTrap

ionty osciluji v elektrostatickém poli a vytvari
zaznamenatelny proud umérny 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 ne v prostoru, ale v Case

Principy MS analyzatoru - separace iontt dle jejich doby letu, zakfiveni drahy letu, oscilaci,
frekvenci cyklického pohybu a to v elektrickych, elektromagnetickych a nebo magnetickych polich
- konecna detekce — rfada principt (méfeni hodnoty iontového proudu, detekce emitovanych
castic-scintilace, elektronové nasobice, fotonasobite), softwarové zpracovani < vyhodnoceni -
Asnam (pik) @



Analyzatory — dalsi detektory

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

interakci s vysokofrekvencnim

elektromagnetickym vin&nim m/z, zaznam frekvence se prevadi FR na

hmotnostni spektrum

@ nedestruktivni technika « minimalni pfiprava @ o T ——
@ vzorku pred analyzous snadna identifikace o Ultracitliva MS « spektra s nejvySSim rozlisenim a
neznamych sloucenin * moznost mefeni in vivo presnosti ¢ identifikace tisicovek metabolitd bez
+ kvantifikovatelna « nevyzaduje derivatizaci predchozi separace
&Y VysSi pozadavky na mnozstvi vzorku * nizka narok na prostor a vakuum ¢ vysoka cena
— citlivost -

Electrospray lonization FT-ICR Mass Spectrometer
R

L -~ Zepercanductnyg Magrat
4.7, 7 84

Ll Benagsske II-N'\. l:"'rl\...-d!- 12T
s el

Eilend Vabeu, M,




Analyzatory
zobrazovaci techniky

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

Zobrazovaci techniky Info o molekulach

(Opticka mikroskopie) (prochazejici (barveni: chemické
“viditelné” zareni) reakce napf. s proteiny..)
Elektronova mikroskopie elektronu Jen prvkova analyza
Rentgenova spektroskopie rentgen. zareni Jen prvkova analyza
Autoradiografie fotond (IR) Funkéni skupiny
Pozitronova emisni tomografie y-zareni Znacené molekuly
Fluorescenéni mikroskopie fotonu (UV, VIS) Znacené molekuly

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

Fujimura, Y., Miura, D. Metabolites 2014, 4(2), 319-346



Intensity
L]

MSI

Pf. Analyza metabolitu lipidu v mozku - MALDI-MSI

w ke \;’7 \

=

ESESSESESER

m/z

| Sacrifice and organ dissection

Il Matrix deposition

mz , m/z 4

miz,+ m/z, + m/z,

Il Cryosectioning and moving to ITO glass slide
IV MALDI laser 2D scanning

V  Reconstruction of intensity image

Fujimura, Y., Miura, D. Metabolites 2014, 4(2), 319-346



Imunoanalyza (immunoassays)

Reakce antigenu s protilatkou, kdy enzymové znacene (ALP, HRP) nebo
radioaktivné znacené ('2° |) antigeny nebo protilatky se méfi pomoci
fluorescence/absorbance/chemiluminiscence po reakci dodaného substratu s
enzymem (nebo v pripade radioaktivhiho znaceni mérenim scintilace) .

Analyt:

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

po imunizaci zvirete, protilatky proti riznym epitoptim, silna afinita
Protilatky monoklonalni:

produkce bunécnymi liniemi, proti jednomu epitopu, mozna krosreaktivita

Kompetitivni EIA, RIA ;‘;;:;E.,La

anitigan

e \°°° ® .
‘u_u

(enzyme) radioimmunoassay

ﬁ'ai& Tﬁmmma




Imunoanalyza (immunoassays)

ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay

ELISA

Antibody Labeling Reagents

E
Binding o

I @ Subatrate :
e &l 1

A\ Second Antibody <" N S ¢

Target Analyte - ¥ } Product :

&)

[Antigen) Target Anzlyte ~
- @K

Sample &

I O

Solid Phase

Bind Wash Label Read




Prakticke poznamky, validace

Vyber vhodneho blanku:

Kontrolni vzorek: Cista voda nebo arteficialni ,tkan (arteficialni moc, voda z ,Cisté"
lokality), rozpoustédlo (vylouCeni kontaminace béhem procesu), instrumentalni
blank (chovani vzorku béhem analyzy, opakované méreni mezi vzorky)

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

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

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

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




ACADS ETFDH Carbohydrates

Butyryl-
carn_ilinelz Decanoyl-
DI ropionyl- =
Lipids scp  FapoW N camitine / ~op
C16:0/G16:1 Isovaleryl- Glucose /
C14:0/C14:1 carnitine mannose
FADS1 ACAD LACTB HPS5
C20:4 / Hexanoyl- Succinyl- a-hydroxy-
C20:3 carnitine carnitine isovalerate
B oue PRODH :
C22:6n3/ Proline Amino
PDXDC1  C20:5n3 Acicla
Eicosatri- PHGDH
enoyl-GPC/ B
ALPL  1-linoleoyl
"l an

Fibrinoaen  -GPC

Priklady stanoveni metabolitu
(oligopeptidy a lipidy)

ace  Prohen tyrosine
Aspartyl- NT5E
phenyl- Inosine
alanine SLC7A6
KLKB1 Glutaroyl
Poly- Bradykinin a1 Cal;rs"ltr"’;e/ Nucleo-
: Methyl- :
peptides mthin’l / SLC2A9 tides
acetamido- Urate
ugTia UEmede  anR SLG22A1 SLC16A9
Bilirubin Caffeine / 'i"atr’ﬁl?l’;ﬂ Carnitine
NATS ~ Guinate  cypaag SLC22A4
N-acetyl- Androsterone Isovaleryl-
ornithine Ané\}(m C  sulphate sLcoipi camitine
sulphate/ Eicosenoate/
es?tiandm' etradecane-  \ jetabolite
sugﬁgt% CYP4A dioate
C19:1n9/ transport

Secondary metabolites ~ C11:1n1

and xenobiotics




Analyza metabolitu — thioly (pfiklad)

Stanoveni: thioly

Stanoveni GSH/GSSG (cytosol) a CyS/CySS (plasma), GSH: antioxidant,
kofaktor peroxidaz, reverzibilni oxidace na GSSG, konjugacni agens pro
xenobiotika i endogenni latky (chrani peptid pred oxidaci vratnym
navazanim na cystein), spravny pomér GSH/GSSG dulezity pro
homeostazu

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

 ELISA

 Priklad stanoveni volného GSH a GSSG ve tkani




Modelovy priklad

Vliv nanoncastic Cd po respiraCni expozici u mysi
— Expozice 13 tydnu
— 5 mysi: Kontroly (K), dvé ,davky” Cd (D1, D2)

— Vyhodnoceni fyziologickych a toxikologickych parametru
» P¥.: peroxidace lipidu, zmény enzymové aktivity, GSH / GSSG

P
GsH GSSG \
2H, e B
Peroxidation of lipids o \ HoOH GPD 2HOH
Proteins & nucleic acid ) ’ g 50D L CAT oiom
o) % E O HOOH
S tw
¢A Syn
Ca™ ca®
Ca"ATPase
Herbal (_) Fenton| reaction
Anhcmdants
(‘,he\ ates
cd r [HODH]

L cam <""'__-
came T

CdAlb ————— CdAb

Pero>(|dal|0n of lipids
Proteins & nucleic acid

CdGSH

Excretes lhmugh bile & u

Blahova (2014)
Anal Bioanal Chem 406:5867-5876 Bharavi K et al. Indian J Pharmacol 2011;43:45-9




Modelovy priklad — vyzkumna studie

Ukonc¢eni experimentu: na co dat pozor?

» VZORKOVANI

— Organizace odbéru

» 3 skupiny, zpracovavat “souCasné” nebo ,nahodné” (ne nejprve “K”,
pak D1...)

— Vyber tkani pro analyzu

» Respiracni cesta - primarné plice; pak organy citlivé k Cd (ledviny,
prostata, jatra, kosti)

— Rychlost zpracovani

* Velka rychlost nutna ! Malé molekuly - rychly turnover
— Cely organ ihned do tekutého dusiku

— Udrzovani a transport
« Stale v mrazeném stavu — 80 C

Blahova (2014)
Anal Bioanal Chem 406:5867-5876




Modelovy priklad — vyzkumna studie

Zpracovani vzorku: na co dat pozor?

« HOMOGENIZACE

— Odbeér Casti (reprezentativni alikvot)
« zmrzla tkan
e vazeni organu

— Pridani homogenizacniho roztoku
» kontrola pH, iontové sily — vodny pufr (GSH-GSSG dobfe rozpustné ve vodé)
« prace v ledu(!)

— Homogenizace
» vysokorychlostni tfepani (s)
« stalé chlazeni

Blahova (2014)
Anal Bioanal Chem 406:5867-5876




Modelovy priklad — vyzkumna studie

DalsSi upravy vzorku: na co dat pozor?

« EXTRAKCNI KROKY
— Vhodné pH

* Zajisténo alkalickym pufrem

(pouzit jiz pro extrakci)

N . . . 0 0
— Reakce — co nejméne kroku, presné pipetovani o
« Pfidani INTERNi STANDARD (izotopicky znageny GSH) Wy OH
» Pfidani konjugacniho Cinidla: blokovani reaktivnich —SH skupin HG-‘C'1301,?N SH NH:
(DTNB)
* Konjugace (T-lab, pH) O
— Vysrazeni proteinu DINBZ 0 Sulftydry
» Pfidani kys. Sulfosalycilové (pH) 0 0 Mulecule

. Srazgnl(chlazenl) , 0 o, g

» Centrifugace (chlazeni) 1] 5 N; »
U g 0
0

— Redéni vzorku

* Snizeni “vysoké” koncentrace GSH a zachovani 0 0
detekovatelnosti ,nizké" koncentrace GSSG o 0
o v s . . R_S" ._ﬂ .{I
MenSi vliv mzvattlce _ T . . g T N
* Analyt rozpustén v MF, lepSi déleni pfi chromatografii - -
— Uchovani k analyze -80 C e TNB?

Blahova (2014)
Anal Bioanal Chem 406:5867-5876




Modelovy priklad — vyzkumna studie

Fig.2 Representative LC MS/

Analyza: na co dat pozor? ko v by e R | .
(row 2), and GSH (LS.) (row 3).
Columns show a blank with GSH ®
(1.S.), b a mixture of standards
0.02 |.1M GSSG and 0.02 1M o0 Py Timi
— Typ separace — LC, GC, bez separace & snis) oot
oon_u'pl s:lnple from u‘:z ch::’mc 3787
— Vyber kolony e AR
« Modifikovana C18 (analyty jsou polarnéjsi) o
— Detekce . l
« elektrochemicka (redoxni reakce na -SH) T

« ELISA
« UV-VIS (detekce barevného konjugatu GSH-DTNB , ne! GSSG)

« hmotnostni detekce (GSH-DTNB (konjugovany GSH), 13C-15N-
GSH-DTNB (konjugovany interni standard), GSSG

— Vyhodnoceni (kalibrace s int. standardem)
— Koncentrace GSH/mg protein(i, mg tkané; GSH/GSSG

Blahova (2014)
Anal Bioanal Chem 406:5867-5876
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Vyhodnoceni

5.
s
41 y=2.71x +0.52
R2=0.992] -
3. {tizsue extract)

GSSG area x 104

3
y=2.75x +0.03
1 R2=0.9992
{PRS solution)
D T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
GS5G pmol/L

Fiz. 3 Evaluation of matrix effects in LC MS/MS method for GSSG.
Calibrations of GS5G (peak area vs concentration) prepared in PBS
(triangles) and in the extract of lung tissue (circles). All samples were
processed using the same protocol

Blahova (2014)
Anal Bioanal Chem 406:5867-5876

Fig. 6 Content of GSH (a),
content of GSSG (b), and GSH/
GSSG ratio (c) in lung of mice
after chronic exposure (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)

a 2500
—~ 2000
=0
= 1500
= 1000
™ 500
]
2 0
b
:.'3” *"Sﬂ
2
= Iﬁﬂ
2
]
]
)
c 25
e 20
g 15
2
]
oy
=
=
oy
C 4

il

37%
cr DI D2

13wk

ih

cir D1
13wk

113%*

cir D1 D2
13wk



Analyza metabolitu — lipidy

Eiglogicl Sempley
Ll gdmpegtin l

Crude Lipid Extract

es
| 0. Mma
Mass Spﬁctrnmetr-,.' n:'n APP
: By with [with or w /o chramatagraphy) _
= Epmrmmtr-r o _E structural information

Data Processing

| Statistical analysis
. Altered
R =h . lipids

Pathway analysis




Analyza metabolitu — lipidy

Extrakce: ruzna pro rtzné polarni lipidy, aditiva podporujici rozpustnost,
nutné antioxidanty, prace ve skle, inertni atmosféra N, -80 C, vyuziti
internich standardu

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

-

i —-mTIITEEIISTTT b NSRRIl
_____ - e ! “-“-. h‘.""‘- s
_____________ =" - I Sa -~ Sm el TTe--
—————————— -~ - i ~. S~ -~ ————
__________ _-" el v vy - == -
Fatty aclds| \Encosan0|ds| \Glycerophosphollplds\ (Cardiolipins Glycerolipids| Cholesteryl esters |Sterols| |Sph|ngollplds| Prenols
!

Methanolic

Tol lethanol 5 \C is -aponification Methanol/CHCI; + Methanol/CHCl,
HCl/Isooctane extraction A

actiol methanolic KOH extraction
extraction - 3 extraction

LB D S i . ‘Combination of LC-C18, LC-Si LC/MS analysis
Deuterated standards (reverse phase) (normal phase) (normal phase) (normal phase) n and LC-NH, separation (reverse phase)
ESI-QSTAR-XL using MS/MS ESI-QTRAP ESI-QTRAP ESI-QTRAP and API-3000

methods

S P o QSTAR-XL via MRM methods
. Triple Quad detection with _
[M+NH4]+ detection mode ral loss MRM methods Nor-dolichol/CoQ6 standards

€12 analog standards

ESI-QTRAP viaMRM methods
Deuterated standards 2-stage quantitation

0dd-chain standards 0dd-chain standards Deuterated standards

|
!
1
1
|
1
1
!
v

STea T ~a A

Bioinformatika (korekce dat, analyza

_ dat-PCA, visualizace, interpretace)

Detail — viz dalSi snimek




]

Methanolic
HCl/Isooctane
extraction

GC/MS analysis

Deuterated standards

s T

Eicosanoids

]

Separate media from
cells

SPE extraction of
media

LC/MS analysis

(reverse phase)

ESI-QTRAP viaMRM methods

Deuterated standards

Glycerophospholipids

]

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 je to metabolomika, principy stanoveni
metabolomu

— Co jsou to metabolity? Jake existuji typy a
skupiny? Vyznamné metabolity lipidu, AA, NA

— Jake jsou klicove kroky v jejich analyze?
Principy metod extrakce, separace a detekce

— U vybrane latky navrhnout a diskutovat
pristup k analyze z biologickeho vzorku




