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Prirodni latky
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Metabolity: Cast systemové biologie
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Metabolity a malé molekuly
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METABOLOM

Metabolit Pfiklad:

*  Produkt enzymove reakce cholesterol (prekursor)- kortizol (metabolit)
* Vyskytuje se prevazné uvnitf bunky (!) steroidni hormon - fizeni metabolismu Zivin
* Neakumuluje se - indikator stresu

* Ma biologickou funkci (na enzymatickeé i

énl’ urovnl) CHOLESTEROLH; AG PREGnENOLON,"
«  Podobna struktura s prekurzorem . ? "
«  MW<1000 w :

transkrip

Ko

» Velky koncentracni rozsah

* Ne pfrilis
Metabol
Soubor

metabolickych drah), pfi kterych dochazi k
premene latek a energii v organismu

Metabol

Soubor
aktivity
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E

stabilni (rychle vznika i zanika)
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vSech enzymovych reakci (tzv. . T A

I

Primami metabolismus Sekundarni metabolismus

om

nizkomolekularnich produktt a meziproduktl genové exprese a enzymatické
v daném ¢ase
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METABOLOM — proc?

Vyuziti metabolomu?

« Mnozstvi metaboliti obecné nizsi nez
poCet genu a proteinl v bunice

Fluxome

(S. cerevisiae 600 metabolitt MW <300 z 6000 genu)
_ . , . Genome Transcripto Proteome Metabolom
—  Vyjimkou sekundarni metabolity — napr. rostliny me
= Modifie
DNA ™= RNA : Proteinmmp o ins Metabolites
* Analyzy Casové méné narocné N-2x10¢ N0 T N7 N-3x10°
. i Protein abundance nucleotides E
— ve srovnani s analyzou makromolekul E | Proteininteractions  AA OA
N Protein modifications CHOQ, lipids N
V Vv
| \ '
4 v = o R R
« Zaznamenatelné zmény metabolitu 0 i 0
— pfi nezménéné koncentraci enzymu N >
, . . W M S M
— nasobné vysSi nez zmény exprese nebo E i g E
koncentrace proteinu N I 7y N
— dany nejen urovni exprese, ale i T & & j T
environmentalnimi vlivy, stadiem vyvoje
organizmu, biologickymi cykly, aj.
Centrum pro vyzkum
(@) toxickych latek http://biomarkers.cardiosource.org/~/media/BioMarkers/Images/sabatinefig2.ashx
v prostredi




METABOLOM - jak?

f‘;?iﬁ;l Klesa pocet analyzovanych molekul

Py i
¢ | Roste chemicka komplexnost analyzovanych sloucenin
r\ DNA RMNA Protein etabolite
AN RN AN AVAWAY ﬁj‘ -
j ” ¥ %
Sequenoing Pratein loved
Transcript level
ir
AW AW AW A b
Epigenetics l !
Postiransiational sees— | eeer
3) ATAYS modifications 1
AN AN LY
Metabolite flux
o edkn Imtrgons NMR
~— RT-PCR GC, LC, CE-MS
DNA Microarrays 2D-PAGE MALDI-MS MALDI, DESI- MS
Gene Chips 2D-LC-MS MSI
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http://cancerdiscovery.aacrjournals.org/content/2/10/881.figures-only?cited-by=yes&legid=candisc;2/10/881




METABOLOMIKA

Metabolomika: TisusiGell Lins
Kvantitativni i kvalitativni studium &e |
metabolitu <1000 Da (metabolomu) 4:..’ Genomm{""‘“”'“"""'“’“"_"'{'.io.'\rm'-:;.,,.,;
latkové pfemény Zivych systému s e

* Mass-spectrometry-basa
* Mutation-spcgif

-----
hybr

Mutation screening

5

Vyuziti metabolomiky:
» Adaptace organizmu na prostredi

» Odhad toxicity latek W

Transcriptomics mMRNA ™ ,j i el 00
° VyVOJ n OvyC h I eclv Gene-expression profiling | * DNA microarrays Protein Proteomic profiling ‘i * Mass spectrometry
* Multiplex PCR P i
. . i . roteomics « Mass spectrometry after
7 7 . o . MicroRNA-expression profiling .| * DNA microarrays . ” ; initation with
* Hledani biomarkeru metabolismu, 1 i s pears s ot
antibodies

onemocnéni, prubéhu terapie

e Charakterizace a identifiace
bunék (savci, rostlinné, GMO)

 Forenzni medicina
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METABOLOMIKA - pfistupy
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METABOLOMIKA - pfistupy

Metabolite target analysis:

«  kvantitativni i kvalitativni analyza substrati nebo Buika
produktll metabolické drahy, nizky LOD, naro¢na | o o
pfiprava vzorku W U
Metabolic profiling: LR
« semikvantitativni analyza vice metabolitl s podobnymi % e ee ® ®
vlastnostmi (napf. polarni lipidy, sacharidy) e L gl
Untarget metabolomic (Finger / Footprinting ): s ¢ e 0 EHEES

« komplexni analyza intra (finger-) a extracelularnich
(foot-) metabolitu

*  bez nutnosti kvantifikovat a identifikovat, screening

Metabonomics (definice neni 100%ni!):

« cilem je sledovat odpovéd na podnéty, napf. expozice
toxicke latce, geneticka modifikace, fyziologicky stimul
(farmakologie, toxikologie)

Frakce vybranych metabolitt Frakce skupiny metabolitt
X N
Lt v v Derivatizace
Derivatizace e — \

Q@ 3 o CE
0O o O NMR, FT-ICR
/ O \ )
A/¢\A ‘ / \ . /FY
v inger/Footprinting

Y v J
Centrum pro vyzkum Metabolite target analysis - e
(@) toxickych latek 9 y Metabolic profiling
v prostredi




Untarget metabolomic

METABOLOMIKA - pfistupy

Data Analysis

Srovnavame az 1000 molekul Instrument =, !dentification
K vét&iné nemame standard e o \ @‘ i vatiy
Kvantifikace — neni — jen relativni zména mezi \

skupinami
Nutné znat hypotézu

Pecliva a jednotna pfiprava vzorkl a analyz —
horsi reprodukovatelnost

NeeXiStUje jeantné p‘ﬁprava VéeCh Skupin A targeted metabolomics
metabolitt (lipidomic, glycomic aj.)

1 glucose-6-phosphate
- k-
Ll ‘-Lll-i-m kel

—

Metabolomics

* Rychlost (penize) vs. rozliSeni (citlivost)? Q_ s .
*  Nutné vyuzivat statistiku (pfi designu i enzyme X / e e
Ve . ++ of known metabolites
vyhodnocenl experlmentu) i‘;)’—; untargeted metabolomics
. enzyme X \ :Z '

Target metabolomics = a3, Y

, , mass spectrometer ‘rﬂ;1500 ::‘U\ U functional annotation of
«  Srovnavame max 100 molekul bl T ™ [mes and pelliES

©)

untargeted LC/MS extracted ion differentially changed
(m/z 100-1500) chromatogram analysis metabolites in -/- tissues

Existence databazi znamych molekul (Metlin)
Existuje-li standard, mozna kvantifikace

VysSi citlivost analytickych metod (identifikace
nizkych koncentraci)

Mulvihill , MM and Nomura DK. American Journal of Physiology - Endocrinology and Metabolism

Centrum pro vyzkum (2014) 307/3, E237-E244. DOI: 10.1152/ajpendo0.00228.2014
toxickych latek )
v prostredi 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 anal.)
- CA (cluster analyses)
- descriptive statistics
Identification of metabolite (databases)

0O O 0O O O O O o0 O O

Piehled nékterych databazi s metabolomickou tematikou

Nazev Poznamky Odkaz

AraCyc? zaméfena se Arabidopsis thaliana http:/fwww.arabidopsis.org/biocyc/index. jsp

EcoCyc 2 zaméfena na Escherichia coli K-12 MG1655 http:/fecocyc.org/

HumanCyc * encyklopedie lidskych gent a metabolisnm http://humancyc.org/

MetaCye ** metabolické drihy vice nez 2000 organismu http:/metacyc.org/index.shtml

YeastCyc * zaméfena na Saccharomyces cerevisiae http:/biocye.org YEAST/organism-summary?
object=YEAST

KEGG™ KEyoto Encyclopedia of Genes and Genomes: kom-  hitp://www genome jp/'kegg/ligand html

plexni databaze obsahujici informace o mikrobial-
nim, rostlinném 1 Zivodisném  metabolomu
(metabolické drahy. reakce, enzymy)

HMDB®™ Human Metabolome Database; databaze lidskych hitp://www hmdb.ca/
metaboliti, obsahuje chemicka, klinickd a moleku-
larné biologicka data
Reactome” databaze primarné lidskych biochemickych drah http:/fwww reactome.org/
MeMo®™ metabolomické modelovani
auniversal Mo transiaton PUMA2® vyvojova analyza metabolomu http://compbio.mes.anl gov/puma2
For all instrument platforms BRENDA™ systém informaci o enzymech http:/fwww brenda-enzymes.org/

*Souéast kolekee databizi BioCye'*

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Zakladni 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 ...)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

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



METABOLITY LIPIDU



METABOLITY LIPIDU

Lipidy — malo polarnich skupin, estery alkoholt a mastnych kyselin, malo rozpustné ve
vode - Databaze Lipid MAPS http://www.lipidmaps.org/ - 37 500 biologicky

relevantnich lipida (2013)
'Fatty acids 5795
Glycerolipids 7538 ,fats”
Sterol lipids 2678 ,sterols”

Prenol lipids 1200
Sacccharolipids 1293
Sphingolipids 4318

) | holinids 80C

Nepolarni lipidy

Polyketides 6741

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Extracellular Fluid

Protein channel
{trangpart protein)

''''''''''

Integral protein

(Globular peotein) Surface protein
Peripherial protéin Filaments of an&uw"
Cytoplasm
Polarni lipidy

Ruznoroda skupina sekundarnich metabol

http://www.lipidmaps.org/
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METABOLITY LIPIDU — dé&leni

Fatty Acids  CH3(CH2),COOH
H

Funkce:
«Zasobarna energie .

1
Saturated Unsaturated

) o]
| \ =
H—(‘Z ?n—C\
H Hl OH

PA

*Metabolické regulatory _ o double bonds some double bonds
, . [ N S I 1
»Strukturni komponenty (membrany) ST T Ao o
*Elektrické izolanty (nepolarni lipidy) H_g_;_g=g_g_c/<zH e
H H H H H OH
Slozeni: —
-Polarni x nepolarni Cﬁ“/ gy NN /C\j
*Jednoduché x slozené x odvozené | g sossenc < e 7 el e
1NN \C/C\J
Déeleni mastnych kyselin: C}yi,')—ocnzcmcug)g
*Délka retézce
*Pocet dvojnych vazeb a jejich umisténi
*Stereoizomerie
*Regioizomerie
GC/FID and GC/MS Profiling of FAs HILIC-LC/ESI-MS Analysis of Polar Lipids
2 cis / trans gt 1G Standards containing C18:1

C10:0

DB position

®
<
S

C24:0,C22:4

C3:0

22z Chol
504 = - Ten
. z 3 s 35 3F Ci Regioisomers
S S SRhs 7
s

e —— (4]
e ——— 8 L]
e — ] 8

— ] 6:]
b C17:1
» ‘18

. :
=
o0 oo
e ——S1L

— S
75 10 125

25 s min 5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [minl
\NWms /s | VPIVIuUSW

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



FOSFOLIPIDY

ipid bilayer

Soucast membran

" Hydrophilic

«  Mitochondrie, Chloroplast, Cytoplasmaticka membrar ““¢
«  Amfifilni charakter

Hydrophobic

Slozeni
» Diacylglycerol-fosfat (maze byt esterifikovan)
« Mastné kyseliny Fosfolipidy

— palmitova, oleova, arachidonova T
_cho_linz_c: 3 se_rinz_nL; W‘;% ?g%&?i
« Nejvice prostudované a biologicky vyznamné o e .
& A H £ HO—— CH, — CH;—NH3* J" wﬁ\g cﬂ}m g ’ 3
- metabolity kyseliny arachidonové (AA) e 0 s
ethanolamin o L ;;i’li’g';% ooaocs
inositol ©H mjxmw:“; i M}:‘hm%%(

Z (7 o8 ¢
O | HL=0=P=0-(CHay 2~ CHs NH 0 o
* () ?H—$—a’h’°' 0—{0*2)1"" b
A S fon
Phosphatide - = !
lecithin)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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METABOLITY FOSFOLIPIDU
Oxidace fosfolipid(i tor (@ N

* nejCastéjsi proces

« ztrata funkCnosti membran

* enzymaticky i neenzymaticky

« metabolity s fyziologickymi ucinky (eikosanoidy’
* reaktivni metabolity

Hydrophobic

Phospholipids

Phospholipase ) R
Diacylglycerol <

oxidants  ® lsoprostanes

< Mon-enzymatic [~ Malondialdehyde —— | Adukty s DNA, proteiny
— ] * Hydroxynonenal
Enzymatic Acetyl-CoA %Cholesterol
. *Oxysterol
Cyclooxygenases Liponygenases
* -PmStaghndms * Leukotrienes http://www.phschool.com/science/biology_place/biocoach/bioprop/phospho.html
® Thromboxanes http:/imww.scielo.br/img/revistas/jbpneu/v35n12/en_allfig03.gif

N/ I VA VIACEIN V]


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 —

Eikosanoi dy (z fec. eikosi — dvacet)
20 C, derivaty AA

o]

Prostaglandiny PG é:\/l;\«

 Tromboxany TX

* Leukotrieny LT W

* Lipoxiny DO %

» Hydroxyeikosatetraenové

kyseliny - HETE OH 0

| = CH
Centrum pro vyzkum
toxickych latek = =
v prostredi

enzymaticka oxidace

Stimulus

Phospholipids
Phospholipase A, |::> @

Arachldonlc Acid

CYP 450

Cyclooxygenase

Lipoxygenase COX-1and COX-2

12-HETE, 15 HETE, LTA4

A%

IEE LTD,,!LTEQ PGD, PGE, PGF2, PG, TXA,

EETs, DIHETES (neuroprotektant)

Vyznamné biologické funkce

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

» Regulace krevniho tlaku, koagulace, horecCky, 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

Nejstudovanéjsi — Isoprostany

« Stabilni molekuly, vznikaji po ataku ROS

* Nejznamégjsi 8-iso-PGF2a

(synonyma iPF2a-lIl, iPF2a-1V, 15-F2t-1soP)

Znameé ucinky 8-iso-PGF2a
* vasokonstrikce

* inhibice shlukovani krevnich desticek

* UCast pri zanétlivych procesech

oxidace
selinp arac hidonové ROS

cxidace
masnpch kpselin

H.o,
/\]/MR
.
Lipidové percericy
N N e
konjugoang diety alkany

Vyuziti
« biomarker oxidativniho stresu a pracovni expozice vy e Oe=— § 0
* biomarker neurodegenerativnich a kardiovaskularnich  , aanguy e londialdehyd
onemocnéni
s ’ . ’ ’ CH
* Tfizeni terapeutického zasahu pb g 20
nena syweené aldehedy

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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http://pvac.vscht.cz/ustav/vyzkumne-projekty/biomarkery-oxidacniho-stresu



FOSFOLIPIDY — neenzymaticka oxidace

malé reaktivni aldehydy mm iy rahidoi Bog
Konecné produkty oxidace AA R |

810 FOFy,, ma.i:loq_;ﬁmi;ssi in
MDA — malondialdehyd (MW 72.07) SN -

/ Dﬁ?&i@fémmiw
HNE — 4-hydroxynonenal (MW 156.22) AR PN
ONE - 4-oxononenal (MW 155.22)
R ™™g O 0

ACR - acrolein (MW 56.06) e X
« koncové produkty oxidace i potravnich lipidu RCH, e
» reaktivni malé molekuly — tvorba aduktu s DNA, s T A

peptidy, s GSH (,mercapturomika®)

« biomarkery oxidativniho stresu in vivo a vnéjsi
expozice

» biologické a toxické ucinky

8)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

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



DALSI METABOLITY LIPIDU - dllezité
biomarkery

Cholesterol

«  Soucast membran zivocichu, prekurzor steroidnich hormont a
ZluCovych kyselin

/\.f”ﬂ,,[i \l_\‘ ] CH,
Oxysteroly (7pB-hydroxycholesterol) LT |
« produkt lipidni peroxidace cholesterolu, MW 402.7
« biomarker oxidativniho stresu a riznych onemocnéni
(diabetes, atherosclerosis, liver diseases, alzheimer)
* vysoka koncentrace v plasmé
* biologicke ucinky: apoptoza, agregace desticCek,
metabolismus sfingolipidl, cytotoxicita 5 o
t-HODE (hydroxyoctadecadienoic acid) o | E\i\/\_//\\//\/
« produkt oxidace kyseliny linoleové C:20 (LA), et e
* 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, nalezen v modifikovanych LDL e g |
(atheroscleroza) a v mogi e T S O
Centrum pro vyzkum \g :: 0 /
toxickych latek N & «(HexanovD) Lysine adduct
(@) v prostredi (HEL)




Priklad: Analyza metabolitu — lipidy

Blﬂlecalsamlﬂej aaaaaaaaaaaaaaaaaaaa H

Lipid extraction l

Crude Lipid Extract

lonization

ESI
. & MALDH
1 s E
Mass Spectrometry e APPI
G hi t
@Fh"} __ [with or w/o chramatagraphy) L
€

Coupling with El
Liquid ch h e J
quid chromatdyraphy
@ N —} Structwral information
— Intensity

Data Processing

l

Statistical analysis

L Altered
b !".*:*..-l b .

lipids

Pathway analysis

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Priklad: Analyza metabolitu — lipidy

Extrakce: rizna pro razné 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

- —

--—""':::::_;:—‘ ,' | \\ '-...__.—'"---..___ :::::::
————— - - 1 ~ ~-a See T
_____________ == - 1 S S~ I L
_____________ - - ] ~. S~ - S———
—————————— --" - v Y Ses - Te--a
Fatty acids \Encosanonds| \Glycarophosphollplds\ (Cardiolipins Glycerolipids| Cholesteryl esters Sterols |Sph|ngollplds| Prenols
!

Methanolic
HCl/Isooctane
extraction

Methanol /CHCI,

Methanol/CHCI; + Methanol/CHCI,
extraction

methanolic KOH extraction
extraction

GC/MS analysis LC/MS analysis LC/MS analysis

‘Combination of LC-C18, LC-Si LC/MS analysis
Deuterated standards (reverse phase) (normal phase)

(normal phase) (normal phase) re, h: n and LC-NH, separation (reverse phase)
ESI-QTRAP viaMRM methods ESI-QTRAP ESI-QSTAR-XL using MS/MS ESI-QTRAP ESI-QTRAP =ty . ESI-QTRAP and API-3000 QSTAR-XL via MRM methods
itati methods - Triple Quad detection with .
Deuterated standards 2-stage quantitation [M+NH4]+ detection mode [M+NH4]+/neutral loss MRM methods Nor-dolichol /CoQ6 standards
0dd-chain standards 0dd-chain standards ode

Deuterated standards €12 analog standards

Detail — viz dal$i snimek R ‘
| Bioinformatika (korekce dat, analyza
(@) ok ek dat-PCA, visualizace, interpretace)

v prostredi
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Methanolic
HCl/Isooctane
extraction

GC/MS analysis

Deuterated standards

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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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

Bioinformatika (korekce dat, analyza
dat-PCA, visualizace, interpretace)




METABOLITY PEPTIDU

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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METABOLITY PEPTIDU

Proteolysis

\Dieayaminoacid| >>>>>>> [JAmincscapool >>>>>>> [HUiacon

Catabolism

Protein synthesis

KLLK
DIXPP>

Biosynthesis of
nitrogen compounds

KLLKLK

Porphyrins, Creatine, Carnitine, Hormones, Nucleotides

Databaze metabolitat HMDB (www.hmdb.ca) and METLIN
(metlin.scripps.edu/) databases

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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METABOLITY PEPTIDU

Aminokyseliny a jejich derivaty:

Proteinogenni (20)
1) funkce strukturni (proteiny)

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

Neproteinogenni (1000) — specifické funkce (signalni, zasobarna org. N, ochrana, neznamé fce)

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

=T

Metabolity aminokyselin:

methylglycin (=sarkosin - antinadorové uginky); HO adrenalin
kreatin (derivat glycinu); OH

acetylcholin (mediator vzruchu), cholin, ethanolamin (derivat serinu);

serotonin, melatonin (derivat tryptofanu, regulaéni funkce);

histamin (derivat histidinu);

hormony dfené nadledvinek — pf. adrenalin a Stitné Zlazy (derivaty tyrosinu);

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

(@) Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi




METABOLITY PEPTIDU pfiklad

MoC€ — zmény v metabolom

ickém profilu —

gastric cancer x healthy controls

Citratovy cyklus (2-oxoglutarate, malic
acid, succinic acid, citric acid)
Cyanoamino acid metabolism (glycine,

alanine)

Primary bile acid biosynthesis (glycine,

taurine, glycocholic acid)
*Arginine and proline m
L-proline)

etabolism (urea,

Phosphoenolpyruvate

Alanine  Glycine Threonine
Cysteine Serine Tryptophan

Nt e
[T

Isoleucine

Glucose Acetyl CoA _’4__’4_ Acetoacetate .
Leucine
Lysine
Phenylalanine
[ Oxaloacetate Citrate Tyrosine
Tryptophan

Asparagine /
Aspartate

Malate

1

AN

Tyrosine
Phenylalanine

\_/

Succinate Succinyl CoA €———

\

Arginine Proline

Isocitrate Histidine Glutamine

!

Fumarate a-Ketoglutarate

Isoleucine Valine
Methionine Threonine

http://cnx.org/resources/c2f3048fbb77b49612cd1cf311884b257a3375¢3/Figure_07_06_01.jpg

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Fig. 3 Expression levels of marker metabolites altered in human pastric cancer subjects (1) and healthy controls (0)



METABOLITY PEPTIDU priklad

Konjugaty s peptidy:

Glykosilace, Cysteinylace,
Glutathionylace, Oxidacni produkty
(karboxymethyl), Ubiquitace, Adukty
s reaktivnimi aldehydy

ANALYZY peptidl — viz prednasky
(proteiny)

Pfiklad - kvantifikace oxidovanych
proteinU

- homogenizace-

- 2Dgel elektroforéza

- immunoblotting nebo afinitni kolony-

- vyjmuti skvrn

- trypsin

- redukce/derivatizace/znaceni biotinem-

-protein indentifikace pomoci MS
(fingerprinting)

- statistické zpracovani dat

©)
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Enzymatic digestion LCMS MS analysis

-5 - N

Q-ToF Micro
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or chymotrypsin

Data dependent
Tragimentation

Data processing
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Scaffold Mascot Sequence information
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METABOLITY SACHARIDU

Jednoduché sacharidy:
Priklad: Glukéza

Rozpustna ve vodé, zdroj energie, konstantni hladina v
Krvi

Stanoveni: enzymaticky, spektrofotometricky,
amperometricky

Derivaty sacharidu:
Priklad: Kyselina glukuronova
Konjugacéni agens v detoxikacnich reakcich

Konjugaty sacharidu — glykoproteiny.
glykopeptidy a glykolipidy:

Stanoveni obtizné (mnoho struktur s rGznymi chemickymi

Cells/
Tissues

<

vlastnostmi, ¢asto vétvené struktury, nizké koncentrace)

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

Uéinky: ucastni se imunitnich reakci, bunécné
diferenciace, markery nadorovych onemocnéni,
pritomné v bunécné membrané, mozna léCiva
Stanoveni: LC/MS, immunohistochemie, ELISA,
microarray, elektroforéza a;.

©)
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General Glycomic Strategies

Also from Chemo/Enzymatic Synthesis

Glycan/
—>» Glycopeptide
Microarray

Glycopeptides
(Glycoproteomics)

Free Glycans
(Glycomic Analyses)

i

Glycoproteins

7
|

4
i

D) o o4 Glycan "~ e
U Release o4
<

. B

rra—‘d

#

(&%
Y >

s

I Ty
HPLC

Glycans —————> Separation
TGchan

Body Fluids
<«— (Milk, Saliva,

Urine, etc)

Trypsin
—_—
2 {D

e
LS
>
>

P

HPLC
Separation Derivatization
or Permethylation

~a

Derivatization

/

HPLC

Mass &7 Separation
ass

Spectrometry i
Shotgun
Glycan
Microarray

22

Release
Glycolipids ———— > Mass Spectrometry

Glycan Chemo/Enzymatic
Release Fragmentation
Proteoglycans ——>» Glycosaminoglycans

Cummings, R.D., Pierce, J.M. (2014) The Challenge and Promise of Glycomics,, Chemistry & Biology

NHCOCH;

Repeating unit of chondroitin sulfate A



METABOLITY SACHARIDU

StanOvenI' N'glykanﬁ V prOtI|étkéCh BioPharm International 28/12 (2015)

Fab \

\

<

1. Denaturation

<

I I i glycosylation

<

3. Purification

<

4. Labeling

i

S. SPE

<

, * Monoclonal antibody (e.g., mouse, chimeric, humanized)

Digestion with peptidases (e.g., trypsin)

Reduction of disulfide bonds using carbomethylating agents (e.q., dithiothreitol
[DTT] or mercaptoethanol [ME])

Alkylation of cysteine (Cys) residues using reagents such as iodoacetamide (IAA)
lonic and non-ionic detergents (e.g., sodium dodecyl sulfate [SDS], NP-40 and Triton)

Treatment with endoglycosidases or Peptide N-Glycosidase F (PNGase F)
Chemical release of N-glycans using hydrazinolysis or B-elimination

Pre-labeling clean up using Solid phase extraction (SPE) with reverse phase (RP)
resins such as C8 and C18

Desalting prior to labeling using porous graphitized carbon (PGC)

Precipitation of proteins using organic solvents

Fluorescent labeling using Schiff base or carbamate chemistry

Solid phase extraction (SPE) to remove excess free label using hydrophilic resins
functionalized with amide, diol or microcrystalline cellulose

LC — MS nebo FLD

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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METABOLITY NUKLEOTIDU

nukleotidy:

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

* Adukty bazi (8-0xodG, 8-OH-dA, dT-glycol, and 5-hydroxy-methyl-dU,
Cz

adukty s MDA-MldG)
JOF 0 0 Nyl
h H o o fo ';fg‘o“?
ﬂhwl ™ OH OH - i

- (f* O\E

H H T -
OH H M1dG 8 NADPH 'DD P
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o] B 4
+  6-aza-uridin (cytostatika)-inhibice DNA syntézy "\ o N7
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DALSI “malé molekuly” v ORGANIZMU

C rum pro vyzkum
kyhl tek
redi
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MALE MOLEKULY V ORGANIZMU

* Prirodni latky
malé oligoeptidy, biogenni
aminy, alkaloidy, polyfenoly,
barviva, glykosidy,
terpenoidy, sinicove toxiny,
mykotoxiny, antibiotika,
vonne latky

9_‘

-------

P AaE i 4

¥
PROTEOME

iy &

TRANSCRI PTOME|‘_

............... po

t : : GENOME [, |ga
: [ HEALTH s
I\ STATE / : .

<+

« Dalsi (ne v této pfednasce)

« Farmaka - antibiotika,
analgetika, cytostatika

INJIINNOYIANT

: | DISEASE |}

CIITIIIIIITEIITIITIIIITD

Treatment|: | STATE |! ‘ * Nutrienty - vitaminy,
METABQLQNLE cukry, mastné kyseliny
t I 0 et 3\):/‘ « Environmentalni latky -
Metabotype ] \ Interaction pOtrav.inO\/é aditiva’, .
~ pesticidy, cigaretovy kour

Kromé endogennich metabolitd mohou i cizorodé malé molekuly modulovat
procesy na vSech urovnich (fyziologické, bunécné a molekularni).

©)
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PRIRODNI LATKY - pfiklady

Biogenni aminy
 Dekarboxylace AA,
Efedrin, Histamin

CHs Efedrin

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

* Flavonoidy — antioxidanty,
pigmenty, UV ochrana, fytoestrogeny

OH
oY
m» O
Resveratrol
OH

Flavonova
O|IgOpept|dy struktura
» Cyanobakterialni toxiny (microcystin) e
L ) i ,’j p,ﬂ “HH
l_|| h Hle, - 0 H-.
- cH r:: ) . :|H3

Centrum pro vyzkum q c
toxickych latek MICI’OCyStI n

v prostredi
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PRIRODNI LATKY - piklady

Neproteinogenni aminokyseliny

e 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)

Yitamin E [ e-tocopheral)

« vit C (kys. askorbova-sacharid) ,,

© _

Centrum pro vyzkum HO
toxickych latek
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Stanoveni metabolitu

- Kultivace
—>Zastaveni metabolismu
= Vzorkovani

- Extrakce

—> Derivatizace

- Zakoncentrovani (SP(M)E)

- Separace (GC, LC, CE, TLC)

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

- Vyhodnoceni
—> Statisticka analyza

PCA - principal component analyses, CA - clustre analyses,
Centrum pro vyzkum heat map

toxickych latek
v prostredi
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Metabolit x Matrice (vzorek)

Matrice:

krev (rozpusténé proteiny, lipidy, soli, sacharidy, suspendované buriky)
plasma (centrifugaci oddélené jen bunky (heparin, EDTA)
sérum (oddélené bunky a srazeci proteiny, cca 5%)
moc (soli, moCovina, metabolity ve volné forme - FA,)
mléko (lipidy, proteiny, sacharidy)
tkané (buriky, proteiny, lipidy, sacharidy)
dechovy kondenzat (voda, Castice)
sliny (99% voda, dale enzymy, soli, glykoproteiny)
mozkomisni mok (podoba s plasmou, bunky, proteiny, sacharidy)
bunécny pelet
bunécné médium
Metabolit:
nizkomolekularni latka
nizka a variabilni koncentrace v Case v pritomnosti komplexni matrice
volna forma, konjugovana nebo vazana na proteiny (glucuronid, sulfat)
velka fyzikalné chemicka variabilita

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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EXTRAKCE

Zastaveni bunecného metabolismu (t=s) tzv. metab. zhaseni (quenching)

Vzorkovaci technika (tkan, extracelularni médium)

Uvolnéni analytu (homogenizace, rozbiti, odstranéni bunék)

Odstranéni makromolekul, homogeniza¢niho roztoku

Precisténi, zakoncentrovani (SPE, LLE)

Derivatizace

Vymeéna rozpoustédel

Separace (LC, CE, GC)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Homogenizace

Uvolnéni intracelularnich metabolita ‘

Mechanicky piistup L Nemechanicky pfistup ’

\

« Ultrasonikace Enzymaticka Chemicka Fyzikalni
* Kuli¢kové mlynky lyze burnky lyze bunky lyze bunky
* Automatické
.l;:(;g(é%e?)l(z)a{)(;gs . Lyso}z)ym.(bakterie) . (v){ganické * Osmoticky é’ok
* Peptidasy, rozpoustédla (MetOH, » Zamrazeni
glykosidasy, EtOH, ACN); * Zahiivani
acetylmuramoyl-L- * Metanol-chloroform-
alanin amidasy voda;
(bakterie) * Varici EtOH
* 3(1,3)-glukanasy, * Chlazeny MetOH
B(1,6)-glukanasy, * Kysela extrakce S o
mannanasy, (HCIO,, HCl,
chitinasy C,HCL,0,)
(houby, kvasinky) * Bazicka extrakce
(KOH, NaOH)
(@) Centrum pro vyzkum
toxickych latek

v prostredi

Musilova J. Chem.

Listy 105, 745-751 (2011)




Odstranéni matrice

Odstraneni makromolekul
« Kli€ové 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

« Centrifugace za vakua

©)
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Precisteni - Zakoncentrovani

LLE - extrakce kapalina-kapalina

@ extrakce Sirokeho mnozstvi latek, jednoducha
casova narocnost, variabilni vytéznost, spotfeba materialu-odpad

é FE - superkriticka fluidni extrakce

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

(Elektro)dialyza - koncentracni rozdil nebo rozdil el. potencialu
na polopropustné membrané

Reverzni osmoza, ultrafiltrace - vyuziti hydrostatického
tlaku a selektivhi membrany

TLC — tenkovrstva kapalinova chromatografie -
vyuZziti separace trid lipidi na tenké vrstvé sorbentd, napr. Uprava
pfed MALDI-MS

©)
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Precisteni — Zakoncentrovani: SPE

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

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

@ rizna kvalita sorbentu, ztraty analytu sorbci nebo predcasnou eluci pfi
promyti, horsi reprodukovatelnost mezi laboratoremi, kolonky na jedno

pouzitl Oplach Stédl dstranéni
. .. plach rozpoustédlem, odstranéni
Kondicionace necistot z vyroby, pfiprava na
solvataci
Aplikace vzorku Rychlost

: Nemusi se vzdy vyuzit, odstrani
) " \ \ . Promyti, l]prava pH matrici, pomuUze odstranit lipidy

Condition Equilbrate Load sample Wash Elute

Odstranéni necistot bez ztraty
v . analytu (voda); mozné vysouset
Suseni inertnim N2

Eluce Eluce rozpoustédlem — preruseni

Centrum pro vyzkum vazby analytu a sorbentu
(@) toxickych latek

v prostredi



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

Nepolarni interakce:

 Reverzni faze, na pevné fazi navazany uhlovodikové retézce (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, karboxylové kyseliny, aromaticke
uhlovodiky, heteroslouCeniny

*  Eluce - stfedné polarni az polarni rozpoustédla Oasis® MCX Oasis® MAX
lontové vymenné interakce: - -Csor RO
»  Nabity povrch €astice (alkylsulfonaty, tetraalkylamoniova sul) s
* Analyty-organické kyseliny, mastné kyseliny Oasis® HLB
*  Eluce - rozpoustédlo s danym pH oo <1 o oo 18

1 meq/q Hvdrcphi”c/o N 0.25 meq/g
Afinitni interakce: wetention of Poers - tephic
« Imobilizovany ligand (protilatky) reaguijici s analytem Qasis® WCX N OsissWAX
*  Analyty — IéCiva, potravinarstvi o Water-wettable

. . ?H NS::Ea s‘.t;.llae nfc:? inr:tgzJ :1 Et?oi : s

Mix interakci: B

 Reverzni faze se silnymi/slabymi kationtové/aniontové

vymennymi skupinami pKa ~5
0.75 mea/g 0.6 mea/g




Extrakce

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Extrakce —vliv postupu na analyzu - priklad

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

ABOUT 0% O.

OF COLLEGE STUDENTS
SUFFER FROM DEPRESSION.

“Stress can contribute to your risk for depression, b N
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
€ 10 mg
SIQN; MAY INCLUDE: "3 25 mg
» Slipping grades =
» Increase in risky behaviors, like binge drinking : 50 mg
» Isolation and lack of interest in social activities 75 mg
t 100 mg

If you think you or a loved one may be dealing

R
with depression, talk to a doctor. i 150 mg

F

UNIVERSITY OF UTAH
.uofuhealth.org w HEALTH CARE

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Extrakce —vliv extrakCniho postupu na
analyzu - priklad

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

(b} Amitriptyling, 0.1 ngfml
100
. - 475
Protein precipitation Intensity: 971 x 107
srazeni kyselinou

E.18 |
H,C
| 467 T
I DasisHLE nepolarni ' Ax sensitivity |
i i CH
-8 E interakce Intensity: 3.62 x 107 w'th':'u.t 3
evaporation
‘i 'JEL_ — ‘ 10 mg
100 25 mg
Dhasis MK g ithvi
S mix interakei - 4.48 I..:::;,;;Iw 7ng
# selektivni pro kationty Intensity: .97 x 10¢ evaporation 75 mg
w 100 mg
) —— @ 1somg

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

Time {min)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek

v prostiedi http://www.chromatographyonline.com/lcgc/article/articleDetail.jsp?id=564645&pagelD=2
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Derivatizace

* nezbytna pro GC
» stabilizuje molekuly

« vnasi chromo/elektrofory do
molekuly analytu

* meni polarni latky na vice
lipofilni
* zvySuje sensitivitu signalu v MS

Priklad:
Steroid Hormones v modi GC/MS
derivatizace ,Silylation”

1. androsterone

2. dehydroepiandrosterone

(DHEA)

3. 17-a-estradiol

4. estrone

5. 17-B-estradiol

6. testosterone

7. derivatization by-product
Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi

©)

5% 7
3
4
12
300°C
v /
E 1]
20.0
00°C; 320°C
e N / L
10.0 ' 20.0 © min.
CH.OH CHOTMS |
0“"\_._{{ |
HO ' _a0H 1 CH.ONH,
R
2.TMSI
o] CH.ON

Derivatization Reaction

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

Chromatografie - déleni latek ze smesi mezi stacionarni a
mobilni fazi oddsli i isomery (rizné struktura), isobary (riizné molekuly)

Usporadani e ) Usporadani
HPLC GC

(capillary)

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

vhodné pro latky s nabojem (organické kys., nukleotidy),
Vyhoda: méreni obsahu latek v malem objemu

lontova mobilita - déleni iontu v plynné fazi na zakladé rtzné

pohyblivosti v elektrickém poli vhodné pro smési malych molekul (napr:
isomery) az po megadalton proteinove complexy

©)
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Separace

Mobilni faze
* Plyn
« Kapalina
« Zkapalnéeny plyn
« gradient vs. Isokratika
Stacionarni faze L o — oriess
» Hydrofobicita — reverzni faze, normalni faze,
HILIC
» Biospecificka afinita — afinitni kolona
» Velikost a tvar molekuly — gelova kolona
(sephadex, sepharoza)

tR retencni Cas latky zdrzujici se v systemu MF vs. SF
tM retencni Cas latky, ktera se pohybuje spolu s MF bez zdrzeni
FM objem mobilni faze za Cas

VM mrtvy objem (FM*tM)

©)
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LC - separace

Princip kapalinové chromatografie:

(@) (b) (e) (f)
g = tr :;1'\\
c
—. ]
p o Q.
° wv
' d
). [ ] o ¢ 22 |
° > o ° o | 1 nonretained
[ o 5 W 9] solutes
p ° o (7] !
b ¢ ° ° . ° ¢ [ 5 :"tm "l
° ® = ° o | . solute
1 qp 1T ' A : :
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LC - separace

Stacionarni faze

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

Reverzni faze lonex
hydrofobni povrch; eluce zvySenim kation-anion exchange; eluce zvyseni
hydrofobicity, nejvyuzivané&j$i stacionarni faze iontove sily, zména pH

lon exchange chromatography (eg. Anion exchange)

—=CHCH,CH,0CH, = anahyte

Hydrophobic
Interactions

Sorbent Functional Group

Centrum pro vyzkum
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LC - separace

HILIC, NP kolona Afinitni kolona Gelova kolona
Hydrofilni polymery nebo Specificky povrch; Napln tvori silikagel
silikagel s ruznymi biochemické interakce, nebo polymery, velké
polymery, eluce zvySenym eluce nizkym pH, vyssSi molekuly obtecCou,
podilem vody (pf. déleni koncentrace soli, Casto v malé se zdrzi difuzi v
aminokyselin, sacharidu) sérii s dalsi kolonou porech.

HILIC stationary

Impurities

phases et O \ % % %22 .
l @ O ok o 22 oX®
b 4 000 %000
» 5 4 00X OX(OXo) OO
Unmodified bare { Polar chemically ] . » P —— OOO : 063 x \Q.C@
silica gels bonded phases - NG / \
. y / Resinbead Jy ' | ( 1 [

( / \ [ \ Functional
o Neutral group
:Si-OH phases .
(o]
-Si-OH
0\ Charged
\ phases
Zwitterionic +
>




LC - separace

Chiralni kolona
Separuje enantiomery, vyuziti
napfiklad ve farmakologii

Vyuziti vice kolon
Napriklad 2D - LC usporadani
nejprve iontove vymenne a pak
reverzni faze

(vyuziti napfr. v proteomice)
A filler (Right Hand “a," a silica gel coated with polysaccharide [cellulose, etc.]

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

2D-LC

Conventional 1D-LC

o .@
o

Comes out
-. slowly

o
9_\/.1

Comes out
quickly
Right Hand "a” of fille

Right Hand "a” of filler

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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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 se sorbenty (silikagel,
alumina, active carbon)

Analyt: tékava ale 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 - ruzna spektra za ruznych podminek: tvorba knihoven omezena)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Analyzatory - Detektory

» fotometricky detektor

— absorpce fotond chromoforem (metabolity s dvojitymi vazbami,
aromatickeé slouceniny, nékteré heteroatomy)

 fluorescencni detektor

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

 elektrochemicky detektor

— zmeéna elektrické veliCiny po elektrochemické reakci latky v cele
detektoru s elektrodami (latky lehce oxidovatelné, redukovatelné,
fenoly, aromatické aminy, peroxidy, merkaptany, ketony, aldehydy,
konjugované nitrily, aromatické halogenované slouceniny)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Analyzatory — Detektory — Hmotnostni detekce

Nejvyuzivangjsi
- targeted metabolomics: (LC)-MS
- untargeted metabolomics: vysokorozliSovaci MS (Orbitrap, QTOF)

[fon source} Mass analyser Pulsed laser
Liquid Nozzle Sampling cone Slartﬂple lons
chromatography J ; P Matrix-assisted laser
o221, oo, ons I T : desorption/ionization
v feet Electrospray ionization
Spray **|* (ESI) i Extraction grid (MALDI)
needle
Pulsed laser d Q, Q, TOF
a : .
I [}
Reflector ! “:‘\""'/ Quadrupola { < - e
time-of-flight (TOF) H time-of-flight i S | T =
T o
Sample plate TOF I—
Reflector
g Reflector
b ¥ 3! fi e~y
Time-of-flight - S / e 1) L5
time-of-flight (TOF-TOF) TOF,] ‘.\ TOF, | i len trap i—\-—)‘ -;
\\ I
Collision cell ‘ ? ‘ Super
\ conducting
Q  \9; Q, f Q, magnet X
c : - Fourier transform
Triple quadrupole I J — ev— ion cyclotron I ) N ——

—— e
( !or linear ion trap 1) o o — : X rs:s;r:'aon;gtza‘g . 1Y -
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Analyzatory — Detektory — Hmotnostni detekce

Vznik iontt (zdroje iontl)
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 zafenim -hydrofobni latky —
steroidy

MALDI desorpce a ionizace laserem za nebo bez
ucCasti matrice

Obecné principy MS analyzatoru

Analyzatory
TOF

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

OrbiTrap

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

Kvadrupoly

zména radiofrekvencniho pole na elektrodach vytvafi filtr
pro dané m/z, ionty s danym m/z se pak déli v prostoru,
omezeny hmotnostni rozsah

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

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 — fada principt (méfeni hodnoty iontového proudu, detekce emitovanych €astic-scintilace,

elektronové nasobice, fotonasobice)

softwarové zpracovani = vyhodnoceni = zaznam ,intenzity*“ v ¢ase (pik) ©



Analyzatory — dalsi detektory

NMR - Nuklearni magneticka resonance FTICR — lontova cyklotronova

@

Sweep Genera tor
IUYI'C'KYCHTEIE‘K
v prostredi

y 1. rezonance s Fourierovou transformaci
Zlaty standard *H-NMR
sleduje odezvy jader s nenulovym magnetickym ionty v cele v silnéem magnetickém poli se
momentem v silném magnetickém poli a jejich pohybuji v cyklech s frekvenci umérnou jejich
wgr?ikn?i s vysokofrekvencnim elektromagnetickym m/z, zaznam frekvence se prevadi FR na

hmotnostni spektrum

nedestruktivni technika « minimalni pfiprava vzorku ultracitiiva MS « spekira s neivvasim rozlisenim a
pred analyzous snadna identifikace neznamych P VY

sloudenin * moznost méreni in vivo © — p‘r"esnOStl’ « identifikace tisicovek metabolit bez
kvantifikovatelna * nevyZaduje derivatizaci predchozi separace

vy38i pozadavky na mnoZstvi vzorku ¢ nizka @ narok na prostor a vakuum * vysoka cena

citlivost

Electrospray lonization FT-ICR Mass Spectrometer
R

a— Sgperconductng Magret,
cf Quadngo 47,794
ol Boxapale Lo Ouade nT
e Gude

Cagaliary Eg;’:"‘ BaF, Window
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Metabolomika

Global Metabolomics

Untargeted Data Targeted
Metabolomics Processing Validation

Extraction Alignment QqQ LC/MS

MeOH / ACN / plasma 1)

\
®200 l.' g ¢ ;
H Retention time Multiple reaction monitoring
pldsmd dll(]ll()l correction (MRM)

Reconstitution Statistics Standard profiling

ACN / H20 (11 p <0.01
T 100uL /
\
Y=/ \ {
\A/ \v/ 4
\V / \

Abundance

]

Differentially expressed
metabolites Retention time

LC/MS/MS profiling Identification Quantification

HILIC RPLC MS/MS matching o

Dry metabolite extract

Peak detection
8811 5799 Research sample

| .
features features 3 I
T uJ “m

METLIN database

Extracted lon Chromatograms

% Centrum pro vyzkum
a toxickych latek
v prostredi



Scan Modes

sample Qo Q1 Q2 Q3 Product lon Scan
\% ) g — = Qi-fixed
® ® ] 4 = Q3-scan
HPLC> & D og0 o T -
R ) L.T=t.2¥: i Precursor lon Scan
= Ql-scan
= Q3-fixed
Neutral Loss Scan
= Ql-scan at m/z=mg ...
Intensities: * Q3-scan at m/z=m o0 Mocrsimolecute
- Pt Selected Reaction Monitoring
i Il“ 1"“_, = Q1-fixed at m/2=m, o
= I A = Q3-scan at m/2=m .,
- J i |
: /" lhb’
N

Priklad: metabolity Trazodonu (antidepresivum a sedativum, vedlejsi u€inky poSkozeni jater)
konjugované S GSH Drug Metabolism and Disposition - http://dx.doi.org/10.1124/dmd.107.019471
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intenzita vSech iontd metabolitd (Q1) v N R N
zavislostina Case Spectrum: Intenzita prekurzorového iontu M6

(Q1) a produktovych ionti M6 (Q3)




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 napr. s proteiny..)
Elektronova mikroskopie elektronu Jen prvkova analyza
Rentgenova spektroskopie rentgen. zareni Jen prvkova analyza
Autoradiografie fotont (IR) FunkCni skupiny
Pozitronova emisni tomografie y-zareni Znacené molekuly
Fluorescenéni mikroskopie fotond (UV, VIS) Znacené molekuly

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

Centrum pro vyzkum
toxickych latek

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

PF. Analyza metabolitu lipidd v mozku - MALDI-MSI

Intensity

Mz myz - (X3,Y1)~ (X Yn)

m/z\m/z\
T T

= , T
== 5

| G |
1
Il J [I - m 4
. | 1 | | I |

m/z 4 m/z , m/z , m/z,+ m/iz, + m/z,

| Sacrifice and organ dissection Il Cryosectioning and moving to ITO glass slide
Il Matrix deposition IV MALDI laser 2D scanning

V Reconstruction of intensity image

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi Fujimura, Y., Miura, D. Metabolites 2014, 4(2), 319-346



Imunoanalyza (immunoassays)

Reakce antigenu s protilatkou, kdy enzymové znacené (ALP, HRP) nebo
radioaktivné znacené (12° ) antigeny nebo protilatky se méfi pomoci
fluorescence/absorbance/chemiluminiscence po reakci dodaného substratu s
enzymem (nebo v pripadé radioaktivnhiho znaCeni mérenim scintilace) .

Analyt:

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

po imunizaci zvifete, protilatky proti rznym epitoptim, silna afinita
Protilatky monoklonalni:

produkce bunécnymi liniemi, proti jednomu epitopu, mozna krosreaktivita

sh

Kompetitivni EIA, RIA 7% y
(enzyme) radioimmunoassay 88638 8{
0% 60

antigen TN color THB,

» U
Caplure °°°° -—
, Artibody S x e
Centrum pro vyzkum I x x x
(@) toxickych latek
v prostredi




Imunoanalyza (immunoassays)

ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay

ELISA

Antibody Labeling Reagents
o Enzyme
B';fjt'"g\ 4 /. Substrate
ite

@

A\ Second Antibody - N -

Target Analyte ot " Product
(Antigen) Target Analyte
S~ @R

Sample &

Solid Phase

Bind Wash Label Read

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Praktické poznamky, validace

Vybér vhodného 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)

» Accuracy: Trueness
Vybér vhodné metody extrakce a analyzy: > o watin 1ot
Selektivita: schopnost nalézt a kvantifikovat analyt v matrici > Precision: Reproducibility

» % Coefficient of Variation = (Standard Dev)/(Mean)*100

Accuracy a Precision: méfeni znameé koncentrace analytu v > %OV 15%
repl | k étu » Also expressed as relative standard deviation (RSD)

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

Kvantifikace: L
y 1brators
VhOdna detekce (MS’ DAD’ ECD) 'I_(l;t'/)ml 5 ng/ml 10 ng/ml 25ng/ml 50 ng/ml 75ny’ml :;l]il()n(g)/ml
Kalibrace: interni, externi standard v ¢isté matrici nebo Semple

rozpoustédle (3
Snizeni vlivu matrice: nizky nastfik, pfitomny interni standard,

standardni pridavek analytu Quamy o Sampleg
DalSi parametry kvantifikace: QC2

3 nj,/ml 15 ng/ml 64) nyml

LOD, LOQ, Linearita kalibrace, Quality control, ;“t;‘;‘;i“:r'd l l l
n=6

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




ACADS ETFDH Carbohydrates

Butyryl-
carnitine/ Decanoyl-
i propionyl- carnitine
Lipids SCD  ‘camitine VD GCKR
C16:0/C16:1 Isovaleryl- Glucose /
C14:0/C14:1 camnitine e
FADSA ACADM LACTB HPS5
C20:4 / Hexanoyl- Succinyl- a-hydroxy-
C20:3 carnitine carnitine isovalerate
ELOVL2 PRODH ;
C22:6n3/ Proline Amino
PDXDC1  C20:5n3 acids
Eicosatri-
enoyl-GPC/ Psiﬁr?g
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;“sztr"’;e/ Nucleo-
: Methyl- :
peptides mnminy; / SLC2A9 tides
acetamido- Urate
ugTia UEmede  anR SLG22A1 SLC16A9
Bilirubin Caffeine / 'i‘;tr’#l‘gr?g Carnitine
NATS ~ Guinate  cypaag SLC22A4
N-acetyl- Androsterone Isovaleryl-
ornithine Anc)?Km C  sulphate sLcoipi camitine
sulphate/ Eicosenoate/
egtiandm' etradecane-  \ jetabolite
sulegﬁgt% CYP4A dioate
C19:1n9/ transport

Secondary metabolites ~ C11:1n1

and xenobiotics

Centr
tOX|Ck_y\.|| walven
v prostredi



Analyza metabolitu — thioly (priklad)

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 proteint kyselinou-
konjugace-SH skupiny (NEM, DTNB, DansylCl, IAA)- chromatografie-MS,
spektrofotometrie, fluorometrie, elektrochemicka detekce

 ELISA

 Priklad stanoveni volného GSH a GSSG ve tkani

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Modelovy priklad

VlIiv nanoncastic Cd po respiracni expozici u mysi

©)

— Expozice 13 tydnu
— 5 mysi: Kontroly (K), dvé ,davky” Cd (D1, D2)
— Vyhodnoceni fyziologickych a toxikologickych parametru

» PY.: peroxidace lipidu, zmény enzymové aktivity, GSH / GSSG

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

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

TN

Peroxidation of lipids

Proteins & nucleic acid ~ (+)

GSH GSSG \
——=¥ 5 2LOH

GPO
\ HOOH

o;
& ) o;/somoz L_CAT___, 2HoH
Y
¢A Syn

2H

HOOH ™0,

Cd

CdAlb —

Herb{
/A‘rlio.xidan\ts

Chelates

'(/7 1
Jes

Fenton|reaction

(+)

A,
[HOOH]™

Peroxidation of lipids
Proteins & nucleic acid

)

Excretes through bile & urine

Bharavi K et al. Indian J Pharmacol 2011;43:45-9



Modelovy priklad — vyzkumna studie

Ukonceni experimentu: na co dat pozor?

« VZORKOVANI

— Organizace odbéru
« 3 skupiny, zpracovavat “soucasné” nebo ,nahodné”
— 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

Centrum pro vyzkum Blahova (2014)
toxickych latek Anal Bioanal Chem 406:5867-5876

v prostredi
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Modelovy priklad — vyzkumna studie

Zpracovani vzorku: na co dat pozor?

« HOMOGENIZACE

— Odbér ¢asti (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

Centrum pro vyzkum  Bléhova (2014)
toxickych latek Anal Bioanal Chem 406:5867-5876

v prostredi
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Modelovy priklad — vyzkumna studie
Dalsi upravy vzorku: na co dat pozor?

« EXTRAKCNI KROKY 0 0
— Vhodné pH N o

H
- Zajisténo alkalickym pufrem HO Cg N 7(‘\,sm NH
(pouzit jiz pro extrakci) I

— Reakce — co nejméné kroku, pfesné pipetovani
«  Pfidani INTERNIHO STANDARDU (izotopicky znaceny GSH a
GSSG)
» Pfidani konjugacniho Cinidla: blokovani reaktivnich —SH skupin
(DTNB) — zabrani oxidaci béhem extrakce
* Konjugace (T-lab, pH vysSi — podminky vhodné pro rekaci)

. _ DINB: O Sulfhydryl
— Vysrazeni proteinu 0 0 Mulscule
» P¥idani kys. sulfosalycilové (pH nizké) i o L, Ry >
. L3 o (A& ‘ g 5 N’ 5
Srazeni (opét chlazeni) e ¢ =
» Centrifugace (opét chlazeni) g
— Redéni vzorku 0 0
* Snizeni “vysoke” koncentrace GSH a zachovani KiE nﬂ uﬂ
detekovatelnosti pfirozené ,nizké" koncentrace GSSG » % W o+ ws W
* MensSi vliv matrice po fedéni o o
* Analyt rozpustén v MF, lepSi déleni pfi chromatografii AR ——

— Uchovani k analyze -80°C

Centrum pro vyzkum Blahova (2014)
toxickych latek Anal Bioanal Chem 406:5867-5876
v prostredi




Modelovy priklad — vyzkumna studie

vf . d 5 Fig.2 Representative LC MS/
Analyza: na co dat pozor? e
in rows show GSSG (row 1), GSH
(row 2), and GSH (1.8.) (row 3).
Columns show a blank with GSH
(1.S.), b a mixture of standards

— Typ separace — LC, GC, bez separaceascmdon u

GSH with GSH (1.S.), ¢ extract of
a lung tissue with GSH (LS.):

— Vybér kolony ity sy a5 weskmof
exposure

* modifikovana C18 (analyty jsou polarnéjsi)
— Detekce

 elektrochemicka (redoxni reakce na -SH)
« ELISA

| 32485
Time

200 3.00

3T0aT

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

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

.S)
— Vyhodnoceni (kalibrace s int. standardy)

— Mnozstvi analytu: GSH (GSSG)/mg proteint, GSH (GSSG)/mg

tkané; pomér GSH/GSSG

Centrum pro vyzkum Blahova (2014)
toxickych latek Anal Bioanal Chem 406:5867-5876
v prostredi




Modelovy priklad — vyzkumna studie

Vyhodnoceni

a 2500
P
) 2000 3T%
= 1500 .
. E 1 O
5. Fig. 6 Content of GSH (a), —
B content of GSSG (b), and GSH/ E 500
g GSSGratio (c) in lung of mice o 0
4- ¥ Tl E.Téxg;&ﬂ o after chronic exposure (13

; . weeks) to CdO nanoparticles at
(tissue extract)

=T
=
=3 dose 1 (D1) and dose 2 (D2).
§ Numbers with asterisk (*) in the b
o2 graph indicate significant -
. y=2.75x+0.03 differences compared to the 20
3Oy R2=0.9992 control variant within the 2
(PBS solution) respective week (p<0.05; N=5 =
0 : : : animals) =
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 %
7y
GS5G pmol/L )
Fig. 3 Evaluation of matrix effects in LC MS/MS method for GSSG. cr DI D2
Calibrations of GSSG (peak area vs concentration) prepared in PBS 13wk
(triangles) and in the extract of lung tissue (circles). All samples were c B5-
processed using the same protocol
a2 27
E 15
< 113%*
vy 10
o
z i i
7
o .
Centrum pro vyzkum Blahova (2014) ctr D1 D2
(@) toxickych latek Anal Bioanal Chem 406:5867-5876 3wk
v prostredi -




Shrnuti

« Student(ka) by mel(a) znat
— Co Je to metabolomika, metody stanoveni
metabolomu

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

— Jake |sou klicoveé kroky v jejich analyze?
Principy metod extrakce, separace a detekce

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

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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