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Dulezité pojmy

METABOLISMUS - latkova premeéna

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

¢ Primarni

anabolismus = reakce spojené s biosyntézou
katabolismus = reakce spojené s degradaci

¢ Sekundarni
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Dulezité pojmy

METABOLOMIKA

+ vedni disciplina zameérena na studium metabolomu

kompletni identifikace a kvantifikace véech metabolitd v
daném organismu nebo v burice za daného metabolického
stavu.

Rychlé zastaveni metabolismu
priprava vzorku nesmi-vyloucit zadné metabolity

vysoka ucinnost a senzitivita analytickych technik



Dulezité pojmy

METABOLOM

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

METABOLIT

+ nizkomolekularni-organicka sloucenina (< 1000 Da),
+ produkt latkové premeny

Chemicka tfida Typické priklady
Aminokyseliny, aminy... L-glutamat, L-aspartat
Karboxylové kyseliny Kys. Pyrohroznova

Alkoholy Glycerol

Aldehydy Acetaldehyd, formaldehyd
Fosfatové estery, nukleotidy D-glukosa-1-fosfat, ATP, ADP
Sacharidy D-glukosa, D-fruktosa

Lipidy, steroidy a mastné kyseliny Cholesterol
Vitaminy a koenzymy NAD*, NADH

Anorganickeé ionty Fosfaty, nitraty
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Strategie pro vyzkum
metabolomiky

FINGERPRINTING

komplexni analyza4ntracefularnich metabolitdi bez nutnosti
kvantifikace a/identifikace

— screening; Klasifikace/vzorku na zakladé jeho puvodu a zdroje

FOOTPRINTING

komplexni analyza extracelularnich metaboliti bez nutnosti
kvantifikace a/identifikace

— screening: klasifikace vzorku na zakladé jeho puvodu a zdroje



Strategie pro vyzkum
metabolomiky

PROFILOVANI METABOLITU
(metabolite profiling)

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

casto semikvantitativni analyza

CILENA ANALYZA METABOLITU

(metabolite target analysis)

kvalitativni i kvantitativni analyza vybranych metabolity
souvisejici se specifickou metabolickou reakci
pouzivana zejména kdyz jsou‘pozadovany nizke limity
detekce



Strategie pro vyzkum
metabolomiky

METABONOMIKA (metabonomics)

komplexni metabolicke studie zejména v toxikologii

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

bez potreby’ specificke identifikace



ProC se zabyvat
metabolomikou?
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Pocet metabolitQ v bunce mize
byt az radoveé nizsi nez pocet
genl a proteind.

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

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

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

Metabolomické experimenty
vyzaduji 2x — 3x méné casu ve
srovnani s proteomickymi a
transkriptomickymi experimenty.



Nevyhoda oproti jinym omickym
pristupum

Obtizné technologie - obtizné meéreni, dostupnost
dat!!

Genom RT-PCR,
e DNA Microarrays,
Gene Chips
. 2D-PAGE MALDI-TOF,

Proteom oD-LC. -

LC-MS s -

T —— lL
Metabolom NMR, MS

GC-MS, LC-MS, CE-MS



Aplikace vyzkumu metabolomu

Sledovani fyziologickeho stavu bunky
+ adaptace na prostredi,
¢ odhad-toxicity xenobiotika, vyvoj novych IéCiv
» pritomnost'metabolickych biomarkerl
+ stanoveni‘diagndzy‘a odhad stupné nemoci
+ prubéh terapie
+ zvyseni vytézku fermentace, ...

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

Ohodnoceni kvality urody nekterych rostlin



Priprava vzorku

Vyznamneé ovliviuje presnost, spravnost a
reprodukovatelnost vysledkli

Zavislost na typu bunécnych struktur a

extrahovanych metaboliti

Zhaseni
bunécného
metabolismu
* rychla zména teploty
* rychla zména pH

Obrazek: Hlavni kroky pfipravy vzorku.

|

Extrakce
metabolitu
z bunky

Zakoncentrovani

vzorku
 vakuové odparovani
*lyofilizace

Separace

metabolitt
Z biomasy

VZOREK

 analyza
» uskladnéni

VZOREK
* analyza
* uskladnéni




Priprava vzorku

Extrakce metabolitli z biologického vzorku
Biologické vzorky obsahuji tfi hlavni tfidy metabolitu:
metabolity rozpustné’ve vodé
metabolity nerozpustné ve vodé
tékavé metabolity

véechny tfi tfidy metabolitd mohou byt nalezeny intra- i
extracelularné

1) Extracelularni metabolity

zisk z extracelularnich médii

+ Zachyeceni-ha koloné
+ Odpareni rozpoustédla - rozpusténi ve vhodném rozpoustédle

o Pokud vzorky tékaveé - prima-analyza GC



Priprava vzorku

2) Intracelularni metabolity
2 cesty naruseni bunécnych stén:

+ Nemechanicke

Enzymatickée - enzymy

Fyzikalni'= osmoticky, teplotni Sok

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

¢+ Mechanické
Ultrasonikace
Superkriticka fluidni extrakce (SFE)
French Press




Analyticke metody
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Cilena analyza metabolitt Profilovani metabolitu,
metabolomika



