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Seznam zkratek pouzitych v textu

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

CE kapilarni elektroforéza

DNA deoxyribonukleova kyselina

ESI ionizace elektrosprejem

FT fourierova transformace

FTICR iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
GC plynova chromatografie

HILIC kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
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MRM monitorovani iontovych reakci

MS hmotnostni spektrometrie

NMR nuklearni magneticka rezonance
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Q kvadrupol

QaQ trojity kvadrupdl



QqTOF
RNA
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SPME
THF
TOF

UHPLC

kvadrupol s analyzatorem doby letu
ribonukleova kyselina

obracené faze

extrakce pevnou fazi

mikroextrakce pevnou fazi
tetrahydrofuran

analyzator doby letu

ultra vysoce ucinna kapalinova chromatografie



Uvod

Jednim z nejdtlezitéjSich procesti ve vSech Zivych organismech je metabolismus.
SloZeni vSech metabolitli oznacuje metabolom [1]. Metabolomika se vyuZziva pro
analyzu a kvantifikaci celého souboru metabolitti obsaZenych v biologickém vzorku.
Tato véda je pomérné mlada, rychle se rozsituje a jeji studium zajima stale vice
védcl, coz je patrné i z rliznych odbornych databazi, ve kterych se za poslednich
deset let objevuje stale vice a vice publikaci z tohoto oboru [1]. Metabolomika
nachazi uplatnéni v mnoha klinickych, zemédeélskych a 1ékarskych odvétvich a

zejména také v systémové biologii [1].

Hmotnostni spektrometrie pirindsi mnoho vyhod pfi analyze metabolomu.
Umoziuje ziskat metabolomicka data s vysokou ucinnosti a predevsim citlivosti.
Avsak existuji i nevyhody, které spocivaji vionizatnim procesu. Hmotnostni
spektrometrie nedokaZe rozlisit 1atky se stejnym pomeérem m/z. Proto je vyhodné
spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii pii metabolomické
analyze, protoZe metabolity jsou oddéleny pred analyzou hmotnostnim
spektrometrem chromatografickou separaci [2]. Pfi analyze metabolomu je
kapalinova chromatografie uprednostiiovana pred kapilarni elektroforézou a
plynovou chromatografii [2]. Obecnym cilem metabolomiky zaloZené na LC/MS
analyze je identifikace vSech metaboliti obsazenych v biologickém vzorku a

stanoveni jejich koncentrace [1].

Cilem této bakalaiské prace je zpracovani literarni reSerse na téma metabolomické
analyzy biologickych vzorkli kapalinovou chromatografii a hmotnostni

spektrometrii.



1 Teoreticka cast

1.1 Metabolomika

Metabolomika je oblast studia, ktera se snazi identifikovat a kvantifikovat
metabolity [3] v buiikach, tkdnich a télnich tekutinach analytickymi chemickymi
technikami [4]. Jednim z kli¢ovych cilti metabolomiky je ziskat co nejvice informaci
o hladinach metabolitii spojenych s biologickym vzorkem [5]. Schopnost rychle
odhalit a kvantifikovat stovky nebo dokonce tisice metaboliti v jediném vzorku
pomdaha védclim urcit mnohem komplexnéjsi obraz metabolickych a biologickych
procest v celém systému. Metabolomika také umoziuje vyzkumnym pracovnikiim
zamérit se na méreni konecnych produktii tézko rozpoznatelnych genetickych a
epigenetickych interakci. V dasledku toho se metabolomika stava stale vice
popularni ,,omikou“, ktera pomaha svyraznou fenotypovou charakterizaci lidi,
rostlin a modelovych organismd. Vsoucasné dobé se bézné vyuziva

v biomedicinském, vyZivovém a rostlinném vyzkumu [4].
1.1.1 Metabolity a metabolom

Metabolity jsou definovany jako malé molekuly, které jsou meziprodukty nebo
produkty metabolickych reakci [3]. Oznacuji se jako chemické slouceniny podilejici
se na metabolismu. Chemické slouceniny jsou energetické zdroje a stavebni bloky
buriky. Jsou pouzivany k provadéni obou zdkladnich biologickych funkci a k udrZeni
struktury burky. KdyZ je chemicka slou¢enina oxidovana nebo prevaddéna na jinou
slouceninu s nizsi volnou energii, uvoliiuje energii, ktera mize byt skladovdna a

pouZita k provedeni biologickych procesti [5].

Metabolity jsou efektivni konec¢né produkty komplexnich interakci, které se déji
uvniti buniky (genomu) a jevy, déjici se mimo bunku nebo organismus (prostiedi).
Komplexni méreni metabolitli (pomoci metabolomiky) umoziuje urcit interakce
mezi geny a prostiedim. Jinymi slovy, metabolomika umoznuje vyzkumnikiim ziskat
vysoce citlivy a uplny popis fenotypu. Tato metabolickd hodnota fenotypu se ¢asto
nazyva "metabotypem" [2]. Pro vétSinu analytickych metod je typickd snaha
maximalizovat pocet znamych metabolitQ, které lze kvantitativné mérit v jediné

studii [4].
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Metabolity se déli na primarni a sekundarni. Mezi primarni metabolity patri
napriklad aminokyseliny, organické kyseliny nebo sacharidy. Mezi sekundarni
metabolity patfi fenoly, alkaloidy, terpeny a steroidy. Sekundarni metabolity maji
obvykle pomalejSi miru obratu a jsou vice chemicky stabilni neZ primdarni

metabolity [3].

Intracelularni metabolity jsou obsaZeny v buné¢né membrané nebo v bunécném
obalu [5]. Pfeména intracelularnich metabolitii nebo jejich obrat jsou prevazné
provadény za pritomnosti enzymi, tj. bilkovin, které jsou schopné snizit energii
potfebnou pro modifikaci struktury specifické slouceniny. Zda je enzym ve
skutecnosti prevede z jedné slouceniny na jinou a jak rychle se to stane, zavisi na
radé faktord. Substraty a kofaktory pozadované kazdym enzymem musi byt k
dispozici na specifickych drovnich. Vysoka nebo nizka hladina urcitych metabolitt
miize skute¢né plisobit jako inhibitor nékterych enzyma. Mohou byt také
vyzadovana aktivacni ¢inidla a faktory prostiedi, jako je teplota a pH, které urcuji
rychlost konverze provedenou enzymem. Metabolity mohou také spontanné
vzajemné reagovat nebo byt degradovany faktory, jako je teplota nebo svétlo.
Uroveni kazdého metabolitu uvniti buiiky je proto vysledkem rozdilu mezi jeho

tvorbou a konverzi na jinou slouceninu [5].

Metabolity pritomné v extracelularnim prostredi jsou naopak soucasti média
vyluCovaného bunlkami, produktem bunécnych lyz v télnich tekutinich nebo
vysledkem degradace polymeru. Enzymy se obecné vyskytuji v mnohem niZSim
mnozstvi a ve znacné zredéném extracelularnim médiu. Proto je mira obratu
metabolitl pfitomnych mimo buriky zna¢né nizsi ve srovnani s mirou obratu uvnitf
buriky. Teplota a svétlo mohou ménit hladiny extracelularnich metabolitd, ale

hlavnim zdrojem proménlivosti jsou Zivé buriky v médiu [5].

Jedna ze silnych stranek metabolomiky spocivad vjeji uZiteCnosti objeveni
biomarkerd [4]. Biomarker je vlastnost, ktera je objektivné mérena a
vyhodnocovana jako indikator normalnich biologickych procesi, patogennich
procest nebo farmakologickych odpovédi na terapeutickou intervenci [6]. Protoze
metabolity mohou byt snadnéji, levnéji a rutinné kvantifikovany nez vétsina jinych

biologickych molekul, jsou idealni pro pouziti v biomarkerovych panelech.
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Metabolitové biomarkery jsou i nadale hledany a pouZivany v klinickych aplikacich

mnohem rychleji neZ geny nebo proteiny [4].

Metabolom je konec¢ny produkt navazujici na genom a sestava z celkového poctu
vSech molekul (metabolitli) s nizkou molekulovou hmotnosti v burice, tkani nebo

organismu [7].
1.1.2 Metabolismus

Metabolismus je komplexni sit chemickych reakci, které preménuji zdroje energie a
chemickych prvkii na biomasu a dals$i molekuly [8]. VSechny Zivé organismy maiji
slozitou sit metabolickych cest pro biosyntézu aminokyselin, nukleovych Kkyselin,
lipidli a sacharidl a pro katabolismus riiznych sloucenin, které pohanéji bunécné

procesy [9].

Metabolicka sit’ je kompletni sada metabolickych a fyzikalnich procesi, které urcuji
fyziologické a biochemické vlastnosti buriky. Tyto sité zahrnuji chemické reakce
metabolismu, metabolické drahy a regula¢ni interakce, které tyto reakce vedou.
Chemicka reakce je proces, ktery vede k preméné jedné skupiny chemickych latek
nebo metaboliti nazyvanych substrat na jiné skupiny chemickych latek
(metabolitd) nazyvanych produkt. Chemické reakce jsou katalyzovany enzymy,

které zrychluji jejich rychlost [9].

Metabolicka sit jakéhokoli organismu je kédovana metabolickym genotypem
definovanym jako skupinou gent kddujicich enzymy, jejichz produkty katalyzuji
reakce sité. Kazdy metabolicky genotyp ma metabolicky fenotyp. Metabolicky
fenotyp je spektrem rliznych zdroji néjakého chemického prvku, ktery mize

metabolismus pouZit k syntéze biomasy [10].

Metabolismus je rozdélen na metabolické drahy: subsystémy metabolismu
jako vysoce integrovana sit [9]. V pribéhu poslednich deseti let byly metabolické
drahy (Obrazek 1) predmétem velkého vyzkumu provadéného predevsim dvéma
druhy studii zamérenych bud’ na analyzu jednotlivych cest, nebo na srovnavaci
analyzu souboru cest. Studie, které analyzuji a srovnavaji metabolické drahy

riznych druhti, mohou poskytnout zajimavé informace o jejich vyvoji a mohou
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pomoci pochopit metabolické funkce, které jsou dlilezité pti studiu onemocnéni a

identifikaci farmakologickych cili [9].

proteiny glykogen triacylglyceroly
glykogeneze glykogenolyza
aminokyseliny glukoéza-6-fosfat mastné kyseliny
’ syntéza
syntéza degradace glukoneo- glykolyza mastnych B-oxidace
aminokyselin | | aminokyselin geneze kyselin
ATP
pyruvat
Vv
acetyl-CoA
& M ketonové latky
oxalacetat citratovy oxidativni
cyklus fosforylace

mocovina
ATP

Obrazek 1: Schéma hlavnich metabolickych drah [11]

Metabolické drahy Ize rozdélit do tri skupin:

e Katabolické drahy, které se podileji na rozpadu relativné velkych molekul a
oxidaci substratli az na oxid uhlicity a vodu.

e Anabolické drahy, podilejici se na syntéze slouCenin zjednodusSich
prekurzori. Zahrnuji predevsim redukeni reakce.

e Amfibolické drahy, zahrnujici katabolické i anabolické drahy [12].
Shrnuti nejdilezitéjSich déjt pti katabolismu a anabolismu ukazuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Nejdiilezitéjsi déje pri katabolismu a anabolismu

Energie Proces Reakce Vznik
Stépeni nizky pocet
Katabolismus uvolituje oxida¢ni
latek produktd
syntéza vysoky pocet
Anabolismus spottfebovava redukéni
latek produktd
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Primarni metabolismus souvisi sprodukci energie a bunécnou syntézou.
Sekundarni cesty metabolismu jsou naopak spjaty s nizkou rychlosti ristu, reakci
na stres a rozpadem bunécnych komponent. KdyZ je rlist omezeny, prevazuje

sekundarni metabolismus [5].
1.2 Metabolomicka analyza

V metabolomice zavisi identifikace, kvantifikace a charakterizace malych molekul
(metaboliti) v buiice nebo organismu primarné na vysoce vykonnych analytickych
technologiich. Nejcastéji pouZivané techniky v metabolomické analyze jsou
nukledrni magnetickd rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS). MS se
Casto pouZzivd v kombinaci s chromatografickymi technikami, jako jsou plynova
chromatografie (GC), kapalinova chromatografie (LC) a kapilarni elektroforéza (CE).
Tyto Ctyri analytické metody umoZnuji metabolomické profilovani s vysokou
ucinnosti [13]. V této bakalarské praci se budu zabyvat pouze metabolomickou

analyzou pomoci kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie a jejich

kombinaci.
1.3 Kapalinova chromatografie

LC je analytickd metoda, umoziujici separaci sloZzek smési pro kvalitativni a
kvantitativni analyzu. Je zaloZena na rozdélovani molekul ve smési mezi stacionarni
(stabilni) a mobilni (pohyblivou) fazi. Nékteré slozky smési zlistavaji ve stacionarni
fazi déle a pomalu se pohybuji v chromatografickém systému, zatimco jiné se
stacionarni fazi interaguji méné a systém opoustéji rychleji. Déje se tomu na zakladé
rozdilné afinity sloZek ke stacionarni a mobilni fazi [14]. Mobilni fazi je kapalina,
kterd proudi stacionarni fazi. Stacionarni fazi mize byt pevna nebo kapalna latka

nanesena na povrchu pevné latky [14].

Velice vyznamna technika kapalinové chromatografie je vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC). Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobniku mobilni
faze, vysokotlaké pumpy, davkovace, kolony a detektoru [15]. Princip separace
pomoci HPLC (Obrazek 2) je takovy, Ze mobilni faze, ktera je predtim odplynéna, se
dostava ze zasobniku mobilni faze do vysokotlaké pumpy pres filtr. Poté mobilni

faze pokracuje do davkovaciho zarizeni a po nadavkovani jsou vzorky vedeny do
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kolony a dale do detektoru, ktery vysila signadl do pocitaCe nebo jiného

vyhodnocovaciho zarizeni. Vysledkem je chromatogram [15].

CHECLS TIOCES B
g 1
]
g 1
pumps @ o piky
. R g g
mob11n1[E) B e e T
fare [ eErEn Eae [rrin]
il s
dévlzovac pocitac
kohout se o
smycloon separacni o

kolona detektor O
Obrazek 2: Kapalinovy chromatograf s chromatogramem [16]
1.3.1 Normalni a obracena faze LC

HPLC s normalni fazi (NP-HPLC) je technika, ktera se v souc¢asné dobé pouziva pouze
tehdy, jsou-li vysledky ziskané u LC s obracenou fazi neuspokojivé [17]. Stacionarni
faze je polarni a mobilni faze je nepolarni nebo stredné polarni. Méné polarni latky
se pohybuji rychleji a kolonu opoustéji drive, zatimco s rostouci polaritou se latky
pohybuji pomaleji [18]. Nejcastéji pouZivanou stacionarni fazi je silikagel a dale oxid
kiemicity nebo chemicky modifikovany silikagel. Mobilni fazi jsou vétSinou
nepolarni rozpoustédla (nebo jejich smési), jako je hexan, heptan, dichlormethan,
dichlorethan, diethylether nebo isopropylalkohol. NP-HPLC se pouZiva piredevsim
pro separaci polyaromatickych uhlovodik{, steroli, vitamin, chlorofylu a ceramidi

[17].

Vyhodou NP-HPLC je lepsi technika separace sloucenin, které se lisi v po¢tu nebo
charakteru funk¢nich skupin [18]. Nevyhodou je citlivost na vodu, ktera se muze
vazat na stacionarni fazi a snizit a¢innost separace a dale je pottreba zajistit vhodné

pH [17].

HPLC s obracenou fazi (RP-HPLC) vyuZiva nepolarni stacionarni fazi a polarni

mobilni fazi k oddéleni latek. Separace rozpusténych latek ve smési zavisi na jejich

vrvs

oproti latkadm s klesajici polaritou [18]. RozpusSténa smés se nejdiive aplikuje na
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sorbent v pritomnosti vodnych pufri a latky se eluuji pridanim organického
rozpoustédla k mobilni fazi. Eluce mize probihat bud’ izokraticky, kdy koncentrace
organického rozpoustédla zlistava konstantni, nebo gradientovou eluci, pti které se

mnoZstvi organického rozpoustédla zvysuje [19].

Kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC) je jinym pfistupem HPLC
pro separaci malych polarnich slou¢enin. HILIC vyuZiva stejné polarni stacionarni
faze jako NP-LC, ale mobilni faze je podobna mobilni fazi vyuzité v RP-LC [20].
JestliZe je vysoce polarni stacionarni faze v souladu s podminkami mobilni faze, je
schopna na své ploSe vytvaret vrstvu bohatou na vodu. Hydrofilni rozpusténé latky
jsou zadrzovany na zakladé jejich rozdéleni mezi vrstvu mobilni faze chudou na

vodu a mezi vrstvu stacionarni faze bohatou na vodu [21].

HILIC vykazuje nékolik vyhod v porovnani s NP-LC a RP-LC (Obrazek 13). HILIC je
vhodna pro analyzu sloucenin v komplexnich systémech. Ve vodné mobilni fazi
pouzivané v HILIC vykazuji polarni vzorky dobrou rozpustnost, oproti Spatné
rozpustnosti v mobilni fazi v NP-LC. Na rozdil od RP-LC, gradientova eluce HILIC
zaCina organickym rozpoustédlem s nizkou polaritou a eluuje polarni analyty diky

vodnému obsahu. HILIC dokaZe separovat rtizné neutralni i nabité latky [20].

H
High

sensitivily / w

HILIC v

E51-M5 /

sensitivity Reversed Phase

j

Mormal Phase \"
Low \\‘_ )

m.*rwiri'rir}'

Folar Analyte Polarity Apolar

Obrazek 13: Porovnani citlivosti technik NP-LC, RP-LC a HILIC z hlediska polarity
[22]

Typickymi staciondrnimi fazemi HILIC jsou oxid kremicity nebo kremicity gel

modifikovany polarnimi funkénimi skupinami. Mohou byt také pouZity stacionarni
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faze zaloZené na polymeru [20]. Mobilni faze zahrnuje polarni organicka
rozpoustédla misitelna s vodou, jako je acetonitril s malym mnozstvim vody. Dale se
mohou pouZit aproticka rozpoustédla misitelna s vodou, mezi ktera patii THF nebo

dioxan [20].

Separacni mechanismus HILIC je zaloZen na rozdéleni molekul analytu mezi mobilni
fazi bohatou na acetonitril (nebo jiné organické rozpoustédlo) a vodou obohacenou
vrstvu vstrebanou na povrchu hydrofilni stacionarni faze. Dochazi k separaci na
zakladé polarit slou¢enin a stupné solvatace. Cim vice je analyt hydrofilni, tim vice
se rozdélovaci rovnovaha posune smérem k vodni vrstvé na stacionarni fazi a tim se

zachova vice analytu [20].

Metabolomickd analyza LC/MS vyzaduje vysoce selektivni a acinné
chromatografické techniky [21]. Cilend i necilend metabolomika vyuZiva rznych
chromatografickych separaci. Nevhodna volba separace miuZe byt diisledkem
vylouceni, Spatného uchovani nebo netplného oddéleni zkoumanych analytd, coz
mize prodlouzit ¢as analyzy nebo zplsobit nespolehlivost vysledki. V cilené
metabolomické analyze LC/MS je pravé nejvhodnéjsi uziti HILIC [21]. Uzitim HILIC
se v biologickych vzorcich analyzuji polarni slouceniny s ndbojem i bez naboje,
ackoliv jsou vhodnéjsi rozpusténé latky, které naboj nemaji [20]. Biologické vzorky
pouzivané pri hledani metabolitli se pomoci této metody separuji jednoduseji,
protoZe metabolicky proces vede k prirtstku polarnich skupin ke zvysSeni eliminace
z bunécné tkané. Separace HILIC se velmi snadno kombinuje s riznymi detekénimi
technikami, mezi které patfi pravé MS. LC/MS analyza touto metodou vede
krychlému odpareni organického rozpoustédla zmobilni fiaze béhem
elektrosprejové ionizace [20]. Mezi nejvice analyzované polarni molekuly patri

sacharidy, aminokyseliny, proteiny, peptidy, nukleotidy a oligosacharidy [20].
1.4 Hmotnostni spektrometrie

MS, ve své nejjednodussi definici, vyuziva tvorby a detekce iontli oddélenych podle
poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Vysledkem detekce iontl je hmotnostni

spektrum, coz je zavislost relativni intenzity iontd na jejich poméru m/z [23].
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Obecné se hmotnostni spektrometry (Obrazek 3) skladaji ze tri zakladnich ¢asti.
lontovy zdroj prevadi neutralni molekuly na ionty plynné faze. Hmotnostni
analyzator oddéluje ionty podle poméru hmotnosti ku naboji (m/z) a detekcni

zarizeni zaznamenava intenzitu ionti [24].
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Obrazek 3: Schéma hmotnostniho spektrometru [25]

1.4.1 Ionizacni techniky

Prvni dlileZitou ¢asti hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj. Existuje nékolik
ionizacnich technik, avSak nejvice pouZivané ionizacni techniky pri metabolomické
analyze jsou predevsim elektrosprejova ionizace (electrospray ionization, ESI) a
ionizace laserem za Ucasti matrice (matrix assisted laser desorption ionization,
MALDI). Pro LC/MS analyzu obecné jsou vhodné navic i tyto techniky: chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure chemical ionization, APCI),

fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure photoionization, APPI).

vvvvv

Jedna se o mékkou ionizacni techniku pracujici za atmosférického tlaku [27].
Ionizace je mékka v tom smyslu, Ze analyzované latce zlistava mala zbytkova energie
a obecné pfi ionizaci nedochazi k fragmentaci [27]. ProtoZe elektrosprej ionizuje
molekuly primo z kapalné faze, je kompatibilni s chromatografickymi separa¢nimi
technikami pouZivanymi v analytické chemii [26]. Pri ESI se pouziva Siroka Skala
chemickych latek, které mohou byt ionizovany [26]. Nejlepsi odezva ESI je
pozorovana u analyti s ionizovatelnymi bazickymi nebo kyselymi polarnimi
funkénimi skupinami. HPLC spojena s ESI-MS (HPLC/ESI-MS) je velmi vykonnou
technikou schopnou analyzovat malé i velké molekuly riznych polarit v komplexni

smeési biologickych vzork [27].
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Mechanismus ESI je znazornén na Obrazku 4. Pri ionizaci vznikaji nabité kapic¢ky na
konci vodivé kapilary obsahujici roztok analytu. Rozpoustédlo z nabitych kapicek se
odparuje, dojde k opakovanym coulombickym explozim aZ vznikne ion plynné faze

[27].

odpareni uvolnéni iontu
rozpoustédia analytu
zmlzujici IONEY ’—" Q
plyn \lgl
rozpraseni 5 ohraty susici plyn
rozpoustedla .....

vstup do kapllary r‘m"l

Obrazek 4: lonizace elektrosprejem (ESI) [28]

APCI je dalsi mékkou ionizac¢ni technikou pouZzivanou v MS [29]. APCI vyuziva teplo
a zmlzujici plyn k vytvoreni aerosolu elu¢niho ¢inidla z LC systému. Pro analyzu
pomoci APCI by mély byt analyty, které jsou predmétem zajmu, tepelné stabilni pro
dosaZeni nejlepsich vysledki [30].

Podrobnéjsi popis mechanismu APCI je uveden na Obrazku 5. V APCI je vzorek
smisen s rozpousStédlem a Cerpan kapilarou uvniti nenabité kiemenné trubice, ve
které se vzorek prevede na aerosol a poté se odpaii za pomoci plynného dusiku a je
zahtivan na velmi vysokou teplotu (350-550 °C). K ionizaci molekul dochazi pomoci
koronového vyboje vloZzenim napéti na koronou jehlu. Vysledné ionty analytu jsou

vtazeny do hmotnostniho spektrometru pro detekci [31].

Spray temperature APCI source
sensor _ Skimmer
Heater N2 A
2
| ]
F=Poan N 120. 760 Torr | 10 “Torr
_> @c e " ——P» Analyzer

Nebulizer gas Pumping

Corona discharge

Obrazek 5: Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [32]
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Technika APCI se pouziva k analyze menSich, tepelné stabilnich mirné polarnich a

nepolarnich sloucenin, které neobsahuji zadna kysela nebo bazicka mista [31].

APPI je jednou z nejnovéjsich technik mékké ionizace MS. APPI-MS je zvlasté vhodna
pro analyzu vysoce nepolarnich nebo neutralnich sloucenin, které nemohou byt
ionizovany pomoci ESI nebo méné ucinné pomoci APCI. Technika je univerzalné;jsi,

robustnéjsi a citlivéjSi nez APCI vzhledem k vySsi toleranci na nepolarni mobilni fazi

a nizké pritokové rychlosti v aplikacich HPLC/MS [33].

Na Obrazku 6 je vidét mechanismus APPI. Kapalny roztok analytu a rozpoustédla se
odparuje pomoci rozprasovaciho plynu, jako je dusik, a vstupuje do ionizacni
komory pri atmosférickém tlaku. Zde je roztok vystaven ultrafialovému svétlu z

kryptonové lampy. Fotony emitované z této lampy maji specifickou troveni energie

-----

HPLC inlet

~ Nebulizer {sprayer)

-'{—1 H _~ Vaparizer (heater)
I

Nebulizing gas

uv lamp ::: Drying gas
N\ | : Lla ~
| RN - ——
I | B

Capillary

Obrazek 6: Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) [35]

ProtoZe rozpoustédlo spotiebovava fotony emitované zkryptonové lampy a
k primé ionizaci molekul analytu by doSlo jen s malou pravdépodobnosti, zavadi se
tzv. dopant. Dopant je latka, kterd zvySuje pocet iontd, ale jen v pripadé, je-li jeho
ionizaCni energie nizsi neZ energie fotonl z vyzarovaného svétla. Pridava se ve
vétsim mnoZstvi, neZ je mnoZstvi analytu, je ionizovan a poté funguje jako

mezic¢lanek mezi fotony a analytem. Jako dopant se pouZziva napriklad toluen [36].
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MALDI je metoda mékké ionizace, ktera poskytuje hmotnostni spektrum analytd s
minimalnim mnoZstvim fragmentace. MALDI-MS ma radu vyhod oproti béZnym
metodam, zahrnujici snadnou obsluhu, poskytnuti strukturdlni informace o
molekulach s vysokou priichodnosti, rychlosti, citlivosti a presnosti [37]. VyuZiva se
pro analyzu rznych biomolekul, vcetné peptid, proteini, DNA, RNA,

oligonukleotidd, oligosacharidl a polymert [37].

Pri ionizaci je vzorek rozpustén ve vhodném rozpoustédle a smisen s nadbytkem
vhodné matrice v podobé organické sloucCeniny. Nasledné je roztok nanesen na
desticku a suSen na vzduchu (nebo pod proudem plynného dusiku). Vzorek
krystalizuje s matrici. SloZky ve smési jsou prevedeny do plynné faze laserovym
paprskem, coZ vede k desorpci a ionizaci analytu a generuji se protonované ionty ze
vzorku, které jsou nasledné detekovany a méreny hmotnostnim analyzatorem [38].

Popis ionizace je uveden i na Obrazku 7.

) To mass
spectrometer
|

sample plate extraction

Obrazek 7: lonizace laserem za ticasti matrice (MALDI) [39]

1.4.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostn{ analyzator je soucasti pristroje, ve kterém jsou déleny ionty na zakladé
jejich hodnot m/z. V hmotnostnim spektrometru je izolace iontd obvykle Fizena
riznymi fyzikalnimi principy, ackoliv tradi¢ni analyzatory, jmenovité magnetické
sektory, vyuzivaji magnetické pole, které ovliviiuje separaci ionti [38]. Mezi
nejpouzivanéjs$i hmotnostni analyzatory patii analyzator doby letu (time of flight,

TOF), kvadrupo6lovy analyzator (quadrupole, Q), iontova past (ion trap, IT), iontova
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cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (Fourier transform ion
cyclotrone resonance, FTICR) a orbitrap. AvSak nejpouZivanéjsi hmotnostni
analyzatory pouZivané pro metabolomickou analyzu spojenou s kapalinovou
chromatografii jsou trojity kvadrupdl (QqQ), hybridni analyzator QqTOF, iontova

cyklotronova rezonance (ICR) a jiZ zminovany orbitrap.

TOF oddéluje ionty riiznych m/z pomoci jejich odlisSné doby letu [40]. Po pocatecnim
urychleni v elektrickém poli se ionty z iontového zdroje pohybuji letovou trubici
(Obrazek 8) v oblasti bez pole. V letové trubici dochazi k oddéleni iontd. Na druhém
konci letové trubice se ionty dostavaji do detektoru. Méri se Cas potiebny k presunu
v oblasti mezi zdrojem a detektorem. lonty s niZ$i hodnotou m/z se k detektoru
dostavaji rychleji [41].
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Obrazek 8: Pohyb iontli z iontového zdroje k detektoru v TOF analyzatoru [42]

Mezi vyhody TOF patii rychlost, s jakou lze snadno ziskat spektrum. Kompletni
spektrum miizZe byt ziskano kazdych nékolik mikrosekund. Druhou vyhodou je, Ze
hmotnostni spektrum muze byt zaznamenano pro kazdy pohybujici se iont. Hlavni

nevyhodou TOF analyzatoru je omezena rozliSovaci schopnost [41].

Kvadrupdl je zarizeni, které vyuziva stabilitu trajektorie iontu v oscilujicim
elektrickém poli k oddéleni iontd podle jejich pomért m/z [43]. Analyzator se
sklada ze ctyr paralelnich elektrickych tyci s kruhovym priifezem. Na dvé z téchto
tyCi plisobi stejnosmérné napéti a na dalsi dvé ptlisobi stiidavé napéti. lonty
z iontového zdroje jsou pulzovany smérem ke kvadrupdlu. Pii prichodu mezi
tyCemi (Obrazek 9) se pozitivné nabité ionty pohybuji ve sméru zaporné nabité tyce,

po zméné polarity se zméni jejich smér drahy pohybu. Dojde k oscilaci a k detektoru
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projdou pouze stabilni ionty o vhodném poméru m/z. Zbyvajici ionty narazi do

jedné z tyci [38].

TO
DETECTOR

quadrupole rods

exit slit
IONS V== (to detector)
ion with a
stable trajectory
(detected)
ion with an
unstable trajectory
(not detected)

source slit

Obrazek 9: Priichod iontl kvadrupdlovym analyzatorem [44]

Hlavni vyhody kvadrupdlovych analyzatort jsou relativné nizké ndklady, malé
rozméry, robustnost a snadnd udrZzba. Nevyhodou je omezend moZnost

hmotnostniho rozsahu [38].

IT je zarizeni, které zadrZuje ionty pomoci radiofrekvencniho elektrického pole. IT

miZe byt rozdélena na 3D iontovou past a 2D iontovou past [43].

IT (Obrazek 10) je tvorena tremi elektrodami. Prstencova elektroda je umisténa
symetricky mezi dvéma koncovymi elektrodami. IT mtze byt popsana jako malé
zatizeni pro uchovavani iontdi, které jsou smérovany ke stiedu pasti, kde jsou
zadrzovany heliovym plynem [45]. Helium odstranuje nadbytec¢nou energii z iontf,
kterd vznika pti vypuzovani iont z pasti na zakladé riznych poméri m/z. lonty jsou

vypuzovany pies koncovou elektrodu k detektoru [43].
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Obrazek 10: Schéma iontové pasti [46]
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FTICR nabizi nejvyssi spravnost méreni a rozliSovaci schopnost m/z ze vSech
stavajicich technik MS [47]. Zatimco vétSina hmotnostnich analyzatord, jako je
kvadrupol, IT nebo TOF vyzaduji destruktivni detektory, ve Fourierové transformaci

(FT) se pouZiva nedestruktivni detek¢ni rezim [48].

lonty ziontového zdroje sméruji k oblasti ultra vysokého vakua a do cely ICR
(Obrazek 11), ve které se nachazi homogenni magneticka oblast supravodivého
magnetu [47]. Zacinaji se pohybovat po cykloidalnich trajektoriich v homogennim
magnetickém poli. Na koncové elektrody je aplikovano nizké elektrostatické pole,
aby se minimalizovala ztrata iontd, které by mohly uniknout podél osy
magnetického pole. lonty jsou excitovany, maji vétSi polomér a pii pribliZeni
k detek¢ni desce se na né generuje stiidavy proud. Proud z excitovanych iontt je

detekovan a vysledny signdl je preveden pomoci FT na hmotnostni spektrum [48].

Detection plates

Orbiting ions

Excitation plates

B, magnetic field

Injection of ions along Z-axis

Obrazek 11: Schéma FTICR cely [49]

Orbitrap (Obrazek 12) je elektrostaticka iontova past, ktera vyuziva FT k ziskani
hmotnostniho spektra [43]. Sklada se z centralni vietenovité elektrody, nachazejici
se kolem osy. Elektroda je udrzovana pod vysokym napétim kvili zachytavani iontd.
V analyzatoru se dale nachazi vnéjsi elektroda rozdélena na dvé poloviny [48].
Elektrody vytvareji elektrické pole, které je nehomogenni ve dvou smeérech.
Elektrostatické pole pritahuje ionty k centralni elektrodé, zaroven ale odstrediva
sila kompenzuje silu vytvorenou elektrostatickym polem, aby byla zajisténa
tangencialni rychlost iontt [48]. Pti pohybu iontl s vhodnou kinetickou energii se

vytvari stabilni trajektorie tvorend rotaci kolem centralni elektrody, oscilaci kolem
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osy a majici tvar spiraly. Frekvence kmiti p¥i oscilaci stanovuje pomér m/z [48]. Po
zesileni indukovaného proudu z vnéjsich elektrod miize byt frekvence kmiti piimo
detekovana v detektoru. Po Sirokopasmové detekci se ziska m/z spektrum pomoci

FT [48].

Induced-current
signal

Obrazek 12: Schéma Orbitrapu, centrdlni elektroda (1), dvé poloviny vnéjsi
elektrody (2, 3), zesileni indukovaného proudu k digitdlnimu zpracovani a ziskani
hmotnostniho spektra zachycenych iontt (4) [50 s. 1]

QgQ patri mezi tandemovy hmotnostni spektrometr. Velké Q znac¢i kvadrupol a malé

q znaci kolizni celu. Jak jiZ nazev vypovida, obsahuje celkem tti kvadrupoély [38].

Konkrétni ionty jsou nejdrive filtrovany pomoci prvniho kvadrupélu. Poté prechazi
do kolizni cely, kterou je druhy kvadrupdl. V ném dochazi ke kolizi s proudem
inertniho plynu (nejcastéji hélium, dusik, argon nebo xenon). Nasledkem kolize
dojde k nariistu energie a nastane fragmentace ionti [38]. Ve tietim kvadrupdlu jsou

ionty analyzovany a prechazi do detektoru [43].

Pro analyzu pifedem stanovenych soubori metabolitli je QqQ vhodnym a Siroce
pouzivanym analyzatorem. Profilovani metaboliti pomoci hmotnostniho
spektrometru QqQ miiZe provést cilenou analyzu pomérné malého poctu sloucenin.
Prestoze profilovani metaboliti pomoci QgqQ poskytuje informace o pouze
omezeném poctu sloucenin, hlavni vyhodou tohoto ptistupu je to, Ze identifikace
metabolitli je vykonana efektivné [51]. NejCastéji je cilend analyza provadéna
v rezimu monitorovani iontovych reakci (MRM). MRM zvySuje selektivitu a citlivost.

Vysledné udaje jsou potom snadno interpretovany v porovnani s udaji z necilené
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analyzy. Nevyhodou prace v rezZimu MRM je to, Ze poskytuje pouze uzké (cilené)
pokryti metabolomu [52]. QqQ je kromé vysokeé citlivosti, kvantitativni spolehlivosti
a odolnosti také levnéjsi nez ostatni hmotnostni spektrometry, které se pouzivaji

pro necilenou metabolomiku [52].

Nékteré hmotnostni spektrometry jsou kombinaci nékolika typl analyzatord.
Pristroje se poté nazyvaji hybridni. Cilem hybridniho pristroje je kombinace
prednosti analyzatori a zaroven vyvarovani jejich slabych stranek, takze
s hybridnimi analyzatory lze dosdhnout lepSich vysledkd neZz s izolovanym
analyzatorem. Hybridni analyzatory jsou symbolizovany kombinaci pisemnych

zkratek podle poradi, v jakém ionty prochazeji analyzatorem [43].

QgTOF hybridni analyzator lze popsat jako trojity kvadrupdl, u kterého je treti
kvadrupo6l nahrazen TOF analyzatorem nebo jako pridavek kvadrupoélového
analyzatoru s Kolizi analyzatoru TOF [43]. Velké Q opét znaci kvadrupdl a malé q

znaci kolizni celu stejné jako u QqQ [38].

Vprvnim kvadrupélu jsou ionty filtrovany na konkrétni ionty, které jsou
predmétem zajmu. Poté jsou urychleny a dostavaji se do kolizni cely, kde se podrobi
fragmentaci zpiisobenou kolizi s proudem neutralniho plynu (obvykle argonem
nebo dusikem). Vysledné fragmentové i zbyvajiciionty jsou i nadale vystaveny kolizi
pred TOF analyzou [43] za Ucelem generovani dalSich iontd k urceni spravného
hmotnostniho spektra. Tento proces zlepsuje strukturalni objasnéni a schopnost

identifikovat molekuly [53].

Vyhody hybridniho QqTOF analyzatoru zahrnuji snadné ovladani, vysokou presnost

méreni a aZ 100nasobné zvysSeni citlivosti ve srovnani s QqQ [38].
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2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je vypracovani literarni reserse na téma metabolomicka
analyza biologickych vzorki pomoci kapalinové chromatografie a hmotnostni

spektrometrie.
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3 Resersni cast

Metabolomicka analyza je kategorizovana do dvou komplementarnich metod: cilena
a necilend analyza. Cileny pristup se zaméfuje na identifikaci a kvantifikaci
vybranych metabolitii (nebo tfidy metabolitli), jako napiiklad substraty enzymu
primé produkty bilkovin, konkrétni tiidy sloucenin nebo metabolity urcitych drah.
V cileném pristupu jsou chemické vlastnosti zkoumanych sloucenin znamé. Zatimco
cileny pristup je obvykle rizeny hypotézou, necilena analyza miize vytvorit novou
hypotézu pro pokrocilejsi testy mérenim (idealné) vSech metabolitli biologického
systému. Pracovni postup metabolomické studie je zaméfen na porovnani nékolika
biologickych skupin k identifikaci metabolitli, které jsou vyznamné pozménény.
ZacCina se necilenou analyzou monitorovanim potencialnich metabolit(, které jsou
predmétem zajmu. Tyto metabolity se poté podrobi identifikaci metabolitu,

kvantifikaci, funk¢nimu objasnéni a analyze cest [54].

Spojenim separacni techniky s MS Ize ziskat hmotnostni spektrum izolovaného

produktu [43].

LC/MS ma rostouci popularitu jako platforma pro metabolomické studie kvtili své
vysoké vykonnosti, mékké ionizaci a dobrému pokryti metabolitd. Uspéch
metabolomické studie na bazi LC/MS cCasto zavisi na mnoha experimentalnich,

analytickych a vypocetnich krocich [54].
3.1 Metabolomické pristupy

Kvantitativni odhad kompletni sady bunécnych metabolitli je zvlasté vhodny pro
zrcadleni buné¢ného metabolismu a jeho flexibilitu za rtiznych podminek. Tradi¢né
jsou kvantifikovdny malé skupiny metaboliti v cilenych metabolomickych
pristupech. Vyvoj separacnich technologii spojenych s identifikaci molekul s nizkou
molekulovou hmotnosti umoznuje v soucasné dobé profilovat stovky metaboliti

riznorodé chemické povahy [55].

Mezi metabolomické pristupy patri: cilena analyza, profilovani, analyza otisku palce,

analyza otisku stopy a metabonomicka analyza [55].
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Cilena analyza ma za cil mérit predem definovanou skupinu biochemicky
charakterizovanych a interpretovanych metaboliti (podskupinu metabolomu).
Toto sniZené pokryti metabolomu znamend, Ze cilend metabolomika zavisi na
znalosti metabolitli a jejich biochemickych cestach, které brani objevu novych

metabolickych poruch [7].

Metabolicka cilend analyza je zamérena na analyzu metabolitd, které spliiuji béZné
funkce nebo se podileji na definovanych cilovych procesech [55]. Cilena analyza je
nejrozsirenéjsi technikou s aplikaci ve vSech oblastech biologického vyzkumu. Pro
srovnavaci analyzu ve studiich funk¢ni genomiky ma vsak cilena analyza pouze
omezené pouziti, protoze urovné cilovych analyti mohou byt pozménény
neocCekavanymi ucinky, které nelze pochopit bez komplexnéjsich pristupi. Proto je
zapotrebi Sirsi analyzy metabolickych zmén, aby se omezila nadmérna interpretace

dat [56].

Metabolické profilovani zahrnuje pristupy vyuzivajici spektra metaboliti pro
diferenciaci druhii nebo fenotypt [55]. NejCastéji se termin metabolické profilovani
vztahuje na katabolickou degradaci urcité slouceniny v organismu. Aby bylo mozné
podrobné studovat tyto degradacni cesty, lze paralelné sledovat nékolik
analytickych pristupli. Nejcastéji se urcuji metabolické profily ve farmaceutickém

vyzkumu, kviili sledovani metabolického osudu podavanych 1ékt [56].

Analyza otisku palce je rychla, necilena a vysoce vykonna metoda pro kvantitativni
stanoventi (celého) spektra bunécného metabolitu, metabolomu. Tato technologie je
v soucasné dobé vétSinou pouzivana ke globalni charakterizaci metabolickych zmén
v rlznych kultivacnich (environmentalnich) podminkidch nebo genetickych
podminkach [55]. Metoda je mimorddné uZitecnd pro rychlé sledovani zmén
metabolismu za rtznych ristovych podminek nebo v riznych genetickych
podminkach. Rist a metabolické aktivity jsou urcovany a ovlivnény riiznymi faktory
prostiredi, jako je napriklad svétlo, teplota a dostupnost rtznych zdroji uhliku.
Nékteré metabolické cesty budou pravdépodobné vice ¢i méné aktivni za urcitych

podminek [55].

Analyza otisku stopy se Casto pouZiva pro metabolomové analyzy extracelularnich

sloucenin v ristovych médiich. Kumulace sloucenin v okolnim médiu miiZe vyplyvat
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z jejich exsudace, tj. uvolnéni latek pres definované transportéry nebo kanaly nebo
(¢aste¢nou) bunécnou lyzu [55]. Metabolickd analyza otisku stopy muze byt v
soucasné dobé provadéna ve vysoce vykonném rezimu, ktery kombinuje stabilni

znaceni izotopd s modernimi analytickymi nastroji, jako je napiiklad LC/MS [55].

Metabonomika je definovdna jako studie metabolické odezvy organisml na
choroby, zmény Zivotniho prostredi nebo genetickou modifikaci a ukazala se jako
predni technologie v Ffadé oblasti, vCetné biologie a mediciny, pricemz se objevuji
nové oblasti, jako je farmakometabonomika uzptsobena mediciné [57] (schopnost
predpovédét reakci 1€kt pred tim, nez dojde k davkovani) a oblast prediktivni

metabonomiky, ktera vznikla nedavno [58].

Metabonomické studie se obvykle provadéji bud NMR, nebo technikou MS, jako je
LC/MS, s cilem ziskat informace o identitdch a mnoZstvich metabolitli v konkrétnim
vzorku. Studie se provadéji bud' cilené, kde se méri predem definovana sada
metabolitl, nebo necilenym zplsobem, kde nejsou uvedeny zadné piredem
definované metabolity. Vybér pouZité analytické technologie casto zavisi na

konkrétnich pozadavcich studia [57].
3.2 Priprava vzorku

Postup pripravy vzorku je zasadni pro detekci metabolitl, které se prirozené
vyskytuji v biologickém vzorku. Volba metody pripravy vzorku ovliviiuje jak
sledovany profil metabolitu, tak i kvalitu udajt. Z tohoto divodu by mél byt idealni
protokol pro ptipravu vzorku co nejvice neselektivni, aby bylo zajiSténo primérené
pokryti metaboliti. Priprava vzorku by meéla byt jednoducha a rychlg, aby
umoznovala vysoky vykon a byla zajiSténa stabilita vétSiny sloucenin. Ptiprava
metaboliti silné zavisi na typu biologického média a také na chemickych

strukturach a typech metabolit(i, které maji byt prednostné detekovany [59].

Obecny popis pripravy vzorku je nasledujici: zhaSeni buné¢ného metabolismu,

extrakce intracelularnich a extracelularnich metabolit a zakoncentrovani vzorku.
3.2.1 Zhaseni bunécé¢ného metabolismu

V dobé odbéru vzorkl se metabolity mohou rychle ménit, pokud nejsou vzorky
okamzité zhaseny. Obvyklym prostifedkem pro metabolické zhaseni biologickych
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vzorkl je zmrazeni suchym ledem nebo kapalnym dusikem. Zmrazovani tekutym
dusikem je ucinnéjsi diky jeho vyrazné nizsi teploté (-196 °C) v porovnani se suchym
ledem (-78,5 °C). Pomalé zmrazovani (dokonce i v rozmezi 10 sekund) mtze vést ke
zménam nestalych metabolitl. Tento aspekt musi byt povazovan za minimalni pri
vzorkovani, zejména u metabolicky aktivnich silnych vzorkd. Pro zhaseni
objemnych tkani je zmrazeni kapalnym dusikem metodou, pti které dojde béhem

nékolika sekund k zastaveni metabolismu [60].

Metabolické zhaSeni rychlou homogenizaci objemnych tkani v ledové chladné
kyseliné chloristé 0,6 M ukazalo, Ze poskytuje profily metabolitli srovnatelné se
zhaSenim v tekutém dusiku. I kdyZ je to vhodna metoda, vylucuje se moZnost sdileni
tkani pro extrakci RNA nebo DNA pro transkriptomovou nebo genomovou analyzu,
protozZe extrémné nizké pH kyseliny chloristé odbourava nékteré metabolity jako
napriklad askorbat nebo vysoce energetické fosfitové metabolity. Postup
odstranovani Kkyseliny chloristé titraci pomoci hydroxidu draselného nebo

uhli¢itanu draselného je také ¢asové narocny [60].

Pro adherentni buiiky savcti na kultivac¢nich plotnach je zhaseni pfimym zmrazenim
nepraktické. Bunky je tfeba vyjmout z komponenty média pred zhasenim, cehoZz lze
dosahnout rychlym proplachnutim bunék v ledové chladném PBS (fosfatovy roztok
s chloridem sodnym), ndslednym rozpousténim v chladném acetonitrilu (napft. -20
°C) nebo methanolu (napt. -80 °C). Avsak tato metoda bunécného zhaSeni neni
vhodna pro potlaceni rychle rostoucich mikrobii, coz vyzaduje mnohem rychlejsi
manipulaci pred zmrazenim. Celé médium se zha$i studenym nebo horkym
rozpoustédlem (napt. studeny 60 % methanol nebo horky 90 % ethanol) pred
separaci bunék rychlymi filtracnimi metodami. Pfimé ochlazovani média je rychlé,
ma vSak nevyhodu, Ze kontaminuje nizkou hladinu bunéénych metaboliti se stiedni
hladinou. ZhaSeni methanolem spojené se separaci bunék miiZe tento problém
obejit, ale dojde k vyznamné ztraté (> 60 %) bunécénych metaboliti v dlisledku
nespecifického uniku. Pouzitim pufrovanych uhlovodikovych rozpoustédel nebo
izotonického promyvaciho roztoku spojeného s rychlou filtraci bylo zjiSténo, Ze se

obnovi relativné vysoké hladiny bunécnych metaboliti [60].

Teplota a pH jsou také diilezitymi faktory pri potlaCeni biologické aktivity pred
extrakci metabolitd [61].
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3.2.2 Extrakce intracelularnich a extracelularnich metabolitu

Uspésna extrakce metabolitd je kritickym krokem v profilovani metabolitd.
Optimalizaci extrakce metabolitii 1ze zlepsSit rozsah a kvantitativni kapacitu
metabolomickych studii [61]. Rlizné metody extrakce metaboliti maji za nasledek
riazné vytézky metabolitd. Jednoduché modifikace, jako je zména teploty nebo
sloZeni extrakéniho rozpoustédla, budou mit vliv na metabolity, které mohou byt
detekovany a studovany, zatimco specialni extrakéni metody jsou vyzadovany pro
studium specifickych metabolitli, jako jsou lipidy a metabolity podilejici se na
metabolismu uhliku. Protokol pro extrakci metaboliti proto hraje mimoradné
dtlezitou roli pii ur¢ovani rozsahu metabolitt, které Ize studovat. Lepsi pochopeni
extrakcnich parametri umozni optimalizaci protokolli extrakce metabolitli, coz

vede k robustnéjsim metabolomickym studiim [61].

Aby bylo moZné identifikovat a kvantifikovat intracelularni metabolity, je nezbytné
extrahovat metabolity z intracelularniho oddilu. Toho se obvykle dosahuje pouzitim
extrak¢nich rozpoustédel (organickych, anorganickych nevodnych nebo smési
téchto dvou), které c¢ini obal bunky porézni nebo propustny, coZ umoziiuje
pronikani téchto rozpousStédel do intracelularntho média a lepSi extrakci
intracelularnich metabolitli. Tento proces také pomaha oddélit "malé" metabolity
od makromolekul, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny. Uplné pieru$eni buné¢né
stény je zbytecné a ve vétsiné piipadi je nezadouci, protoze by vedlo k uvolnéni jak
malych, tak velkych molekul do extrakéniho roztoku a metabolomika je zamérena

pouze na analyzu malych molekul [5].

Pro pripravu intracelularnich vzorkli mohou byt pouZzity rizné enzymatické,
mechanické a chemické latky. Aplikace enzymovych i fyzikdlnich c¢inidel je v
metabolomice pomérné omezena kviili jejich schopnosti degradovat polymerni
slozky bunécného obalu a zplsobit Unik velkych molekul. Nékteré z téchto
enzymaticko-fyzikalnich metod mohou byt kombinovany s chemickymi metodami

pro zlepsSeni extrak¢niho procesu [5].

NejrozsirenéjSi metody extrakce intraceluldrnich metabolitli jsou zaloZeny na
aplikaci chemickych latek. Metabolity jsou obecné rozdéleny mezi dvé faze podle

jejich rozdélovacich koeficientli, rozpustnosti, teploty rozpoustédla a relativnich
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objemi fazi. Cilem je koncentrace metaboliti v jedné fazi, kterou lze dosdhnout

pouzitim chemickych ¢inidel [5].

Pii vybéru vhodného chemického cCinidla je tfeba vzit v vahu miru extrakce
metabolitli spojenou s touto specifickou chemikalii. Miry extrakce se mohou ménit
v zavislosti na rychlosti difize ve dvou fazich, které by umoznily, aby se
rozpoustédlo dostalo do bunécného obalu pro extrakci intracelularnich metabolitfi.
Vysledkem je, Ze rychlost extrakce chemického cinidla je také primo spojena se
stupném permeabilizace bunék. Proto vybér chemickych latek a podminek extrakce

zavisi na typu cilenych bunék a na sledovanych skupinach metabolitti [5].

Mnoho chemickych metod extrakce jednoduSe sméfruje k extrakci nékolika
metabolitl (napf. mastnych kyselin, aminokyselin). Nicméné idealni metabolomicka
analyza je zameérena na extrakci co nejvice tfid a druhli metaboliti. Proto
metabolomicka komunita zddraznila nutnost pripadné pouzit vice metod extrakce,
aby se ziskal co mozna nejkomplexnéjsi profil intraceluldarniho metabolitu [5]. Pro
extrakci intracelularnich metabolitii se Siroce pouzivaji jak polarni (napf. methanol
nebo ethanol), tak nepolarni (napft. ethylacetat, hexan a chloroform) organicka
rozpoustédla. Organicka rozpoustédla maji schopnost oslabovat bunécnou sténu,
proteiny a lipidy buné¢né membrany, proto mohou vytvaret péry v bunécném obalu.
Intracelularni metabolity se potom uvolni pfes péry a extrahuji do organického

rozpoustédla [5].

Déle se pro extrakci metabolitli z rostlinnych a Zivocisnych bunék ¢asto pouzivaji
mechanické metody jako nap¥. ultrasonikace, mikrovinna trouba, French press nebo

rucni mleti [5].

Extracelularni metabolity mohou byt rozdéleny nesmisitelnymi rozpoustédly, avSak
pouziti rozpoustédel pii extrakci metaboliti z extracelularnich médii mezi
kapalinou a kapalinou je velmi namahavé a ¢asové narocné, coZ je nepopularni pro
profilovani metabolitii. Také je znamo, Ze tento pristup ma za nasledek nedplné
oddéleni fazi a niZ$i miru obnovy. Kromé toho tento typ separace také vyzaduje

pouziti velkého mnoZstvi sklenéného nadobi a organickych rozpoustédel [62].

Lepsi extrakce metaboliti se dosahuje extrakci na pevné fazi (SPE) s pouzitim

kolony k zachyceni metabolitti, které jsou piredmétem zajmu. Selektivni solubilizace
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je také Siroce pouzivana metoda pro analyzu extracelularnich metabolitl v roztoku.
Existuji vSak dvé bézné pouzivané metody pro separaci cilenych metabolitti, které

jsou pritomny v roztoku, a to SPE a mikroextrakce na pevné fazi (SPME) [62].
3.2.3 Zakoncentrovani vzorku

Vzorky ziskané béhem extrakce intracelularnich metaboliti a nékterych
extraceluldrnich metabolitd jsou typicky ziedéné. Piredtim, nez dojde k analyze
vzork(, musi byt rozpoustédlo nebo rozpoustédla ¢astecné nebo zcela odstranény

ze vzorku [63].

SuSeni mrazem neboli lyofilizace se bézné pouZziva k odstranéni vody, aby se
zabranilo tepelné degradaci. Proces lyofilizace sestdvd ze zmrazeni vzorku a
nasledného odstranéni rozpoustédla sublimaci. Tato metoda kombinuje vyhodu
hlubokého zmrazeni a dehydratace. Metabolity jsou stabilizovany neagresivni
technologii, aby se zabranilo uniku tepla. SuSeni mrazem je relativné casové
narocné. Mechanismy jsou komplexni, diky nim se dosahne lyofilizace urcitého
vzorku. Pro ziskani vétsi rychlosti suSeni obecné plati, Ze vétsi plochy jsou

preferovany pred tlustSimi vrstvami ledu [63].

Nevodné extrakty mohou byt koncentrovany odparenim rozpoustédla. Odparovani
organickych rozpoustédel se zda byt velmi spolehlivou metodou pro koncentrovani
vzorkl obsahujicich primarni metabolity. Proces je velmi rychly, a proto dochazi
k minimalnim ztratam tepelnou degradaci. Tento postup neni vhodny pro vodné
vzorky, jelikoZ trva dlouho, neZ se voda vysusi pod vakuem a je ¢asto nutné vzorky
zahtivat. Nicméné odparovani rozpousStédel ma nékolik vyhod pred lyofilizaci,

protoZe je rychlejsi a méné agresivni [63].
3.3 Metabolomicka analyza LC/MS

Nejcastéji zkoumanymi biologickymi vzorky jsou napt. mo¢, krev, tukova tkan [53],
burniky a zvitreci tkané [64] nebo ¢asti rostlin [65]. Analyzovany jsou rizné druhy
metabolitli, zahrnujici metabolity z hlavnich metabolickych drah, véetné glykolyzy,
metabolismu nukleotidii a aminokyselin [66], dile ceramidy, triacylglyceroly,
fosfolipidy [67] a mnoho dalSich metabolitli. Separace probiha vzdy za urcitych

podminek teploty, pH, priitoku mobilni faze a objemu analyzovaného vzorku [64].

34



VyuZivaji se rozmanité typy kolon, chemicky modifikovany silikagel s C18, C8, NH2
atd.

Pro priklad uvadim konkrétni metabolomickou analyzu, ve které byly analyzovany
vzorky lidské krve a moci. Cilem bylo nalézt nejvhodnéjsi typy kolon pro analyzu
v HILIC a RPLC moédu [68]. Vzorky moci, krve a standardni smési pro HILIC-MS a
RPLC byly po pripravé analyzovany systémem HPLC/MS s Q-TOF a ESI [68]. Pro
HILIC bylo porovnavano 5 typi kolon: BEH amide, BEH HILIC, Hypersil GOLD HILIC,
Syncronic HILIC a ZIC-HILIC. Mobilni faze A se skladala z octanu amonného a smési
acetonitrilu a vody a mobilni faze B se sklddala z octanu amonného a smési
acetonitrilu a vody v jiném poméru [68]. Pro RPLC bylo porovnavano 5 typu kolon:
Hypersil GOLD, Hypersil GOLD aq, BEH C18, Kinetix a Zorbax SB. Mobilni faze A se
skladala z kyseliny octové ve vodé a mobilni faze B se skladala z methanolu
s kyselinou octovou [68]. Pomoci software byla na zakladé reten¢niho Casu, tvaru
piku a signdlu MS ziskdna data metaboliti. Bylo provedeno nékolik analyz za
riznych podminek pH a porovnano se standardy. Zjistilo se, Ze analyza v HILIC-MS
modu poskytuje optimalni vysledky pro analyzu hydrofilnich metabolitli. Nejvétsi
zastoupeni mély organické kyseliny a derivaty, aminokyseliny a konjugaty. Kolony
pro RPLC-MS byly celkové hydrofobnéjsi, coZ neni optimalni pro pokryti metabolitd,
nebot vétsina metabolitli obsazenych v krvi je hydrofobnich (napf. lipidy, mastné
kyseliny) a tak nemohou byt eluovany z vice hydrofobnich kolon. RPLC-MS by byla
dobfe vyuzivana v necilené metabolomické analyze. Nejlépe rozpoznatelnymi
metabolity v RPLC-MS byly organické kyseliny a derivaty, aminokyseliny a
konjugaty, alkoholy a indoly [68]. Pfi kombinaci HILIC a RPLC-MS v pozitivnich i
negativnich rezimech ESI se vmoci i plazmé rozsitilo pokryti metabolomu diky
tomu, Ze metabolity, které nebyly detekovatelné v HILIC, byly detekovatelné
v RPLC-MS a naopak [68].

Jinym prikladem je analyza mySiho mozku pomoci HILIC-MS s ESI ke kvantifikaci
Sirokého spektra lipidii a metaboliti rozpustnych ve vodé [69]. Vzorky mysich
mozki byly po pripravé analyzovany systémem UHPLC/MS s Q-TOF analyzatorem,
ESI ionizaci a kolonou na bazi amind Luna Aminopropyl. Mobilni faze A se skladala
z octanu amonného a hydroxidu amonného ve vodé a mobilni faze B se skladala

z acetonitrilu [69]. Profilovani bylo provedeno v negativnim ioniza¢nim reZimu.
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Poté bylo provedeno zpracovani dat a jejich analyza. HILIC umoznila detekci
nékolika lipidovych metabolit a metabolitl rozpustnych ve vodé. Byly detekovany
napt. fosfolipidy, nukleotidy, aminokyseliny a neuropeptidy. Zjistilo se, Ze v riznych

castech mozku se objevuji jiné typy metabolitl [69].

Piikladem rostlinné metabolomické analyzy je zkoumani metabolické reakce listli
dvou vyslechténych odrid vinné révy za nedostatku vody po dobu 5 tydnd. Listy
byly analyzovany profilovanim jejich primarnich a sekundarnich metabolitli [70]. Po
odebranti listd a po jejich pripravé byly vzorky analyzovany systémem UHPLC/MS
s Q-TOF a ESI vnegativnim zdznamu ionti. Chromatografickd separace byla
provedena na koloné Acquity UPLC BEH C18. Mobilni faze A se skladala z vody,
acetonitrilu a kyseliny mravenci a mobilni faze B se skladala z kyseliny mravenci
v acetonitrilu [70]. Data byla nasledné zpracovana a statisticky analyzovana.
Vysledkem byly zmény v mnozZstvi a poctu zmeénénych metabolitli. Primarni
metabolity byly vyznamné citlivéjSi oproti sekundarnim metabolitim. Zmény
primarniho metabolismu byly spojené svodnim stresem, zatimco zmény
bylo zjisténo, Ze doslo k poklesu uhliku v poméru k dusiku, protoZe pri reakci na

stres se zvySuje biosyntéza aminokyselin na ikor metabolitt uhliku. [70].
3.4 Zpracovani dat metabolomické analyzy

Po pripravé vzorku, chromatografické separaci a detekci metaboliti hmotnostnim
spektrometrem nastava zpracovani dat. Data jsou ziskana na zdkladé hmotnostné-
spektrometrického chromatogramu (Obrazek 14), ktery prinasi informace o m/z,
retencnim case a jejich intenzité metabolitli. Tato data musi byt nejprve upravena
filtrovanim, detekci a sjednocenim prislusnych znaki, vyrovnanim signalti, extrakci
hmotnostnich spekter a normalizaci dat [71]. Existuje nékolik softwarovych
programt, mezi které patii XCMS, MZmine 2 a MAVEN, které identifikuji piky,
srovnavaji retencni ¢asy a ziskavaji informace o aduktovych a izotopickych iontech

[72].
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Obrazek 14: Priklad chromatogramu, 1, 2, 3 - piky, tM — mrtvy €as [16]

Pocatecnim krokem pfi identifikaci a kvantifikaci prislusnych signald pro ziskani
informaci je detekce a zarovnani pikt [71]. Pri detekci je dilezity pomér signalu a
Sumu, protoZe pouze piky, které maji vysokou hodnotu Sumu, jsou oznacené za piky,
které lze jednoznacné detekovat [72]. Ve vzorcich musi byt piky porovnavany, aby
bylo mozné vypocitat odchylky reten¢niho casu a intenzity ionti [73]. DalSim
krokem je extrakce hmotnostnich spekter sloucenin. Tento krok sniZuje slozitost dat
identifikaci m/z signall stejnych sloucenin a poskytuje zdkladni informace potiebné
pro stru¢nou charakteristiku metabolitti [71]. Poslednim krokem je normalizace dat
vedouci kodstranéni vyznamnych odchylek pii pripravé vzorku [71]. Nutnou
soucasti je korigovani intenzit kazdého prvku kvili chemickému driftu. Drift vznika
vdisledku zmén signalu, které vznikaji pri analyze metabolitd [72]. DalSim
problémem mohou byt chybéjici hodnoty v podobé nulové intenzity. Re$enim je

zvySena citlivost detekce MS [72].

Poté dochazi ke statistické analyze dat. Metabolomicka data jsou charakterizovana
tim, Ze chybné odchylky nejsou konstantni a rozdily velikosti koncentraci
metabolitl prinaseji sloZitost ziskavani informaci ze zpracovavanych dat. Problém
mohou resit rizné analyzy, jako je analyza rozptylu (ANOVA) nebo analyza hlavnich
komponent (PCA), anebo také tfada softwarovych programii vyuZzivajici téchto
analyz pro statistickou analyzu dat, mezi které patii naptriklad DeviumWeb nebo

MetaboLyzer [71].

vivs

informace jsou obvykle ziskavany na zakladé hmotnostnich spekter mérenych

pomoci analyzatori s vysokou rozliSovaci schopnosti a spravnosti uréeni m/z [71].
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Interpretaci dat, ktera je komplikovana velikosti a sloZitosti, napomaha mapovani
metabolickych drah [71]. Existuji rGzné databaze, ve kterych jsou uvedena riizna
metadata, analytickd data a informace o vyhledavani metabolitii na zakladé LC/MS

spekter [71].
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Zaver

Cilem bakalarské prace bylo vypracovani literarni reserSe na téma metabolomické
analyzy biologickych vzorkli kapalinovou chromatografii a hmotnostni

spektrometrii.

V teoretické casti prace jsou vysvétleny nejdilezitéjsi pojmy, tykajici se
metabolomiky, metabolismu a souboru latek (metabolit) vystupujicich slozitymi
drahami z metabolismu. Spojenim kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie lze provést vysoce piresnou metabolomickou analyzu Sirokého poctu
metabolitl v ZivociSnych i rostlinnych organismech a také v lidskych biologickych
vzorcich. HILIC, jako jedna z moZnosti separace, je stale vice popularnéjsi metodou,
coZ je patrné Cetnosti pouzivani v rozmanitych védeckych publikacich. V neposledni
rfadé jsou vysvétleny ionizacni techniky a hmotnostni analyzatory. Mezi
nejvyznamnéjsi v ramci metabolomické analyzy LC/MS patii ESI a MALDI ionizac¢ni

techniky a QqQ, QqTOF, ICR a Orbitrap hmotnostni analyzatory.

ReSerSni cast je zaméfena na metabolomické pristupy. Pomoci nich je moZné
provadét cilené i necilené analyzy v zavislosti na tom, je-li definovana specificka
skupina metabolitli ur¢end k analyze, ¢i nikoliv. Dale je popsana ptiprava vzorku,
kterd je nedilnou soucasti pred samotnou analyzou. Priprava vzorku zahrnuje
zhiseni bunécéného metabolismu, extrakci intracelularnich a extracelularnich
metabolitl a zakoncentrovani vzorku, z nichZ nejdiileZzitéjsi je extrakce metabolitd,
nebot’ tento proces zavisi na pouziti vhodného extrakéniho cinidla k ziskani co
nejvétsiho poctu metabolitii ze vzorku. Uvedeny jsou i konkrétni metabolomické
analyzy lidské krve a moci, mySich mozkil a vinné révy. Vysledna data z analyzy se

poté zpracovavaji a statisticky analyzuji, coZ je uvedeno v posledni kapitole.

Metabolomika je pomérné mlada véda, jejiZ metody, pristupy a strategie se budou i
nadale peclivé studovat a rozSirovat, coZ je uzitecné v mnoha oblastech vyzkumu,

védy, mediciné a dalSich oblastech.
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