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Souhrn

Metabolomika je moderniédni disciplina zabyvajici se identifikaci a kvaikati
metabolifi. Metabolomické analyze musitquichazet vhodné sklizeni kiné populace
a okamzité zastaveni metabolické aktivity. V rapraktickécasti této diplomové prace byly
analyzovany nukleotidy @wma metodami — kapilarni elektroforézou (CE) a uftiianou
kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovdumotnostni spektrometrii
(UHPLC/MS/MS). Pomoci CE byl testovan vliv sklizemiirek (lidské kozni fibroblasty)
trypsinizaci a methanolovym quenchingem na obsdhadelularnich nukleotid Bylo
zjisttno, Ze rozptyl hodnot u quenchovanych vioie mnohem menSi neZz viipad

trypsinizace.

Déale byla vyvijena metoda pro analyzu nuklebtipomoci UHPLC/MS/MS.

Optimalizovana metoda byla poté aplikovana na eeamorky — extrakty fibroblast
a erytrocyi.

Kli¢ova slova: metabolomika, quenching, lidské koZwmidiblasty, nukleotidy



Summary

Metabolomics is a modern science interested in tifileation and quantification
of metabolites. Metabolome analysis is precededdtlypopulation harvesting and immediate
quenching of metabolic activity. The practical past this diploma thesis deals
with two methods of nucleotide analysis — capillalgctrophoresis (CE) and ultra high
performance liquid chromatography/tandem mass gspeetry (UHPLC/MS/MS).
The influence of cell (human skin fibroblasts) hesting by trypsinisation and methanol
guenching on the content of intracellular nuclesgidvas tested by means of CE. Quenching

was found to result in a smaller variability of wa$ than trypsinisation.

Moreover, this thesis discusses an UHPLC/MS/MS puethoptimisation
for nucleotide analysis. The optimised method wasnsequently applied to real

samples — extracts of human fibroblasts and ergttes.

Key words: metabolomics, quenching, human skirofitasts, nucleotides
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1 UVOD

Metabolomika je definovana jako vSeobecnié&gspa a vysocedéinna analyza susi
metaboliti urcitého organismu (Fiehn, 2002; Ha#t al., 2002; Oldigeset al., 2007;
Villas-Bbas et al., 2005). Na rozdil od ostatnich ,omickych* disciplée metabolomicky
vyzkum zabyva mnohem SirSim spektrem latek, ktepd jprodukty regulmich proces
(Fiehn, 2002). Materidlem pro metabolomickou anal§mohou byt vzorky mikroorganisim
rostlin a hub nebo Zivicha (Dettmeret Hammock, 2004).

Informace o metabolitech ¢&itého organismu jsou nezbytné nejen pro popis
a monitoring biochemickych drah a vyzkum biologicky(tinka, ale i ke studiu zen
fenotypu a porozusmi jeho interakcim s genotypem (Dettnetral., 2007, Oldigeset al.,
2007). Metabolomickad analyza je také hodnotnym rogesn |ékdské wdy. Umozuje
diagnostiku onemocmi, pozorovani jeho fbéhu a odezvy na terapii. Poznatky ziskané
sledovanim metabolickych proc¢es zdravych a nemocnych jedinpomahaji k identifikaci
markefi onemoc#gni v raném stadiu, cozihe mit velky vliv na usgsnost Iéby (Issacget al.,
2009). Krong lekarstvi se metabolomické studie uplaji v mnoha dalSich odwich, jako

je funkeni genomika, biotechnologie, toxikologie a ekologie

Stalé zdokonalovani metabolomiky je ume&dm zejména vyvojem v oblasti
analytickych technik. K analyzdm slozitych &h metabolit velmi ¢asto slouZzi
chromatografické a elektromigra techniky, jako je plynova chromatografie (gas
chromatography, GC), kapalinova chromatografieu{igchromatography, LC), kapilarni
elektroforéza (capillary electrophoresis, CE), aksgalni techniky, mezi ktergéadime nap
hmotnostni spektrometrii (mass spectrometry, MShuklearni magnetickou rezonanci
(nuclear magnetic resonance, NMRje$hou metabolomickou analyzu pak umg? jejich

raizné kombinace.

Hlavnim pedpokladem pro 0gpné studium metabolickych reakci a jejich
regul&nich vlivii je ziskani fesnych koncenttamich hladin metabolit Kvalita a mnoZstvi
téchto latek byvaji ovlisiovany jiz @i piipraw vzorki. SloZzeni bu&ného metabolomu
a koncentrace jeho sloZzek jsou velmi dynamické éauose minit v ¢asech kratSich
nez jedna sekunda. Pro ziskani spolehlivych dategy nutné velmi rychle zastavit

metabolickou aktivitu. K tomuto &@lu bylo vyvinuto mnoho postips pouZzitim #@znych



chemikalii, ale Zadna metodologie neni bohuzelazstlprocentni (Canelasal., 2008).

V experimentélni¢asti pedkladané diplomové prace byly analyzovany nukdigoti
dvéma metodami — kapilarni elektroforézou a ultianou kapalinovou chromatografii
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometritra(uhigh performance liquid
chromatography/tandem mass spectrometry, UHPLC/MB3/NPomoci CE byl porovnavan
vliv sklizeni burek trypsinizaci a methanolovym quenchingem na ohsétacelularnich
nukleotidi. Jako biologicky material byly pouzity lidské kazfibroblasty (human skin
fibroblasts, HSF).

Déle byla vyvijena metoda pro analyzu nuklebtizpustnych ve vad pomoci
UHPLC/MS/MS. Optimalizovana metoda byla poté apl&oa na realné vzorky fibroblést

a erytrocyt.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Metabolomika

Metabolismus je bufgny regul&ni proces primamvychazejici z genovych produikt
proteini (Roberts, 2000). Jeho podstatuifvprfemeéna malych sloéenin na soubor jinych
chemickych slo&enin s nizS§im obsahem volné energie, coz zahrralg ypaiet chemickych
reakci s mnoha meziprodukty. Latky, kte¢gnosti metabolismu vznikaji, metabolity,
lze povazovat za odpédi biologickych systérin na genetické nebo environmentalniénm
Odezvy na jeden stav pak mohou byt zpemitovany gkolika biochemickymi drahami
a metabolity dom#e nesouvisejicich siti mohou byt regulovany ptlejptim efektem
(Fiehn, 2002).

Metabolomika je porrné novym a velmi dynamicky se rozvijejicim oborenmerit
se zabyva identifikaci a kvantifikaci slozek metabw uritého biologického systému
(Fiehn, 2002; Halkt al., 2002; Oldigest al., 2007; Villas-B6ast al., 2005). Jde o velmi
komplexni a iznorodou disciplinu s pintegrovanymi strategiemi pro optimalni ziskavani
vzorka, separaci, detekci a identifikaci metahblia také pro shromddvani, Upravu
a analyzu dat. Jeji nedilnou sést tvdi téZz analytické a matematicko-statistické nastroje
(Hall et al., 2002). Spravny metabolomicky vyzkum musi zahrh@teategii k identifikaci
neznamych metabalita prostedky ke srovnani ziskanych vyslé&dk teoretickymi modely
(Fiehn, 2002).

2.1.1 Historie metabolomiky

Nastupu metabolomiky jako ¢aniho oboru  fedchazelo  zdokonaleni
chromatografickych metod spojenim s vysoce citlivghatektory. Na konci Sedeséatych let
dvacatého stoleti doSlo k vyraznému rozvoji hmamospektrometrie a v kombinaci
s plynovou chromatografii se stalaileZitym nastrojem pro identifikaci a kvantifikaci

organickych kyselin, cukr aminokyselin a mnoha dalSich latek (Fiehn, 2002).
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Fiehn (2002) formuloval prvni ipsrgjSi definici, podle které je metabolomika
vSeobecnym a ipsnym ¥dnim oborem, vyuZivajicim analytické nastroje keidat

metabolifi urcitého biologického systému.

V dubnu roku 2002 se v Nizozemi konal The Firsednational Congress on Plant
Metabolomics. Jeho hlavnim cilem bylo shromézdibardiky, kté¢i se angaZuji v oblasti
metabolomiky, a prodiskutovat nové strategie aidalsoj v této oblasti ¥dy (Hall et al.,
2002).

V roce 2004 byla zaloZzena nezavisla a neziskovamzgce Metabolomics Society,
kterd usiluje o rozvoj metabolomiky a shronfagZéni a propojeni jejich poznétk
s genomickymi a proteomickymi daty. V sagné dob ma pges @t set ¢leni z vice
nez dvaceti zemi $ta a vydava vlastriiasopis s nazvem Metabolomics, ktery vychazi kazdé
ti az ctyfi mésice (pevzato z: http://www.metabolomicssociety.org, c#og
dne 15. 2. 2010).

2.1.2 Metabolom

Metabolom je definovan jako kvalitativni a kvantiv@i soubor vSech
nizkomolekularnich latek (metabdaljf které se nachazeji v tce, &astni se hlavnich
metabolickych reakci a jsou nezbytné pro udrZzowktivity, rast a normalni fungovani
buiky (Dunn et Ellis, 2005). Metabolom hrajeitkzitou roli @i kontrole bugénych funkci
a regulaci metabolickych siti (Oldigessal., 2007). Je reprezentovan mnoha skupinami latek,
které se liSi chemickymi a fyzik&Ilnimi vlastnostnfirab. 1). VSeobecny vyzkum
je komplikovan jeho enormni slozZitosti a dynanaisti (Dettmeret al., 2007; Issacgt al.,
2009).

Charakterizovat lze mikrobialni, rostlinny a Z#&&ny metabolom, ixXemz
rozliSujeme endometabolom (Uplny soubor intracehitdh metabolii) a exometabolom
(soubor metabolit vylucovanych do istového média nebo extracelularni tekutiny).
Charakteristika &chto dvou pojmi je dilezita, protoZze exometabolom ni#@asto velmi

odliSnou fyziologickou ulohu nez endometabolomgtva, 2008).

Velikost metabolomu je uteznych biologickych systéinvelmi rozmanita a zavisi

na konkrétnich vlastnostech organismu (Dettraeml., 2007; Issaget al., 2009). Bylo
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zjisteno, Ze cela rostlinnéiSe je schopna produkovatdsta azétyti sta tisic metabolit,
a podle odhail védai je lidsky metabolom je§tmnohem ¥tSi. P@&et metabolii v buice
jefradow¥ mensi nez pet geri nebo proteift (bakterie Escherichia coli K12 obsahuje
4 392 gen, 4 464 proteif a produkuje pouze 796 metabbjiHarriganet Goodacre, 2003).

Tab. I: Klasifikace metabolit podle chemické struktury §gvzato z: Pilatova, 2008)

Chemické trida Typické priklady

Aminokyseliny, aminy L-glutamat, L-aspartat

Karboxylové kyseliny kyselina pyrohroznova, kysali2roxoglutarova
Alkoholy glycerol

Aldehydy acetaldehyd, formaldehyd

Fosfatoveé estery, nukleotidy D-glukosa-1-fosfagramkintrifosfat
Sacharidy D-glukosa, D-fruktosa

Lipidy, steroidy a mastné kyseliny estron, cholesdte

Vitaminy a koenzymy B-nikotinamidadenindinukleotid

Anorganické ionty fosforany, dusitany

2.1.3 Metabolomické pristupy

ProtoZe identifikace a kvantifikace vSech sloZekaelomu jsou pgasové i finaani
strance velmi nakmeé, provadji se Ezn¢ predevSim cilené analyzy, zabyvajici se pouze
latkami ugitych metabolickych reakci. Metabolomicky vyzkumugdva rekolik hlavnich
pristupl — piimou analyzu, metabolické profilovani, metaboli¢kygerprinting a footprinting
a metabonomiku (Dettmet Hammock, 2004).

Studiem pimého vlivu hlavnich efelitna genetické zemy se zabyvaifima analyza
Tento postup rize byt omezen na substrat nebo fimmg produkt odpovidajiciho kédujiciho
proteinu (Oldigeset al., 2007). Rima analyza se pouzivdgvazi pro screeningovécely
a pro analyzy vyzadujici extrémni citlivost (FieB002).

Metabolické profilovani je za#ieno na identifikaci a kvantitativni analyziiedem
definovanych skupin metabalit urcitych biochemickych drah neborid specifickych
komponent, jako je analyza aminokyselin nebo cilspécifikace vybranych latek nap
biomarketi onemocgni, toxickych agens nebo substréa produkh enzymovych reakci
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(Fiehn, 2002; Dettmeet al., 2007; Oldigeset al., 2007). Velky vyznam ma ve farmacii,
kde se pouZziva k pozorovani katabolismuiléldrog (Hallet al., 2002).

DalSim gistupem je metabolicky fingerprinting. Ten se né&sndentifikovat kazdy
nalezeny metabolit, ale srovnava vzory — .fingenyi latek, které se smi pi vyskytu
nemoci ¢i jako odezva na expozici toXim nebo vlivem dalSich environmentéalnich
nebo genetickych zén. Vyuziva pedevSim technik hmotnostni spektrometrie a nuklearn
magnetické rezonance. Tentdighup se upldiuje @i screeningu vzork v genomickych
programech, v biologickém vyzkumu a v hojnéifentaké v diagnostice, kde dikgmu

|ze srovnéavat fingerprinty zdravych a nemocnycheyeg (Fiehn, 2002).

Metabolicky footprinting se zabyva analyzou pouzdraeelularnich metaboiit
(Dettmeret al., 2007). Metabonomika vyuziva analyzy tkani a tekke stanoveni hladin
endogennich metabalita uplatiuje se pi studiu vlivu I&€iv na organismus (Dunsat Ellis,
2005).

2.1.4 Biologicky material pro metabolomickou analyzu

Materialem pro metabolomickou analyzu mohou bytrkganikroorganisni, rostlin
a hub nebo Ziwichi (Roe et Roe, 1999). Studium metabolomu lze pratada Urovni
jednotlivych buik, tkédni nebo dokonce celého organismu (GriéfiKauppinen, 2007).

Mikroorganismy

Mikroorganismy jsou pogrné hojné vyuzivany nejen v metabolomice, ale i v mnoha
dalSich oborech. Jejich metabolomickd analyza Jey gédnodussi strukte a funkcim
v porovnani s rostlinnym a ziggnym materidlem podénmn¢é snadna. Bylo zjignho,
Ze mnozstvi metaboaiitu jizZ osekvenovanych mikroorganigree pohybuje okolodkolika set
(580 —Bacillus subtilis a 800 —Escherichia coli; Hall et al., 2002; Oldigeset al., 2007).
Vyhodou g&chto kultur je také jednoduch& manipulace a moZhkokivace v bioreaktorech,
kde Ize pesrg nastavit a libovoléd menit optimalni Zivotni podminky, jako je teplota, pH
slozeni média nebo obsah piyn(kyslik, oxid uhlgity). Kultivaci mikroorganism
v bioreaktoru ziskame velké mnozstvi biologickéhatemnialu pro metabolomickou analyzu
(Mashegcet al., 2007).
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Poznatky ziskané charakterizaci mikrobialniho natabu Ize vyuZzit fi zlepSovani
acinnosti biotechnologickych procisv systematické biologii nebo v léisavi (Jewetkt al.,
2006). Mezi kZr¢ pouzivané modelové organismy ipairedevsim bakteri&scherichia coli,
Bacillus subtilis a Corynebacterium glutamicum nebo kvasinkySaccharomyces cerevisiae
(Garciaet al., 2008).

Rostliny

Rostliny jsou v metabolomice mnohem ményuzivany nez mikroorganismy
nebo Ziv@éisSny material, coz je Z@sobeno pedevSim obsahem velkého mnoZstvi
sekundarnich metabalit které komplikuji studium rostlinného metabolonkailehet al.,
2009). Oproti mikroorganistim produkuji rostliny desitky aZz stovky tisic metktdo
Tato diverzita prameni nejen zdbo gerii (obvykle 20 000 az 50 000), ale takéiznorodé
substratové specifity mnoha enzym burgéné kompartmentace. Funkceitg latky jecasto

zavisla na jeji lokalizaci v dané organele (Oldigeal., 2007).

Analyza metabolit produkovanych rostlinami poskytuje velké mnozshibrmaci,
které umo#uji hlubSi porozumni rostlinnym biochemickym draham a jejich i
na genetické zemy a Zivotni prosedi. Rifazeni specifickych metabolomickych dat
k riznym fenotyfim poskytuje nové informace o fyziologii, rezistemacbiodiverzi¥ rostlin
(Hall et al., 2002).

Zivodichové

Pt praci s Ziv@iSnym biologickym materiadlem mohou byt vysledkyiemEny mnoha
faktory, k nimz pat veék, pohlavi, dieta, stres, konzumace dgkgeneticky profil
a v neposlednfact také podminky  odbéru a zpracovani vzotk(Dettmeret al., 2007).

Pro metabolomické studie se nejvice pouZzivaji warke a mai (Issaget al., 2009)

Pro asgsSnou analyzu ZivoSného materialu je nutné dodrzovatita pravidla. M@
by se ngla pri delSim skladovani uchovavat zamrazen&d 80 °C po alikvotech
ve sterilizovanych zkumavkach. Pokud bude nasledouklearni magneticka rezonance,

je dilezité se vyvarovat protektiv na bazi citratu aelysy askorboveé, protoze maji vyrazné
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signaly a mohou pottavat latky s mensi intenzitou.

Z krevnich vzork je v metabolomice n&jsgji analyzovana plazma nebo sérum.
Sérum je pizraina kapalina, ktera se separuj@é grazeni krve. Plazma se ziskava
po @idavku antikoagulait k odebrané krvi a po centrifugaci k odstmain buré¢nych
komponent. B nuklearni magnetické rezonanci plazmy se jakakaagulant pouziva
Li-heparin, protoZe ostatnEbn¢ zavedené latky (ethylendiamintetraoctova kysehizDTA,
citronan sodny) mohou rusit NMR spektra (Issagl., 2009).

Pro studium metabolomu byvaji vyuzivany také dsae linie, které se kultivuji
za fledem stanovenych podminek ateg® definovaném progtdi za delem minimalniho
ovlivnéni extracelularnimi vlivy (Roe et Roe, 1999). Ziskani spolehlivych dat
pro metabolomickou analyzu intracelularniho obsat$ak vyZzaduje vhodnou kultivai
techniku (Mungeet al., 2006).

Kromé burgk je v metabolomice moZné pracovat takémm se zuiecimi modely,
¢ehoz se vyuziva zejméné pyzkumu nadorovych onemoémi prsu, mozku, jater a prostaty.
Metabolické profily nadorovych bwk a tkani ziskanych biopsii mohou poskytnout
informace o @istovém charakteru nadola procesech vyémy latek mezi tumorovou tkani
a okolnim prosedim. Tyto poznatky jsou hodnotnym nastrojem prdvaieni novych
hypotéz o tumorogenezi a unindi zlepSeni diagnostiky u postizenych jedin®ro tento
acel byly vyvinuty zejména linie geneticky modifikawach mysi s znymi metabolickymi
odchylkami. Bi vyzkumu zvfecich model nejen v metabolomice, ale i v obecnéndritku
je nutné brat v avahu etické hlediskoragevsim se snaZzit o redukcicpo zvicat potebnych
ke studiu (Griffinet Kauppinen, 2007).

2.1.5 Priprava vzorka pro metabolomiku

Metabolomika ma fesné naroky naifpravu a naslednou analyzu vzorkDettmer
etal.,, 2007; Issaget al., 2009). Vykr vhodnych technik zavisifedevSim na druhu
biologického materidlu a samen¢ také na tom, které metabolity chceme studovat.
Metabolicky profil mize byt ovlivien podminkami fi odkéru vzorka (nag. stres pi odbéru
krve zvySi hladinu katecholaniifpy jejich transportem, skladovanim a Upravdedoviastni
analyzou (Issagt al., 2009). Rizné zmény nebo degradace metabblibyvaji zpisobeny
vlivem enzymové aktivity nebo oxidaich proces (Dettmeret al., 2007).
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Prvnim krokem metabolomické analyzy byva okamZitg&taveni (zhaSeni, quenching)
metabolismu (Oldigest al., 2007). Pro zachovani dobré kvality a realného Zstvd
metaboliti je velmi dilezita rychlost quenchingu, protoZze metabolickécpsy se mni
fadow v ¢asech kratSich nez jedna sekunda (Detnillis, 2005). Zastaveni biochemickych
procesi se obvykle provadi prudkou zmou teploty (fisobeni horkych nebo ledovych
roztoki, dusik) nebo pH (Dettmest al., 2007; Fiehn, 2002). Velmiastou metodou je také
vystaveni biologického materialu priedi polarnich (roztok methanol/voda) nebo maéalo
polarnich (chloroform) solve@it(Dunnet Ellis, 2005). Kazdy z&chto postup piinasi utita
negativa. Prudka z¥na teploty niZze u bugk vyvolat vylwovani metabolit
do extracelularniho prasdi. Ri pouziti kapalného dusiku je nutné dbat na to,
aby nedochazelo sast&énému tani materialuipd extrakci metabolit Kyselé misobeni nize
zpasobit degradaci nestabilnich metahiohiebo ovlivnit vysledky naslednych analyz (Fiehn,
2002).

Velmi ¢asto pouzivand quenchovaci metoda je zaloZenalikaapedového vodného
roztoku methanolutznych koncentraci. Bylo zji&bio, Ze quenching timtéinidlem mize
vést k vyl&ovani metabolit do média. Tento fenomén byl potvrzenCorynebacterium
glutamicum, kde hem aplikace methanolového quenchingu dochézelokkee vice
nez 90 % glutamatu a glutaminuéi PouZiti nizSich koncentraci methanolu v quencleava
¢inidle se ztraty metaboiit zmenSily, ale stadle dosahovaly vice nez 30 %.td sfudie
Ize usuzovat, Ze quenching ledovym methanolem viemdnou metodou pro sklizeni hikn

u Corynebacterium glutamicum (Wittmannet al., 2004).

V dalSi préaci byl methanolovy quenching aplikovéa $accharomyces cerevisiae
a byl zjiSén negativni vliv chladového Soku (Hames al., 2001; Wittmannet al., 2004).
Béhem quenchingu dochazelo ke &mm bukcné integrity a tim i ke ztratdm
intracelularnich metabolit Dale bylo zjis¢no, Ze tuto metodu zhaseni neni oldeghodné
pouzit u gramnegativnicticgcherichia coli) nebo grampozitivnichBacillus subtilis) bakterij
protoze tyto organismy jsou citlivé na chladovy gbkder, 1972; Wittmanmt al., 2004).
Tento fenomén je méncasty u kvasinek a hub (Canelesal., 2008). Vyzkumy v oblasti
vlivu ledového methanolového quenchingu na koneeetintracelularnich metabdlibejsou
stéle jest zcela jednoznmé (Wittmanret al., 2004).
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Po zastaveni biochemickych reakci nasleduje exrakwetabolit. P analyze
endometabolomu je nejprve nutné vhodnynisgibem rozrusit povrch Bly. Postup zavisi
na mnozstvi analyzovanych vzérka na typu tkah nebo rostlinného pletiva. &ne
se k tomuto &elu pouzivaji vhodné enzymy, homogenizace v tekutireiku, rozemleti
zmrazenych vzork ultrazvuk nebo mikroviny. Vlastni extrakce je gaovedena jssobenim
vhodného organického rozpoedia, které volime podle vlastnosti stanovovanyctekla
Mezi nefasgjSi extrakni ¢inidla pati polarni organicka rozpoustia jako ethanol, methanol

nebo malo polarndinidla jako chloroform (Fiehn, 2002).

Nékdy je poteba vzorek fed vlastni metabolomickou analyzou zakoncentrovat,
coz se provadi lyofilizaci nebo extrakci na pevagi.f Ziskany extrakt lze ihned pouZzit
pro analyzu nebo jej uchovatipgeplot -80 °C. Tani vSak fize ovlivnit stabilitu a sloZzeni

vzorku, proto je lepSi materiatgrd uchovanim lyofilizovat (Dettmet al., 2007).

Poslednim krokem je vlastni metabolomickd analyiskanych vzork, kterd
se provadi pomoci Sirokého spektra sefrdch a detednich technik a jejich kombinaci.
Identifikace celého metabolom@hem jediné analyzy je vSak diky rozmanitosti jelozek

prakticky nemozna.

2.1.6 Analytické techniky v metabolomice

Studium metabolomu je jednim z Ukoanalytické chemie a zahrnuje identifikaci,
kvalitativni a kvantitativni analyzu metabdlistudovaného biologického vzorku (Dettmer
et al., 2007). Metoda metabolomické analyzy musi byt atesté citliva, selektivni, a pokud
je to mozné, i univerzath aplikovatelna (Fiehn, 2002). Jeji volba zavisi dauhu
biologického materidlu, typu jeho zpracovani a samjo¥ také na dostupnosti zvolené
analyzy (Issaat al., 2009). Trendem s@asné doby jsou vysoce selektivni a citlivé postupy,
které umo#uji spolehlivou detekci Sirokého spektra komponenminimalnihno mnozstvi
vzorku (Oldigest al., 2007).

V principu lze kazdou analytickou techniku pouZifine oblasti metabolomického
vyzkumu. Neexistuje vSak jedna ¢ild metodika, ktera by umaaévala spolehlivou
identifikaci a kvantifikaci vSech metabdlitdaného organismuébem jediné analyzy.
Z tohoto divodu se stéle hledaji nové a lepSi postupy a sthvsg zdokonaluji (Dettmer
etal., 2007; Hallet al., 2002). Uspdnost jednotlivych rfeni byva komplikovana velkou
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diverzitou a dynamickymi zémami hladin metabolit v biologickych vzorcich (Issaet al.,
2009). Nejvice analyz je zaloZzeno na kombinaci pé&ch technik s hmotnostni
spektrometrii (Hallet al., 2002) a na nuklearni magnetické rezonanci (Issaa., 2009;
Oldigeset al., 2007).

Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance je nedestruktivniods kterd umailje analyzu
mnoha tid metabolili v komplexnich swsichin vivo. Pouziva se k fimému pozorovani
metabolifi a tim nasledh k negimému sledovani enzymové aktivity (Roberts, 2000).
Principem je zjisovani chemického posunu u jader atbons lichym atomovym
nebo nukleovyntislem a tedy s nenulovym spinem po jejich viozemsihého uniformniho
magnetického pole a zaigobeni radiofrekvemich impuli. Vliv téchto impulzZi vyvola
piechod jadra ze stavu o nizsi energii do stavu 8ivgSergii a nasledna emisgeard kthem
relaxace je pak detekovéana (Pilatova, 2008). Matar pro tuto analyzu byvaji nejeini
tekutiny (cerebrospindlni tekutina, plazma, dn@ buricné extrakty, ale i celé tkan
a rostliny. Hlavni nevyhodou NMR je ve srovnani redtnostni spektrometrii vySSi mez
detekce (Issaet al., 2009).

Pri NMR analyze Ize determinovat jednotlivé metabddadiadrahy pouzitim izotopa@v
znaenych latek. NMR spektra umiadji pozorovat pkchod znaeného metabolitu ditou
drdhou nebo sledovat, jakou cestou byl syntetizoWiMR aktivni jadra jsou pouzivana
zejména §i charakterizaci biologickych vzoik(obsahuji tyto izotopy*H, *C, *N a®'P).
izotop je gitomen téndf ve vSech metabolitech a je velmi senzitivii® se hoji uplatiuje
pii studiu fosfolipidi a latek dastnicich se energetického metabolismu. Obsenznéené

izotopy shadgi pouzivaji u bugicnych extrakli nezin vivo (Roberts, 2000).

Prakticky se NMR uplatnilaipstudiu rostlinnych extrakta poskytla gimé informace
o struktide vSech metaboititobsahujicich vodik (Hakt al., 2002). NMR byla téZ pouzita
k analyze mdi ke stanoveni biomarker které pomohly rozliSit rozdilné variety fenotygov
stejnych mysi. Tato technika umoznila i ziskanbinfaci o intermediatech a produktech

methylalaninoveé drahyipvyzkumu karcinomu prostaty (Fiehn, 2002).
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Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je jednou z nejpouzéi&inh fyzikalré-chemickych
technik v metabolomickém vyzkumu. Slouzi Kawrani hmotnosti atoi) molekul a jejich
casti po pevedeni na kladné nebo zaporné ionty (&loal., 2003). Umo#uje vysoce
selektivni kvantitativni analyzu a velmi spolehlivaentifikaci metabolit na zaklad jejich
rozdilného hmotnostniho spektra, poskytuje tedgrinfice o strukiie latek (Issacgt al.,
2009; Oldigeset al., 2007). Jeji nevyhoda sgwa v tom, Ze &které metabolity byvaji
ovlivnény (diskriminovany) pouzitou ionizai technikou (Dettmert al., 2007, Monton
et Soga, 2007).

Vyvoj pristroji pro MS se stale zdokonaluje, ale fep zn&nou rozmanitost
se vSechny skladaji zé& zakladnichéasti (iontovy zdroj, hmotnostni analyzéator, detekto
lontovy zdroj slouzi k ionizaci analyzované latkyialezitym kritériem je vybr vhodné
ionizatni techniky, kterou volime podle vlastnosti vzorku celkového &elu analyzy
(Ho et al., 2003).

V praktické ¢asti mé diplomové prace byla pouzita ionizace ebslrejem
(electrospray ionisation, ESI; Obr. 1). U tohotguyprochazi vzorek kapilarou, na které
je vlozeno vysoké n&gi (obvykle 2,5-6 kV). Na vystupu z kapilary vznjkanalé kaptky
nesouci vlivem vysokého gradientu elektrického pkidny nebo zaporny néboj (podle
polarity nagti). Zarover dochazi k odpavani mobilni faze jsobenim proudu horkého
inertniho plynu (Bzr¢ dusik), tim ke zmenSovani povrchové velikosti &alia zarovie tedy
i ke zvySeni hustoty povrchového nabojeétdV kapky se postugrrozpadaji na malé kafkiy
(Coulombicka exploze) a nakonec se uvolni protongvaolekularni ion [M+H] nebo adukt
molekuly nap. se sodnym iontem [M+N&Jpti snimani kladnych ioitnebo deprotonovany

molekularni ion [M-H] pti snimani zapornych ioti(Holcapeket Jandera, 1998).

Pomerné rozsfenou ionizani technikou je chemicka ionizace za atmosférickéddau,
kdy je vzorek v kapalné fazi rozpraSen rychlyniestem a proudem inertniho plynu. Vznikly
aerosol je odgan a k jeho ionizaci dochazi v okoli vybojové jehilento zfisob ionizace
je vhodny pro malo polarni analyty a naopak nevijodro velké termolabilni molekuly
(Stulik et al., 2004). Pouziva se také fotoionizace za atmokéhic tlaku, kde dojde pomoci
UV vybojky k ionizaci molekul vzorku. Uplatje se pi analyzach nepoléarnich analyt
anevhodna je téZz pro velké termolabilni molekuDalSi variantou ionizani techniky

19



je termosprejova ionizace, k niz dochazi ve rigdgném iontovém zdroji. Je vhodna
pro termostabilni, n&kavé a silé polarni latky (Volkaet al., 1995). Dale Ize zminit ionizaci
svazkem rychlych atofp ktera je vyvolana {sobenim urychlenych atamnebo iond.
Probih&a ve viskdznim kapalném ptesti (glycerol,thioglycerol), které se dastni procesu
ionizace a stabilizujezniklé ionty. Pouziva se pro analyzu fosfolipichukleotidi a peptid
(Linscheidet Westmoreland, 1994).

\
H S

Obr. 1: Schéma ionizace elektrosprejem (upraveno dle:/hpw.ich.ucl.ac.uk/services

teplota 20 - 350°C

and_facilities/lab_services/mass_spectrometry/imdtfeLC _ESI _MS_1.gif,
citovano dne: 27. 3. 2010).

Nezbytnou sotasti MS je hmotnostni analyzator, ktery umfige rozdlit smes ionta
o riznych pondrech hmotnost/naboj (m/z). Pouziva se inapvadrupolovy hmotnostni
analyzator. Jedna sectyti kovové tye kruhového nebo hyperbolickéhaifazu, které jsou
piipojeny ke zdrajm nagti obsahujiciho stejnosfimou a stidavou sloZzku. B zvolenych
hodnotach elektrického pole projdou kvadrupdlem zeouonty, které maji dité m/z.
Po zngénach napti je mozno kvadrupdlem nechat postéselektovat ionty ve zvoleném

intervalu hodnot m/z (Hat al.,, 2003). V experimentalnéasti této prace bylo pouzito
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MS zaizeni s trojitym kvadrupdlem (triple quadrupole,@dObr. 2). V QqQ jsou umisty
tii soustavy tyi za sebou, ifxxemz prostedni slouzi jako kolizni cela, kde probihaji srazky
iontd analytu s molekulami kolizniho plynu. K dalSin¢zb¢ pouzivanym hmotnostnim

analyzéatoim pati iontova past, orbitrap nebotpetovy analyzator (Stulikt al., 2004).

kvadrupel 1 kvadrupol 2 kvadrupol 3
- kolizni cela

—
oy O (o e |

s
o

it

L

I-ti:ﬁlizni plyn

Obr. 2: Schéma trojittho kvadrupdlu (upraveno dle: hitputv.ich.ucl.ac.uk/services_
and_facilities/lab_services/mass_spectrometry/isidtfeLC_ESI_MS_3.gif,
citovano dne: 27. 3. 2010).

Po pfichodu hmotnostnim analyzatorem je proud tioméden do detektoru, ktery
poskytuje analogovy signal @gmy paitu dopadajicich iofit Ten je po digitalizaci igveden

do paiitace a zpracovan vhodnym programem (Vodkal., 1995).

Pro ziskani optimalnich vysletlkmetabolomické analyzy se M$asto spojuje
s chromatografickymi (LC, GC) a elektromigrami (CE) technikami, coz vyraZrevysuje
selektivitu a redukuje sloZitost hmotnostnich spekDettmeret al., 2007). Pro pouZiti této
instrumentace je nutné optimalni propojeni danéarseépi techniky s hmotnostnim
spektrometrem (Issad al., 2009).
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Plynové chromatografie

Principem plynové chromatografie je rozlozeni sko¥eorku mezi mobilni (nosny

plyn) a stacionarni fazi na zakaadsorpce a rozpowst (Stuliket al., 2004).

Pfi GC vchazi nosny plyn do kolony #@té na utitou teplotu. Do proudu nosného
plynu je ges nagikovy port davkovan vzorek analyzované & Nosny plyn unasSi ste
analyzovanych latek kolonou, kde dojde k redi sloZzek analytu na zakkagejich tkavosti
(Skooget al., 2000). BEhem chromatografické separace se neustale opakagegpadsorpce
a rozpousini slozek smési, takZze na vystupu se objevi prakticky vSechealyanktery byl
do kolony nagtiknut. Jednotlivé sloZzky pak vchézi deigusného detektoru, jehoZ signal
je zaznamenavan pikacem. Jako nosné plyny, které maji za ukol obstartimasport sloZzek

vzorku kolonou, slouZi n&stji helium, dusik, vodik a argon (Stulékal., 2004).

Protoze GC vyuziva ipvedeni vSech slozek vzorku do plynné faze, je wméod
pro analyzu organickych latek s teplotou varu do 40, tkavych anorganickych sléanin
a rekterych netkavych vzorki, které Ize pomoci derivatizace (esterifikace,ladg) gevest
na tkawjsi derivaty a naopak nevhodna pro termolabilnirkgo(Fiehn, 2002; Monton
et Soga, 2007; Volkat al., 1995).

V kombinaci s GC se pouziv&kolik typt deteknich za&izeni, jejichZ volba zavisi
na aplikaci a cili analyzy. Jednotlivé detektory g jak principem funkce a konstrukci,
tak i selektivitou, citlivosti, mezi detekce a BEmeim dynamickym rozsahem. e
je spojeni plynové chromatografie s hmotnostninkispmetrem (gas chromatography/mass
spectrometry, GC/MS). Nezbytnou s$dsti GC/MS musi byt vhodny spojovadianek
mezi olkma Fistroji — chromatograficky vystup (Volkat al., 1995). Pro detekci u GC
se dale pouziva plamenovy ionina detektor, detektor elektronového zachytu nelpelts
vodivostni detektor (Issag al., 2009).

GC/MS je roz&ena v medicié a soudnim |ékatvi, kde se pouziva pro monitoring
|ékd, drog a jejich metabofitv télnich tekutinach. Své uplatni nalezla tato technika také
v ochra Zzivotniho progedi @ stanoveni ropného zé&iéténi ve vod a k ugeni
chlorovanych pesticid ve tkanich zvat (Volka et al., 1995). GC/MS je velmi efektivni
technikou pro analyzu slozitych gai organickych latek (Issa al., 2009).
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Kapalinova chromatografie

Principem kapalinové chromatografie je distribudezek vzorku mezi kapalnou
mobilni fazi a fazi stacionarnitifratoku kolonou pejde kazda molekula vzorkwhkolikrat
z proudu mobilni faze na povrch faze stacionarzp# a podle toho, jak latka interaguje
se stacionarni fazi, jeizr¢ dlouho zadrZzovana na kokanMobilni faze ma v sepataim
procesu aktivni roli, protoZefipadsorpci z roztok je povrch sorbentu obsazen monovrstvou

molekul mobilni faze a molekuly analytu s nimi s@iito aktivni mista.

Jako stacionarni faze deptji slouzi tizn¢ upraveny silikagel. S@asti silikonového
polymeru je vzdy ufita koncova funéni skupina, kterd4 ovliwije jeho vlastnosti. &n¢
se pouzivaji hydrofébni uhlovodikové skupiny (olkeyl, fenyl) a polarni skupiny
(aminopropyl, dioly). Mezi dalSi stacionarni fazetp alumina (krystalicka forma oxidu
hlinitého) a florisil (kemkiitan hdecnaty). Vysokych dinnosti se v LC dosahuje vyuZzitim
stacionarnich fazi obsahujicich mad@stice pravidelného tvaru a jednotné velikosti,
které homogenhvypliuji kolonu (Stuliket al., 2004).

Vybér vhodné mobilni faze zavisi na vlastnostech afaftna typu LC. Bzn¢
se pouziva methanol, acetonitril, dioxan, dietthgeta smisi t€chto latek s vodou (Volka
etal., 1995).

Variantou LC je vysokafinna kapalinova chromatografie (high performancgiti
chromatography, HPLC). Je vhodna pro analyzu Skrokgpektra biologického materialu.
V porovnani s GC neni HPLC omezena pouze sepaanbstabilnich a derivatizovatelnych
latek. DalSi vyhodou je moZnost owiiwat separaci sloZzenim mobilni faze (Isscal.,
2009). BZre rozliSujeme normalni HPLC, fipkteré je stacionarni faze poléjsi nez faze
mobilni. U reverzniho HPLC systému je tomu naoptulfk et al., 2004). Rutinni HPLC
je limitovana tlakem fiblizn¢ Sest tisic psi. Tento probléniggonava systém ultrainné LC
(ultra high performance liquid chromatography, UKBL ktera niZe pracovat i tlaku
az patnact tisic psi. NejlepSich vyslédkHPLC dosahuje ip pouziti kolon naplénych
stacionarni fazi o velikostiastic pod 2um. UHPLC instrumentace tedy nabizi oproti HPLC

VetSi citlivost, vySSi rozliSeni a také z2ma urychluje analyzu (Issag al., 2009).
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V LC se pouZivaji fevazr optické (fotometricky, fluorimetricky, diferencrdl
refraktometr) a elektrochemické (voltametricky, wadtni) detektory. V &né analytické
praxi je velmi roz&eno spojeni kapalinové chromatografie s hmotnagiaktrometrii, které

je vSak ponarné komplikované (Issaet al., 2009).

Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je vyznamna analyticka tekh vhodna zejména pro separaci
nabitych latek. Jejimi hlavnimi vyhodami jsou rya$t, dobré rozliSeni a také pé&mé mala
spoteba solverit, tedy nizkd produkce odpadu (MonteinSoga, 2007). CE separace latek
je zalozena nauené elektroforetické pohyblivosti nabitychastic, které jsou hnany
gradientem elektrického pole k @& nabité elektroé (Jenkins, 2009; Skoaog al., 2000).

Migracni vlastnosti latek i CE se mndni pasobenim elektroosmotického toku
(electroosmotic flow, EOF). EOF vznik& na rozhrafeéktrolytu a negativh nabité vnitni
sttny kapilary, kde dochézi k deprotonaci silanolovyskupin. Diky tomu se generuji
negativni naboje, kteréupobi proti elektroforetické pohyblivosti. Visledku EOF tedy
putuji anionty i kationty strem od anody ke katéd EOF je silny pblizn¢ pii pH 2
avyssim a lze ho eliminovat potaZzenim kmiits€ny kapilary trimethylchlorosilanem
(Jenkins, 2009).

Zatizeni pro CE se obvykle sklada z 10-100 pm sild@-dl00 cm dlouhéiemenné
kapilary potazené ochrannou polyimidovou vrstvonaplrené vhodnym pufrem. Kapilara
je umistna mezi d¥¢ma rezervoary pufru, v nichZ jsou pdeoy elektrody (Skoogt al.,
2000). Dnlezity je také stejnosénny zdroj napti, jehoz rozdil potenciél se obvykle
pohybuje v rozmezi 5-30 kV (Volkat al., 1995). Po vloZeni n&p jsou ionty hnany
gradientem elektrického pole k @& nabité elektro& a jejich rychlost je snimana vhodnym
detektorem (Stulilet al., 2004).

V kombinaci s CE se pouZivaji elektrochemické (kdidmetr, potenciometr,
ampérmetr) a spektrometrické (UV/VIS, Raman detektory (Skooget al., 2000).
V metabolomice je velmi oblibené spojeni CE s hrostinim spektrometrem, které
je negastji realizovano pomoci elektrosprejového rozhramobemem je, Ze dzny piitok

elektrolytu se pohybuje vadech nl/min, coz je pro vytieni stabilniho spreje vébném
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zdroji ESI nedostatmé. Chylgjici objem je moZzné dodat z externiho zdroje, ktetyyva
neiastji tzv. stinici kapalina — vodny roztok soli a vimétho organického rozposdta
(nanoelektrosprej; Stuliét al., 2004).

CE se pouziva zejméndi @nalyze peptid, proteimi a nukleovych kyselin vnich
tekutinach a bustnych extraktech (Garcia-Pérezal., 2008). Vedle toho je tato technika
vhodna také pro separaci anorganickych kati@aaniont (Volkaet al., 1995).

2.1.7 Zpracovani dat pro metabolomiku

Aby vysledky metabolomickych experimé&npomohly objasnit a efekti¢npopsat
studovanou problematiku, je nutné pracovat s naskteré dokazi zpracovavat, uchovavat,
standardizovat a vyhodnocovat metabolomicka d&Eehn, 2002). V fipadech,
kdy je dilezité Winit objektivni za¥r o celku slozeném z velkého mnoZstvi jednotek,
se pouZivaji matematicko-statistické metody. K ®@f@lkmu zpracovani dat a jejich spravné
interpretaci pispivaji také @izné softwarové programy a internetové databaze d&we
et al., 2004).

Vystupni data metabolomickych analyz maji vetiasto podobu chromatografickych
zaznand nebo MS¢i NMR spekter a fed vliastnim statistickym zpracovanim je nutna fejic
Gprava (Hall et al., 2002; Issaget al., 2009). Pro tento ael bylo vytva@eno mnoho
softwarovych prografn které dokazi redukovat ,Sum“, udpdat retetni casy
a identifikovat piky jednotlivych slozek vzorku.riPMS analyze se pouZivaji MZmine
(http://mzmine.sourceforge.nefjebo XCMS (Scripps Research Institute, USA). Safewv
MZmine vyuZiva porovnani vystupnich dat s internistéandardy a je votn dostupny
na internetu (Issag al., 2009; Ramautaat al., 2009).

Po tomto zpracovani obvykle nasleduje vlastni stekia analyza, ip které dochazi
k porovnavani a vyhledavani vztaimezi daty a vyhodnocovani jejich podobnosti. K tom
muze slouzit analyza hlavnich komponent (principamponent analysis, PCA), coZ je
matematicky postup umagjici vyhledavani linearnich kombinaci dat (hakoncentrace
metabolifi), ktera maji mezi sebou maximalni rozptyl. Rréxto velmi rozdilné hodnoty jsou
nejvice signifikantni (pokud neni velky rozptyltgmben chybou gfeni; Steinfathet al.,
2008). V praxi je pro statistickou analyzu dostupredké mnozstvi iznych progran.
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Jako piklad Ize uvést Markerviel! (Applied Biosystems, USA). Tento statisticky softeva
pouziva PCA analyzu ke zjednoduSeni rozsahlych aéuttat v novy systém komponent
(Issag et al., 2009). lezitymi parametry P statistické analyze vychazejici z plynové
nebo kapalinové chromatografie s detekci hmotnstspektrometrem jsou ret@r casy
jednotlivych piki, intenzita a podr hmotnost/naboj. Pro statistickou analyzu nasladou
po NMR to miZe byt jakykoliv chemicky posun nebo &ma koncentrace metabdli{lssaq

et al., 2009).

Vzhledem k velmi dynamickému rozvoji metabolomiky giskavano stéale &tsi
mnozstvi dat, ktera se shromdagi v raznych databazich. Podle charakteru dat && d
na databaze obsahujicitepné metabolické profily ¢etré prvotnich (raw) dat a metadat,
metabolické profily jednoho Ziwisného druhu, komplexni metabolické profily mnomahd
raznych fyziologickych stay, veSkeré informace o metabolitech jednoho bioksgho druhu,
biochemickou specifikaci metabdijtgenomicka i metabolomické data integrovandézsymi
metabolickymi drahami (Goodaceeal., 2004).

2.1.8 Praktické aplikace metabolomiky

Jednim z primarnich éilmetabolomiky je kompletni zmapovani metabolickycah
od mikrohi az pocloveéka. Stedem tohoto zajmu jsou modelové organismy. Metabialké
studie se tedy pouZivaji k predikci novych a popsavajicich metabolickych siti,
k identifikaci jejich produki a k monitoringu pichodu latek biochemickymi drahami
— metabolické fluxy (Halkt al., 2002).

Poznatky ziskané z metabolomickych dat mohou bymiveefektivre vyuZzity
v [ékarstvi a biomedicinském vyzkumu, ktery je v této ehlazantfen pedevSim
na diagnostiku onemoéni. K tomuto @elu je nejprve nutné velmi detadlra gresré popsat
metabolické drahy u zdravych jedin@ poté asociovat odchylky v mnozstvi metakolit
s abnormalnimi stavy organismu (Fiehn, 2002). Vxpreo znamena uit pro kazde
onemockni sadu biomarkér tedy specifickych aipsré stanovitelnych latek, jejichz ziny
umozni pesnou identifikaci dané choroby. Tyto markery jsdwjn¢ vyuzivany
pii diagnostice &di¢nych metabolickych poruch, které vznikaji rstedku Spatné enzymové

aktivity a mohou mit vazné klinické projevy (Hbal., 2003). Po vlastnim &eni diagnozy
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obvykle nésleduje vy optimélni I€by. Zde se oft uplatiuji metabolomické analyzy, diky
nimz je mozné sledovat ¥ebavani a vyltovani |éki a stanovit vhodné koncentrace

medikament pro konkrétni jedince (Issadal., 2009).

Znalost metabolickych drah, jejich vzdjemného pjepba Gznych meziproduki
muze byt prospSnd i v oblasti biotechnologii. Zejména mikroorgamy byvaji ciles
modifikovany k produkci aminokyselin, vitantin enzymi, antibiotik, insulinu a mnoha
dalSich vyznamnych latek. ZlepSeni &#&ka téchto ,biochemikalii® na zaklad studia
metabolismu organisim které je produkuji, je jednim z Ukolmetabolického inZzenyrstvi
(Mashegcet al., 2007).

Metabolomika je také hodnotnym nastrojem systerkétioiologie, kde napomaha
ke spravnému taxonomickémuiaaeni a celkové charakterizaci organisprostednictvim
uréovani funkce jednotlivych bik na zaklad jejich metabolii (Hall et al., 2002; Issaq
et al., 2009).

V neposledni fac® slouzi analyza metabolomu také ke studiu interakci
mezi genotypem a fenotypem. Ukazalo se totiz, hetfgovy projev organismu lze dieb
zkoumat z hlediska metabolomiky, protoZze hladinytabeliti velmi rychle odrazeji
i minimélni  zneény v buré¢nych pochodech. Metabolicky profil se uplae také
pii vyzkumu efekk biochemickych a environmentélnich sfrega rostliny a mikroby
nebo i hodnoceni ekvivalence mezi geneticky modifikovanyrganismy (Dettmeet al.,
2007; Dunret Ellis, 2005).

Obrovsky rozvoj technologii v obdobi poslednich uetoziuje identifikaci velkého
mnoZstvi latek ghem jedné metabolomické analyzy (Dettraeal., 2007). Ziskané soubory
dat jsou velmi rozsahlé a mohou byt vyuZity sestavovani databazi integrovanych s mapami
metabolickych drah. Ve spojeni s poznatky transénpky, genomiky a proteomiky
pak umoduji celkové pochopeni struktury a funkci zkoumangofanisni (Stephanopoulos
et al., 2004).
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2.2 Lidské kozni fibroblasty

Jak jiz bylo feceno, pro dely metabolomické analyzy se velmiasto pouzivaji
modelové bu&né populace. Jednu z nich reprezentuji lidské kdéibnbblasty, které jsou
pro snadny odiy a kultivaciin vitro velmi oblibenym biologickym materidlem. Uvadi se,

Ze nevykazuji znamky senescentniho fenotypu nejnpénSestnact pasazi (Coopetral.,
1991).

2.2.1 Charakteristika

HSF jsou z&kladnimilanky pojivové tkan a predstavuji velmi rozmanitou skupinu
burék. BEhem embryonalniho vyvoje vznikaji jako prim&mespecializované Kzdicovité
buiky odvozené od mezenchymu (EnensteinFurcht, 1984). HSF jsou obvykle ploché
buriky podlouhlého nepravidelného tvaru s ovalnym jadaobsahujicim jedno az &yadérka
(Obr. 3). V kultde rostou jako adherentniiky, ale jsou schopné i pohybu.

Obr. 3: Invitro kultura lidskych koZnich fibroblakt

Podle lokalizace v i se @li na ti zakladni typy (Obr. 4). Papilarni fibroblasty
se vyskytuji v dermis v hloubce 0,3 mm a retikuidthroblasty jsou fitomny od 0,7 mm

hloubsji. Posledni skupinu tudfibroblasty gidruzené k vlasovym folikuim.
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Obr. 4: Schémarezu lidskou kzi (upraveno dle: Sorrelt Caplan, 2004). BM — bazalni
membrana, VF — vlasovy folikul, PF — papilarni @iblasty, RF — retikularni
fibroblasty.

2.2.2 Funkce

HSF maji velky vyznam pro tvorbu pojivove tkaa @i regulaci dermalnich procés
Jejich funkce spiiva predevsim v syntéze mnoha latek (viz nize; Enenstdiurcht, 1984;
Changet al., 2002; Sorre&t Caplan, 2009).

Velmi dalezitym produktem HSF je extracelularni matrix (EZNedy homogenni
hmota obklopujici biky pojivové tkag. ECM ma za ukol udrzovani tvaru tkani a propojeni
jejich burek. Slouzi také jako médium pro vymu latek mezi bikou a prosedim a vytva
fyzickou bariéru proti pronikdni mikroorganiém Sklada se z éthto hlavnich typ
makromolekul: glykosaminoglykany (GAG) a proteogiyly, fibrozni proteiny (kolageny,
elastiny) a multiadhezni molekuly (MasopesPriSa, 2003).

HSF se dastni také tvorby GAG a glykoprot&éinGAG maji formu hydratovaného
gelu tvaiciho z&kladni substanci ECM a umaj ji pusobit proti silam stléujicim tké&.
Mezi GAG pati kyselina hyaluronova, ktera obklopuje migrujicipeoliferujici buiky,
zvlase v embryonalnich tkanich (Volget al., 2008).

DalSi funkci HSF je syntéza a organizace molekubfinich proteii. Jednim z nich
je nerozpustny protein kolagen, jehoz vlaknac¢mtadolavaji tahu. Za elastické vlastnosti

tkdné zodpovida dalSi fibrézni protein, elastin. Ski&addz vlaken pokrytych mikrofibrilami
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Mrivrw s

S navazanymi glykoproteiny. Prajmbdobré nejdilezitéjSim mikrofibrilovym
glykoproteinem je fibrilin, jehoz mutace vede k Xéarovu syndromu.

HSF sekretuji rozpustné cytokiny distové faktory, které zafi§ji autokrinni
a parakrinni stimulaci dalSich btkn Autokrinni aktivita zahrnujefipdevsim indukci syntézy
fibroblastovych #stovych fakto# a transformujicihotistového faktorup (Ornitz et Itoh,
2001). Tento faktor naslednovliviiuj¢ sekreci #@istového faktoru pojivove tké&n ktery
podporuje tvorbu kolagenu, proliferaci HSF a forraovECM (Moussaet Brigstock, 2000).
Parakrinni aktivitaridi rast, diferenciaci a migraci keratinodyprodukci keratinocytového
rastoveého faktoru a interleukinu 6 (Chagtaal., 2002; Sorrelet Caplan, 2004). Bylo zjisho,
Ze keratinocyty v kultte bez této stimulace zhruba do dvou tydmiraji (El-Ghalbzouri
et al., 2002). Kooperace HSF s keratinocyty jgeditd zejménaip vyvoji organismu a hojeni

ran.

Mezi dalSi funkce HSF pitovliviiovani vzniku vlasovych folikdl ve fetalni pokoZce
aregulace jejichustu a odumirani u do&gch jedindi. HSF gispivaji také k formovani

bazalni membrany produkci lamininu a nidogenu @loet Caplan, 2004).

2.2.3 Vyuziti

Kultury HSF se dli na dva zakladni typy. Prvnim je klasické jedrsde@vnéin vitro
uskupeni, kdy adherentniiiky pokryvaji dno kultivéni nadoby (Zijlstraet Schelling, 1999).
Tyto modely slouzi fedevsim k fenotypové charakterizaci a vyzkumu n@distou HSF
a v neposledniadé také k diagnostickym delim (Fleischmajeret al., 1995). Druhy typ
piedstavuji vicevrstevné organotypové kultury, kter@hou krond HSF obsahovat i dalSi
buiky. Uplatiuji se zejména jakon vitro kozni model a Ize na nich studovat biologizk,
tkanovou morfologii nebo testovat vliv farmakologickyeh kosmetickych produkt Byly
vyuzity nagf. pii vyzkumu vlivu UV z&eni nebo p sledovani piniku chemickych latek
pokozkou. Organotypové kultury jsou také materialemyvoji koznich nahrad, které slouzi
k rekonstrukci kZe po prodlani onemoc#éni nebo popaleni (Worg al., 2007).
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3.1

3.2

3.3

3 CILE PRACE

Vypracovat literarni reSerSi na téma metabolomid@psat Bzr¢ pouzivané analytické
techniky a uvést sttmy piehled o lidskych koZnich fibroblastech.

Kultivovat lidské kozni fibroblasty, sklidit je mmiou trypsinizace a quenchingu
a provést analyzu intracelularnich nukleotiklapilarni elektroforézou. Porovnat vliv

pusobeni&chto metod sklizeni na koncentrace intracelularnidtieotid.

Optimalizovat metodu pro analyzu latek nukleotiduw&harakteru pomoci ultr&ané
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovoothostni spektrometrii. @fit

aplikovatelnost této metody na realnych vzorcich.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

K analyzam byly pouzity lidské kozni fibroblasty wzorek krve ziskané
od dobrovolnych daicz fad laboratorniho personélu.

4.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril (AcCN) (99,9%), hydroxid amonny (25%}ydroxid sodny (98%),
kyselina mraveti (98%) a kyselina octova (100%) byly zakoupeny itmy Fluka
(Némecko), fetalni hoszi sérum (FBS) u firmy PANBiotech @hecko), fyziologicky roztok
u firmy Braun (Nmecko), diethylether (p. a.) a kyselina trichlooy@& (TCA; 99%) u firmy
Lach-Ner CR). Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB; 99%), Dullm's Modified Eagle
Medium (DMEM), kyselina citrénova (100%), kyselinraaminomaselna (GABA99%),
methanol £ 99,9%), smis antibiotik streptomycin (10 mg/ml)/penicilin (D00 U/ml),
trypsin/EDTA (10x) a standardy nukleaiié nukleotidovych derivat(dale jen nukleotidy):
2'-deoxyadenosin-5"-trifosfat (dATP) disodnél §100%), 2 -deoxyguanosin-5"-trifosfat
(dGTP) sodna W (96%), 2'-deoxycytidin-5"-trifosfat (dCTP) disoéin il (98%),
2’-deoxyguanosin-5"-monofosfat (dGMP) sodnd ul s hydrat (98%),
2 -deoxythymidin-5"-difosfat (dTDP) trisodnélg> 90%), 2 -deoxythymidin-5"-monofosfat
(dTMP) disodna® hydrat (> 99%), 2"-deoxythymidin-5-trifosfat (dP) sodna@ (> 96%),
adenosin-5"-trifosfat (ATP) disodnails(99%), adenosin-5"-monofosfat (AMP) sodnd s
(99%), uridin-5"-monofosfat (UMP) disodnail s(98%), B-nikotinamidadenindinukleotid
(NADH) redukovana disodnaikhydrat (98%), cytidin-5"-trifosfat (CTP) disodisal (98%),
guanosin-5"-difosfat (GDP) sodnél §98%), guanosin-5"-monofosfat (GMP) disodnd s
(100%), guanosin-5"-trifosfat (GTP) sodnal $95%), inosin-5"-difosfat (IDP) sodnails
(96%), inosin-5"-monofosfat (IMP) disodnél £99%), inosin-5"-trifosfat (ITP) trisodndils
(97%), B-nikotinamidadenindinukleotid (NAD 99%), B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(NADP") sodna 8 (99%), uridin-5"-difosfat (UDP) sodna tls (96%),
uridin-5"-difosfoglukosa (UDP-glukosa) disodnal $98%), uridin-5"-trifosfat (UTP) sodna
sul (98%), 2’-deoxyadenosin-5"-difosfat (dADP) sodné sil (98%),
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2'-deoxyadenosin-5"-monofosfat (AAMP; 98%), 2 -dgmanosin-5"-difosfat (dAGDP) sodna
sul (98%), 2 -deoxyuridin-5"-monofosféat (dUMP) dis@dn dil (100%),
2 -deoxyuridin-5"-trifosfat (dUTP) sodnails(95%), adenosin-5"-difosfat (ADP) sodnal s
(96%), cytidin-5"-difosfat (CDP) sodnd&lq98%), cytidin-5"-monofosfat (CMP) disodnél s
(99%), uridin-5"-difosfoglukuronat  (UDP-glukuronat) triamonna 8l  (99,6%),
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovana dstdnda & (NADPH; 96%),
guanosin-5"-difosfo-D-mannosa (GDP-mannosa) sodhd&95%), flavinadenindinukleotid
(FAD) disodna 8l hydrat (95%), 2'-deoxycytidin-5'-monofosfat (dCM&odna 8l (100%),
uridin-5'-difosfogalaktosa (UDP-galaktosa) disodna sl (95%),
guanosin-5"-difosf@-L-fukosa (GDP-fukosa) sodn&lg>85%), 2 -deoxycytidin-5"-difosfat
(dCDP) sodna ® (>96%), 2 -deoxyinosin-5"-trifosfat (dITP) trisodnail s(98,2%),
uridin-5"-difosfat-N-acetylglukosamin  (UDP-N-aceagiikosamin) sodna us (100%),
cytidin-5"-monofosfoneuraminat (CMP-N-acetylneuraét) sodnaw (94%) byly zakoupeny
u firmy Sigma Aldrich (USA).

Pro gipravu vSech roztakbyla pouZzita deionizovana voda (18,32Mm).

4.3 PouZité roztoky

Médium DMEM pro kultivaci koznich fibrobla%t
5 ml snesi antibiotik streptomycin (100 pg/ml)/penicilinQ@ U/ml)
50 ml FBS (ped pouzitim pefiltrovat pres sterilni filtr — typ 2 um)

doplnit médiem DMEM na 500 ml

CTAB pufr:
0,42 g kyseliny citronové
14,58 mg CTAB
doplnit deionizovanou vodou na 50 ml

upravit pH na 4 pomoci GABA
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Trypsin/EDTA:
10 ml trypsin/EDTA roztok

10 ml fyziologického roztoku

Kysely pufr pro optimalizaci na tandemovém hmotnostspektrometru:
192,5 ul kyseliny mraveii
doplnit deionizovanou vodou na 250 ml

pridat 250 ml methanolu

Alkalicky pufr pro optimalizaci na tandemovém hmagimim spektrometru:
385 mg octanu amonného
779 ul hydroxidu amonného
doplnit deionizovanou vodou na 250 ml

pridat 250 ml AcCN

Mobilni faze A (acetat amonny — 20 mmol/l roztok):
286 pl kyseliny octové
doplnit deionizovanou vodou na 250 ml

upravit pH na 9,45 pomoci hydroxidu amonného

Mobilni faze B:

30 ml mobilni faze A (20 mmol/l acetat amonny pH3),

doplnit AcCN na 200 ml
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4.4 Pristrojové vybaveni a dalSi pomicky

Veskeré manipulace s tkeami probihaly v laminarnim boxu (Heraeus Instrutagn
N&mecko). Fibroblasty byly kultivovany v kultigaich lahvikach (plocha dna 25 &nTPP,
Svycarsko) v inkubéatoru (Shel Lab, USA) s 5 % atidyas CQ pii teplot 37 °C.

Analyza nukleotidovych standard a reélnych vzork trypsinizovanych
a quenchovanych btk byla provedena na kapilarni elektroforéze ,homeéeiaskladajici
se z UV detektoru CE-975 (Jasco Corporation, Jdmna zdroje nafii CZE 3000 HV
(Spellman, USA). Ke zpracovani dat byl pouzit saftev Clarity station (Data ApexX;R)
a k vyhodnoceni vysledkStatistica 7.0 (Statsoff,R).

K analyze nukleotidovych standé@r@ realnych vzork fibroblasti a erytrocyt byla
pouzita UHPLC UltiMate 3000 (Dionex, USA) s deteki@ndemovym hmotnostnim
spektrometrem (tandem mass spectrometer, MS/MS)4QB0 (Applied Biosystems, USA)
— trojity kvadrupdl s ionizaci elektrosprejem. VBeg experimenty byly provedeny na koton
Luna (3 um, NH, 100 A, 150 x 1,00 mm, Phenomenex, USA). Podmiskgtému
UHPLC/MS/MS pro analyzu nukleotidbyly predmétem optimalizace. Ke zpracovani dat byl
pouzit software Analyst 1.5 (Applied Biosystems,A)S

Dale byly pouzity nasledujicitistroje: centrifuga (Heraeus Instrumentsmcko),
centrifuga (Hettich, Mmecko), lyofilizator (Labconco, USA),ijprava deionizované vody
(Werner Reinstwassersystem¢micko), syringe pumpa (Kdscientific, USA), ultrakeua
lazer (Kraintek 12, Slovensko), vortex (IKA Works, USA).

4.5 Priprava koZnich fibroblasti

4.5.1 Kultivace

K experimenim bylo pgipraveno 14 Kkultivénich lahvEéek HSF. Buiky byly
kultivovany dle standardniho protokolu v médiu DMEM 10 % FBS a fidavkem
streptomycinu (100 pg/ml) a penicilinu (100 U/mi) 87 °C v 5% atmoste& CQ. Po naifistu
do 100% konfluence bylo 7 kultivaich lahvi sklizeno metodou trypsinizace a druha

polovina lahvi metodou quenchingu ledovym (°&) 60% methanolem.
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4 5.2 Sklizeni

Trypsinizace

Bunky v kultivacnich lahveékach byly geneseny z inkubatoru do laminarniho boxu
a bylo z nich slito médium. HSF byly oplachnuty kir& 5 ml fyziologického roztoku a bylo
k nim gidano 500 pl roztoku trypsin/EDTA. Poté bylytky inkubovany po dobu 3 min
pii 37 °C v 5% atmosté CQ. Po uvolgni burgk bylo gidano 5 ml média k zastaveni
acinku trypsinu. Obsah kultivai lahvicky byl dikladre promichan a rychlerplit do 15 ml
centrifug&ni zkumavky. Zbytek bufk v kultivacni lahvicce byl dvakrat promyt 5 ml
fyziologického roztoku a vyplach byl fiddn do zkumavky ke vzorku. Vzorek byl
centrifugovan (5 min, 1200 rpm) a poté byl slit su@atant. Peleta bgk byla intenzive

rozklepana a poté resuspendovana v 1 ml média.

Quenching

Kultiva¢ni lahvicka s butkami byla vyndana z inkubatoru a rychlegtfm 10 s)
vyplachnuta pomoci quenchovadiilsaicky se zahnutou jehlou 20 ml ledového (<8 60%
methanolu (Obr. 5). Vyplachnuté labka byla dikladn® oklepana o gazu a ihned undis

na led.

Obr. 5: Pouzita technika quenchingu.
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45.3 Extrakce

Extrakce po trypsinizaci

Vzorek byl po trypsinizaci centrifugovan (5 min,@4rpm) a poté byl odpipetovan
supernatant. K pelétbylo pridano 100 pl ledového (-58C) 80% methanolu. Vzorek byl
sonifikovan (1 min) a nasledrcentrifugovan (1 min, 10 000 rpm). Supernatantrédx) byl
pieveden daisté 1,5 ml eppendorfky. K petetbylo pidano 100 pl ledového 80%
methanolu. Vzorek byl sonifikovan (1 min) a poténttdugovan (1 min, 10 000 rpm).
Supernatant bylidan k pivodnimu extraktu. Extrakt byl lyofilizovan, rozpestve 100 pl

deionizované vody a az do vlastni analyzy zamrazei20 °C.

Extrakce po quenchingu

Do kultivaéni lahvicky byl piidan 1 ml ledového 80% methanolu.iBy byly ze dna
kultivaéni lahvicky dukladnd seSkrabany Skrabkou oplachnutou v methanolu. Extrgl
piepipetovan do 15 ml centrifuga zkumavky, ktera bylaipdem vyplachnuta methanolem.
Zbylé buiky byly z kultivatni lahvicky vyplachnuty 1 ml ledového 80% methanolura@ny
k extraktu. Vzorek byl sonifikovan (1 min) a cefugovan (5 min, 3000 rpm). Supernatant
byl lyofilizovan, rozpu&n ve 100 pl deionizované vody a az do vlastni ayakamrazen
na -20 °C.

4.6 Priiprava erytrocyti

40 pl krve bylo extrahovano 80 pl roztoku TCA (kentrace 1 mol/l). Vzorek byl
sonifikovan (1 min), vortexovan (1 min) a centritign (1 min, 10 000 rpm). Po centrifugaci
byl odebran supernatant d@emistn do c¢isté 1,5 ml eppendorfky, ktera byla v digesto
doplrena 1 ml diethyetheru. Vzorek byl vortexovan (1 mibyl odstragn ether — vrchni
vrstva. Ridavek etheru bylfikrat opakovan. Zbytek etheru byl odpa v digestti (15 min)
pii laboratorni teplat
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4.7 Analyza nukleotidia pomoci CE

4.7.1 Analyza smesi standardi

K analyze byla pouZita sfa osmnécti vybranych nukleotidovych standard
piipravenda rozpushim pevnych latek v deionizované wofvysledna koncentrace 0,1 mol/l).
Analyza této smsi byla provedena metodou CE jiZive publikovanou (Friedeckegt al.,
2007).

VSechny experimenty byly provedeny na nepokryggrenné kapii@ (vnitni pramer
75 um, délka 90/97 cm)fip pokojové teplot. Hydrostatické davkovani vzorku bylo
provad&no manualty po dobu 15 s. Separace probihala za pouziti CTABuppri napeti
24,4 kV a proudu 40 pA. Analyty byly detekovanydiatetricky i 255 nm. Kapilara byla
pied kazdou analyzou proplachovana pufrem CTAB.

4.7.2 Analyza quenchovanych a trypsinizovanych vzori

Byla  provedena analyza intracelularnich nukleotid quenchovanych
a trypsinizovanych vzoik HSF. VSechny experimenty byly realizovany za steln
podminek jako analyza i nukleotidovych standaitid

4.8 Analyza nukleotidia pomoci UHPLC/MS/MS

4.8.1 Priprava nukleotidovych standardi

K analyzam bylo vybrand@tyticet dva standafd latek nukleotidového charakteru
na zaklad databdze Olmeda (Olomoucka metabolomickad datab&ma byla vytvéena
v Laboratdi dédicnych metabolickych poruch v ramci metabolomickéhojgktu a ktera
integruje data z databaze KEGG (http://www.kegg@QomMDB (http://www.hmdb.ca/)
a jinych zdroji. Zasobni roztoky standardbyly pripraveny rozpu$him pevnych latek
v deionizované vo#(vysledna koncentrace 0,1 mmol/l) a dé&eny dle poteby.
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4.8.2 Optimalizace podminek MS/MS

Pro optimalizaci podminek na tandemovém hmotnosspektrometru byly zasobni

roztoky nadediny kyselym a alkalickym pufrem (vysledna koncengr@¢l pumol/l).

Nukleotidy v kyselém a alkalickém pufru byly daviémy pomoci syringe pumpy
(pratok 1 ml/hod) pimo do iontového zdroje MS/MS. Na zéakéanonoizotopovych
hmotnosti se hledalo Sest multiple-reaction momtpr(MRM) prechodi pro kazdou
studovanou latku a to v pozitivnim i negativnim moéistroj provedl| také automatickou
optimalizaci podminek,ipnichz tyto grechody vznikaly. Pro kazdou latku byl vybran jeden

nejintenzivigjSi MRM prechod.

4.8.3 Optimalizace podminek UHPLC

Pro UHPLC analyzu bylo nutné vybrat vhodnou kolomwpbilni faze a stanovit
koneiné podminky separace &sn standartl. Byly optimalizovany nasledujici parametry:
teplota a pitok kolony, sloZzeni mobilni faze, podminky gradem@ eluce a mnozstvi

nastikovaného vzorku.

4.8.4 Analyza smési standardi

Ze zéasobnich roztdkstandard (0,1 mmol/l) byly gipravenyctyii smesi. Kazda srés
obsahovala jinogast analyzovanych latek. SloZzeni bylo zvoleno &k se v jedné ssi
nevyskytovaly latky s podobnou monoizotopovou hrosth(rozdil 1 Da a méh Snesi byly
fedény mobilni fazi B v por&ru snes : mobilni faze B, 1 : 1. KaZzda gmbyla analyzovana
pomoci UHPLC/MS/MS za optimalizovanych podminek.

Smésny vzorek obsahujici vSechny studované nukledigypripraven ze zasobnich
roztoki standard (0,1 mmol/l). Tato sks byla ogt fedcna mobilni fazi B v powru

smes : mobilni faze B, 1 : 1 a analyzovana pomoci UBRIS/MS za optimalizovanych

podminek.
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4.8.5 Analyza reélnych vzorki fibroblasti a erytrocyti

Extrakty quenchovanych bgik a erytrocytt byly ziedény mobilni fazi B (v poréru
vzorek : mobilni faze, 1 : 1) a analyzovany pomo&iPLC/MS/MS. Podminky analyzy

vychéazely z pedchozi optimalizace.

40



5 VYSLEDKY

5.1 Analyza nukleotida pomoci CE

Jak jiz bylo fe¢eno v teoretickécasti této prace, uezitym krokem analyzy
metabolomu #tSiny burgk je vhodné sklizeni jejich populace a okamzité tanzeni
biochemické aktivity. Tento quenching metabolismmuodiuje zachovat kvalitni buiny
obsah pro dalSi metabolomickou analyzu. M#Siw¢ laboratdi se vSak provadi pouhé
sklizeni bugé¢né populace pomoci roztoku trypsinu a poté extraketabolifi. Tento postup
muze mit za nasledek ztraty intracelularnich metébalito v disledku jejich vyl@¢ovani

do kultivasniho média.

Prvnim cilem experimentéliiasti gedkladané diplomové prace bylo studovat vliv
trypsinizace a quenchingu na koncentrace intra@elidch nukleotid v buikach lidskych
koznich fibroblast a zjistit, zda je metabolicky quenching opravdwsaziim krokem
metabolomické analyzy. Ke studiu byly ziskany HSFzdravych jedint sklizené metodou
trypsinizace a quenchingu, jak je uvedeno v kapitblateridl a metodika. K analyze
intracelularnich nukleotid byla pouzita CE s UV detekci. Nukleotidy byly idiékovany
na zaklad srovnani migrénich ¢asi se znamou sési standardl, taktéZz analyzovanou
pomoci CE (Obr. 6).

U trypsinizovanych i quenchovanych klrbyly identifikovany stejné latky. Jednalo
se o UTP, ITP, GTP, ATP, ADP, IMP a NA[Dbr. 7).
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Obr. 6: Analyza snisi nukleotidovych standaiidoomoci CE.
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Obr. 7: Analyza extraktu fibroblagtpomoci CE.
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Z elektroforegram byly ode&teny plochy jednotlivych pika korigovany na migeai
¢as. Nasledd byl sestaven graf z fpméra korigovanych ploch nukleotidu trypsinizovanych
a quenchovanych btk (Obr. 8). Vyhodnoceni vysledkoylo dale provedeno pomoci PCA
analyzy (Obr. 9, 10).

Bylo zjiSténo, Ze oba zZjsoby sklizeni buk Ize od sebe odliSit. Mezi quenchovanymi
vzorky byla pozorovana menSi variabilita ve srovrg@urypsinizovanymi (nizsi sérodatné
odchylky odpovidajici kratSim chybovym dkém; Obr. 8). Tato skuteost byla potvrzena
PCA analyzou. Na obrazcich je mozné pozorovat keojptipadi (Obr. 9) a prornnych
(Obr. 10) do komponentni roviny pro ®kmetody sklizeni bufk. Celkové procento
vyswtlené variability je 91,39 %. Dale bylo zji$, Ze quenching 4 je odlehla hodnota,
coz mohlo byt zpisobeno chybou provedeni quenchingumeéieni. Namntiené hodnoty

pro ATP a GTP spolu koreluji.

Srovnani hodnot intracelularnich nukleotida v zavislosti
na pouzité metodé sklizeni

(e
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Obr. 8: Srovnani hladin intracelularnich nukledtids buirkach sklizenych trypsinizaci

a quenchingem.
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Obr. 9: Projekce pipadi do komponentni roviny — porovnani metod sklizeni
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5.2 Analyza nukleotidia pomoci UHPLC/MS/MS

K modernim analytickym technikam patUHPLC/MS/MS, ktera je velmiasto
vyuzivdna pro diagnostikuédicnych metabolickych poruch a pro studium metabolomu
biologickych systérin DalSim cilem této diplomové prace bylo optimaliab metodu
pro analyzu latek nukleotidového charakteru. Oplizngana metoda byla poté aplikovana

na realné vzorky — extrakty b&kfibroblasti a erytrocyi.

5.2.1 Optimalizace podminek MS/MS

Nejdiive bylo nutné optimalizovat parametry MS/MS proalsiau nukleotid.
Nukleotidové standardy v kyselém a alkalickém puigy davkovany gimo do iontového
zdroje MS/MS a reny v pozitivnim a negativnim moédu, jak je uvederapitole Material
a metodika. Za telem nalezeni optimalnich MRMigrhod: byla zngfena hmotnostni
spektra vSech studovanych latek a fragmantspektra molekulovych iott

Jako piklad uvadim hmotnostni (Obr. 11) a fragmeénfa(Obr. 12) spektrum UMP.
Hmotnostni spektrum UMPiedstavuje deprotonovany molekularni ion (m/z = 822a)
a produktové ionty ziskané po jeho fragmentaci. dai$i analyzu byl na zakladntenzity
vybran produktovy ion s potrem m/z = 96,9 Da. Tento fragment odpovida fosfatery
se odsipil z UMP.

4,8¢5 322.8

4,0e5

W
[\S}
a

W

2,4¢5

Intenzita [cps]

—_—
N
a
W

96,9
8,0c4

11,0 13?»6 150.4198,0%' >
| L L

80 130 180 230 280 330
m/z [Da]

0,0

Obr. 11: Hmotnostni spektrum UMP (negativni moéd).
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Obr. 12: Fragment&ni spektrum molekulového iontu UMP (negativni mod).

Na z&klad intenzity signalu jednotlivych fragmentbylo zjiS€no, Ze nukleotidy
se nejlépe 8pi, pokud jsou nadiny alkalickym pufrem a jsou &eny v negativnim maodu.
Z optimalizace v tomto médu byl pro kazdou latkubrdn jeden nejintenzi¢si MRM
piechod. Sotasrt s vykerem vhodnych MRM fechodi byl pristrojem automaticky
optimalizovan deklastetai potencial (declustering potential, DP), vstuppétencial
(entrance potential, EP), kolizni energie (collisienergy, CE) a vystupni potencial kolizni
cely (collision cell exit potential, CXP) pro kazgiechod. Jakoifklad uvadim optimalizaci
DP (Obr. 13), CE (Obr. 14) a CXP (Obr.15) pro UM#ehled vybranych MRM igchodi
analyzovanych nukleotid a optimalizované hodnoty DP, EP, CE a CXP jsounsyr
v tabulce (Tab. Il). Dale byly optimalizovany hodydlaku kolizniho plynu (collision gas
pressure, CAD), zmlzujiciho (nebulizing gas, GS1susiciho plynu (heater gas, GS2),
.curtain gas" (CUR), teploty zmlzujiciho plynu (soe temperature, TEM) a n&p

na kapilde v iontovém zdroji (ion spray voltage, IS; Talb).ll
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Obr. 13: Optimalizace DP pro UMP v rozmezi -140 az -10 YlaBvolena hodnota -65 V.
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Obr. 14: Optimalizace CE pro UMP v rozmezi -50 az -5 V.&83Volena hodnota -28 V.
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Obr. 15: Optimalizace CXP pro UMP v rozmezi -20 az 0 V. Bylalena hodnota -6 V.

Tab. Il: Optimalizované parametry MS/MS pro jednotlivé radkidy.

Metabolit MRM [Da] DP[V] EP[V] CE[V] CXP]V]
ADP 425,8-158,8 -75 -10 -36 -6
AMP 345,9-96,9 -75 -10 -28 -4
ATP 505,8-158,7 -65 -10 -36 -6
CDP 401,9-158,7 -35 -10 -36 -6
CMP 321,8-96,8 -70 -10 -28 -6
CMP-N-acetylneuraminat 612,9321,8 -60 -10 -30 -18
CTP 481,8-158,8 -80 -10 -36 -4
dADP 409,8-158,7 -60 -10 -36 -8
dAMP 329,9-194,6 -55 -10 -22 -10
dATP 489,8-158,7 -85 -10 -38 -8
dCDP 385,8-158,7 -80 -10 -36 -4
dCMP 305,8-96,8 -65 -10 -30 -6
dCTP 465,8-158,9 -85 -10 -38 -6
dGDP 425,9-158,8 -80 -10 -36 -6
dGMP 345,9-96,9 -55 -10 -36 -2
dGTP 505,8-158,7 -75 -10 -38 -6
dITP 490,9-158,6 -75 -10 -38 -6
dTDP 400,9-158,6 -30 -10 -36 -6
dT™MP 320,8-96,9 -55 -10 -36 -16
dTTP 480,8-158,5 -70 -10 -42 -6
dUMP 306,8-96,8 -60 -10 -38 -16

49



Metabolit MRM[Da] DP[V] EP[V] CE[V] CXP[V]

duTP 466,8-158,5 -60 -10 -36 0
FAD 783,9-345,8 -75 -10 -46 -20
GDP 441,9-149,9 -60 -10 -36 -6
GDP-L-fucosa 587:9-158,7 -95 -10 -60 -6
GDP-mannosa 604;60424,0 -100 -10 -42 -18
GMP 361,9-96,7 -45 -10 -38 -16
GTP 521,9-»158,7 -85 -10 -40 -6
IDP 426,9-158,9 -80 -10 -36 -6
IMP 346,9-96,9 -75 -10 -28 -6
ITP 506,9-159,0 -80 -10 -38 -4
NAD+ 662,9-540,2 -55 -10 -20 -10
NADH 663,9-407,7 -110 -10 -42 -20
NADP+ 742,9-620,8 -70 -10 -26 -10
NADPH 743,8-407,9 -110 -10 -50 -18
UDP 403,6-158,6 -45 -10 -36 -6
UDP-D-galactosa 564,996,8 -80 -10 -56 -2
UDP-glucosa 564;9322,8 -85 -10 -34 -18
UDP-glucuronat 578;9402,9 -70 -10 -34 -18
UDP-N-acetyl-D-glucosamin  605,9384,8 -100 -10 -40 -18
UMP 322,8-96,9 -65 -10 -28 -6
UTP 482,8-»158,8 -70 -10 -36 -8

Tab. lll: Optimalizované parametry MS/MS.

CAD [psi] GS1|[psi] GS2[psi] CUR [psi] TEM [°C] IS [V]

6 40 30 15 500 -4500

5.2.2 Optimalizace podminek UHPLC

DalSim krokem optimalizace byl v§b vhodnych podminek pro UHPLC separaci
nukleotici. Byl modifikovan jiz dive publikovany postup (Bajadet al., 2006).
Pro experimenty byla zvolena kolona Luna s aminpgiivou (NH) stacionarni fazi
a velikosti ¢astic 3 um. Teplota kolony byla nastavena na 30a°@ak se pi separaci

pohyboval okolo 190 Pa.

Jako vodna mobilni faze A byl pouzit 20 mmol/l @&tetmonny pH 9,45. Mobilni faze
B se sklddala z 85 % AcCN a 15 % mobilni faze A, jm uvedeno v kapitole Material
a metodika. Byla pouzita linearni gradientova eludera zaala vc¢ase 0 min se 100 % B
a klesala po dobu 15 min k 5 % B. Tento stav byZoadan vcase 15-29,3 min. V déb
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29,3-30,3 min byl systém navracen k inicialnim pod@ém (100 % B). Kolona byla
ekvilibrovana 4 min fed dalSi injekci. Celkova délka analyzy byla 34,B.nPritok byl

nastaven na 0,1 ml/min a mnozstvi nésivaného vzorkuinilo 3 pl.

5.2.3 Analyza smési standardi

Smés nukleotidovych standaid byla analyzovana pomoci UHPLC/MS/MS
za optimalizovanych podminek. Touto metodou se filodalentifikovat na zaklatl MRM

piechodi a reteinich¢adi vSechny studované nukleotidy (Obr. 16).
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Za optimalizovanych podminek bylo mozné separou&taotidy odvozené od stejné
béaze (Obr. 17, 18).
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Obr. 17: Analyza nukleotid odvozenych od adeninu, cytosinu a guaninu pomoci
UHPLC/MS/MS za optimalizovanych podminek.
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Obr. 18: Analyza nukleotid odvozenych od guaninu, inosinu, thyminu a urap@moci
UHPLC/MS/MS za optimalizovanych podminek.
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Déle se poddlo od sebe odiit vybrané koenzymy (Obr. 19) a nukleotidové détiv
(Obr. 20).
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Obr. 19: Analyza koenzym pomoci UHPLC/MS/MS za optimalizovanych podminek.
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Obr. 20: Analyza nukleotidovych derivé@tpomoci UHPLC/MS/MS za optimalizovanych

podminek.
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Pro rekteré nukleotidy se shodnou molekulovou hmotnogtivigbran stejny MRM
piechod. Tyto latky vSak bylo mozné od sebe roztidinoci reteéniho¢asu (retention time,
RT), ktery byl zjisén analyzouctyi dilcich sn&si, v nichz se tyto latky nevyskytovaly
souwasre. Jednalo se o nukleotidy s MRMegehodem 345;996,9 Da (AMP — RT 15 min,
dGMP — RT 16 min), 425;8158,8 Da (ADP — RT 18 min, dGDP — RT 20 min)
a 505,8-158,7 Da (ATP — RT 23 min, dGTP — RT 26 min).

Pred zavedenim optimalizované UHPLC/MS/MS pro analgpkleotich do k&zné
laboratorni praxe bude nutné tuto metodu validoMiatvalidaci bude posouzeno, zda je tato

analyticka metoda dost&t®& piresna a spravna.

5.2.4 Analyza realnych vzorki

Optimalizované podminky systéemu UHPLC/MS/MS bylotréu prakticky owfit.
Vytvorend metoda byla pouZita k analyze intracelularmiakleotidi v extraktech bugk
fibroblast: sklizenych quenchingem (Obr. 21) a erytrac{@br. 22).
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Pri analyze extraktu fibroblastbyly identifikovany nésledujici latky: AMP, ADP,
ATP, CMP, CDP, CTP, dGMP, dGDP, GDP, GTP, IMP, IDRR, UMP, UDP, UTP, FAD,
NAD*, NADP’, CMP-N-acetylneuraminat, GDP-fukosa, GDP-mannds®P-galaktosa,
UDP-glukosa, UDP-glukuronat, UDP-N-acetylglukosamiNejtsi intenzitu mdla
UDP-glukosa. V extraktu erytroaytbyly obsazeny tyto nukleotidy: AMP, ADP, ATP,
dGMP, dGDP, GDP, GTP, IMP, IDP, ITP, UMP, UDP, NAINADP*, GDP-mannosa,

UDP-galaktosa, UDP-glukosa, UDP-glukuronat, UDPdgtgiglukosamin. NegtSi intenzitu
mel ATP.
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6 DISKUZE

6.1 Srovnani metod quenchingu a trypsinizace

Materidlem pro studium metabolomu velgasto byvaji izné bugcné populace,
které lze pstovat v pesré definovaném progedi za jednozrimé¢ stanovenych podminek.
Jednu z nich reprezentuji lidské kozni fibroblastysF pati mezi adherentni hiky, které
je pred samotnou analyzou nutné&citym zpasobem ,sklidit”, tedy odéit od kultivacni
nadoby, a poté extrahovat jejich intracelularniabetity (Cooperet al., 1991). Prvnim cilem
experimentalni ¢asti pedkladané diplomové prace bylo testovat viiv metsklizeni
a zastaveni bwiného metabolismu na koncentrace intracelularnidieotidi. Fibroblasty
byly sklizeny trypsinizaci a quenchingem ledovym %60methanolem. Trypsinizace
je standard& zavedena v dZné laboratorni praxi. Provadi se pomoci roztokpsinu, ktery
efektivne prerusi vazby butk se s&nou kultiva&tni naddoby. Nasleduje extrakce vhodnym
solventem, fi které je ziskan intracelularni obsah. Tato metgaSak pordrné casow
narana. Navic fisobeni trypsinu five vylolat u busk Sok, coz ma za nasledek amy

hladin metabolii (metabolity jsou vyltovany do média).

DalSi variantou sklizeni bgk je metabolicky quenching. Velmiasto pouzivana
guenchovaci metoda je zaloZena na aplikaci ledowédmého roztoku methanolidznych
koncentraci. Vyhoda tohoto quenchingu &dpa ve velmi rychlém zastaveni metabolickych
reakci. U busk vSak miZze nastat chladovy Sok igpbeny nizkou teplotou solventu (Hans
et al., 2001; Wittmanret al., 2004). Nasledkem toho dochéazi ke¢mdm burcné integrity
a tim i ke ztratam intracelularnich metabiolitento fenomén byl potvrzen u gramnegativnich
(Escherichia coli) nebo grampozitivnichBacillus subtilis) bakterii (Leder, 1972; Wittmann
et al., 2004). U lidskych busk vSak nebyl dosud prokazan negativni vliv tohatergchingu,
coz potvrzuje i dalSi studie, kde byla tato mets@zeni aplikovana na populaci koZnich
fibroblasti infikovanych lidskym cytomegalovirem (Mungetral., 2006).

Pomoci PCA analyzy bylo zji§to, Ze oba zisoby sklizeni butk I1ze od sebe odlisit.
Mezi quenchovanymi vzorky byla pozorovana menSi iabdita ve srovnani

S trypsinizovanymi.
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6.2 Analyza nukleotidia pomoci UHPLC/MS/MS

V souwasné dob je na trhu k dispozici mnohoriptroji, které se v metabolomice
vyuzivaji pro diagnostické i vyzkumné ¢aly. Hmotnostni spektrometr s ionizaci
elektrosprejem a trojitym kvadrupdlem je pame levny a podava dostajici vysledky.

K jeho hlavnim vyhodam patmoZznost analyzy Sirokého spektra latek, jednodygiprava
vzorkla a vysoka specifita ve spojeni se se@airdechnikou (Hoet al., 2003). Nevyhodou

je nesnadna identifikace neznamych latek.

V této praci byla dale optimalizovana metoda pralgru latek nukleotidového
charakteru pomoci UHPLC/MS/MS. Jak bykEeno dive, vychazelo se z jiz publikovaného
postupu (Bajadtt al., 2006). MRM pechody ziskané pomoci optimalizace na tandemovém
hmotnostnim spektrometru se shodovaly s publikdetoda vSak bylaiiliS ¢aso¥ nara@na
(50 min), proto bylo nutné analyzu zkratit. Toholdydocileno zmnami podminek
gradientové eluce, teploty a délky kolony. Celkalélka analyzy po Upr&vseparaénich

podminekSinila 34,3 min.
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7 ZAVER

V teoretické ¢asti této diplomové prace byly shrnuty poznatky oderni ¥dni
disciplint — metabolomice. Pozornost byla¢nevana nejZzn€jSim metabolomickym
technikam analyzy vzotka postugm zpracovani dat. Byl zmdn také strany piehled

o lidskych koznich fibroblastech.

V experimentalni ¢asti prace byly analyzovany nukleotidy édva metodami
— kapilarni elektroforézou a ultrdanou kapalinovou chromatografii ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Pomoci &agilelektroforézy byl zkouman vliv
metod sklizeni butk na intracelularni nukleotidovy obsah. K analyzayty pouZzity extrakty
lidskych koZnich fibroblagt od zdravych jedint Bunky byly sklizeny d¥¢ma metodami,
trypsinizaci a quenchingem ledovym 60% methanolRamoci PCA analyzy bylo zji&to,
Ze oba zpsoby sklizeni bukk Ize od sebe odliSit. Mezi quenchovanymi vzorkylaby

pozorovana mensi variabilita ve srovnani s trygsivanymi.

Dale byla vyvijena metoda pro analyzu latek nuktentého charakteru pomoci
ultraltinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tand@mdcimotnostni spektrometrii.
Nejprve byly optimalizovany podminky pro modelovemes standardl. Optimalizovana

metoda byla nasledraplikovana na realné vzorky — extrakty fibroblasterytrocyt.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AcCN acetonitril

ADP adenosin-5"-difosfat

AMP adenosin-5"-monofosfat

ATP adenosin-5"-trifosfat

CAD tlak kolizniho plynu (collision gas pressure
CDP cytidin-5"-difosfat

CE kapilarni elektroforéza (capillary electroptsis)

kolizni energie (collision energy)
CMP cytidin-5"-monofosfat

CMP-N-acetylneuraminat  cytidin-5"-monofosfoneuraatin

CTAB cetyltrimethylamonium bromid
CTP cytidin-5"-trifosfat

CUR curtain gas

CXP vystupni potenciél kolizni cely (collisioelktexit potential)
dADP 2’-deoxyadenosin-5"-difosfat
dAMP 2’-deoxyadenosin-5"-monofosfat
dATP 2’-deoxyadenosin-5"-trifosfat
dCDP 2’ -deoxycytidin-5"-difosfat
dCMP 2'-deoxycytidin-5'-monofosféat
dCTP 2 -deoxycytidin-5"-trifosfat
dGDP 2 -deoxyguanosin-5"-difosfat
dGMP 2'-deoxyguanosin-5"-monofosfat
dGTP 2 -deoxyguanosin-5’-trifosfat
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diITP
DMEM
DP
dTDP
dTMP
dTTP
dUMP
dUuTP
ECM
EDTA
EOF
EP
ESI
FAD
FBS
GABA
GAG
GC

GC/MS

GDP
GDP-fukosa
GDP-mannosa
GMP

GS1
GS2

2 -deoxyinosin-5"-trifosfat

Dulbecco's Modified Eagle Medium

deklastekani potencial (declustering potential)

2 -deoxythymidin-5"-difosfat

2’ -deoxythymidin-5"-monofosfat

2’ -deoxythymidin-5"-trifosfat

2 -deoxyuridin-5"-monofosfat

2 -deoxyuridin-5"-trifosfat

extracelularni matrix
ethylendiamintetraoctova kyselina
elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

vstupni potencial (entrance potential)

ionizace elektrosprejem (electrospray idios

flavinadenindinukleotid
fetalni ho¥zi sérum
y-aminomaselna kyselina

glykosaminoglykany

plynovéa chromatografie (gas chromatography)

plynova chromatografie/hmotnostni

chromatography/mass spectrometry)

guanosin-5"-difosfat
guanosin-5"-difosfaL-fukosa
guanosin-5"-difosfo-D-mannosa

guanosin-5"-monofosfat

zmlzujici plyn (nebulizing gas)

susici plyn (heater gas)
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GTP

HPLC

HSF
IDP

IMP

ITP
LC
MRM
MS

MS/MS

NAD"
NADH

NADP*

NADPH
NMR
PCA

Q9Q

RT
TCA

TEM
UDP

UDP-galaktosa

guanosin-5’-trifosfat

vysokotlaka kapalinova chromatografie (highrfa@nance

liquid chromatography)

lidské kozni fibroblasty (human skin fibrats)
inosin-5"-difosfat

inosin-5"-monofosfat

nagti na kapildée v iontovém zdroji (ion spray voltage)

inosin-5"-trifosfat

kapalinova chromatografie (liquid chromatqajrg)
multiple-reaction monitoring

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

tandemova hmotnostni  spektrometrie  (tandem ssma

spectrometry)
B-nikotinamidadenindinukleotid, oxidovana forma
B-nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma

B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP  oxidovana

forma

B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovananfiar
nuklearni magneticka rezonance (nuclear reagmnezonance)
analyza hlavnich komponent (principal congrdranalysis)
trojity kvadrupdl (triple quadrupole)

reteini cas (retention time)

trichloroctova kyselina

teplota zmlzujiciho plynu (source temperajur

uridin-5"-difosfat

uridin-5'-difosfogalaktosa
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UDP-glukosa uridin-5"-difosfoglukosa
UDP-glukuronat uridin-5"-difosfoglukuronat
UDP-N-acetylglukosamin  uridin-5"-difosfat-N-acetllgosamin

UHPLC ultrainna kapalinova chromatografie (ultra high perfonce

liquid chromatography)
UHPLC/MS/MS ultradinn& kapalinova chromatografie/tandemova hmotnostni

spektrometrie (ultra high performance liquid chreogaaphy/

tandem mass spectrometry)
UMP uridin-5"-monofosfat

uUTP uridin-5"-trifosfat
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