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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfend na vyvoj a optimalizaci metody ultravysokouc¢inné
kapalinové chromatografie hydrofilnich interakci s hmotnostné spektrometrickou detekci
(HILIC-UHPLC/MS) a jejim vyuzitim pro identifikaci metabolitl v lidské plazmé. Teoreticka
¢ast je rozdelena na Ctyfi Casti. Prvni ¢ast se zabyva obecnymi informacemi o metabolitech
ajejich funkci v lidském organismu. Druha ¢ast je zaméfena na hmotnostni spektrometrii
abliz§i vysvétleni instrumentace pouzivané v metabolomice. V tfeti Casti jsou shrnuty
vSeobecné informace o kapalinové chromatografii se zamétenim na HILIC separaci. Posledni
teoretickd Cast je zaméfena na metabolomickou analyzu. V experimentalni ¢asti jsou shrnuty
vysledné postupy a pouzité parametry pii analyze lidské plazmy a v zavérecné diskuzi jsou poté

zhodnoceny a diskutovany vysledky této diplomové prace.
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TITLE

Metabolomic analysis of human plasma by bio-inert UHPLC system coupled with mass

spectrometry

ANNOTATION

This thesis is focused on the development and optimization of the hydrophilic interaction
ultrahigh-performance liquid chromatography with mass spectrometric detection
(HILIC-UHPLC/MS) and its use for the identification of metabolites in human plasma.
The theoretical part is divided into four parts. The first part deals with general information about
metabolites and their function in the human organism. The second part is focused on mass
spectrometry and a closer explanation of the instrumentation used in metabolomics. The third
part summarizes general information about liquid chromatography with a focus on HILIC
separation. The last theoretical part is focused on the overall metabolomic analysis.
In the experimental part, the resulting procedures and the parameters used in the analysis
of human plasma are summarized, and in the final discussion, results of this diploma thesis are

then evaluated and discussed.
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UvVoD

Metabolomickd analyza je rychle se rozvijejici védni obor zabyvajici se studiem
metabolitii a metabolickych drah v lidském téle. Metabolity jsou malé molekuly do 1500 Da,
vznikajici enzymatickou pfeménou v organismu. Samotné metabolity délime na primarni
a sekundarni, kde kazda skupina plni odlisné funkce. Priméarni metabolity plni nejriznéjsi
fyziologické funkce a t€lo si je dokaze syntetizovat samo oproti sekundarnim, které se spise
nachazi v bakteriich ¢i houbdch a plni zejména farmakologické funkce. Metabolomicka
analyza, zkracené¢ metabolomika, patii do skupiny tzv. omik, jejichz cilem je popsat a vysvétlit
celkovy chod organismu od DNA az po jednotlivé aminokyseliny. Metabolomika jako takova

obsahuje dalsi podskupiny, jako naptiklad aminokyseliny, sacharidy, lipidy ale i nukleotidy.

Velice oblibenou a v drtivé vétsSin€ pripadlii pouzivanou technikou pro metabolomiku
je spojeni hmotnostni spektrometrie a vysokoucinné kapalinové chromatografie. Toto spojeni
poskytuje znacné vyhody, jelikoz dokaze separovat a identifikovat latky na zakladé m/z v jedné
analyze. Ponévadz jsou metabolity latky nejriiznéjSich polarit, proto se pouziva zejména
ionizace elektrosprejem (ESI). Hybridni analyzator kombinujici kvadrupdl a analyzatoru doby
letu (QTOF) pro necilenou a trojity kvadrupdl pro cilenou analyzu jsou nejcastéji pouzivané

hmotnostni analyzatory v metabolomice.

Metabolomicka analyza je v poslednich 10 letech velmi aktualni a diskutované téma,
a proto neni divu, ze pocet publikaci a novych informaci rapidné vzrista. I ptes velky zajem
o tento obor stale neexistuje univerzalni postup pro metabolomickou analyzu, jelikoz jsou
metabolické cesty a samotné metabolity velmi komplexni. Dulezité je mit na paméti,
pouze metabolity, nikoliv lipidy, je nutné najit takové optimélni podminky, aby pfitomnost
lipidii neruSila stanoveni metabolitii, které poskytuji oproti lipidim mnohondsobné mensi
odezvu. Cilem diplomové prace bylo vyvinout vhodnou metodu pro stanoveni metabolitii
v lidské plazmé a zoptimalizovat jednotlivé kroky od slozeni mobilni fdze az po samotnou
extrakci vzorku. Metoda byla optimalizovana pomoci velkého mnozstvi standardi,
které nasledné byly pouzity 1 pro potvrzeni identifikace v lidské plazmé. Ostatni metabolity

byly identifikovany na zéklad€ piesné urceného m/z.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Metabolity

Metabolity jsou velice rozmanitou skupinou latek a Ize je definovat jako malé molekuly
(<1500 Da) wvznikajici enzymaticky katalyzovanou reakci, tzv. latkovou pfeménou
v organismu. Celkovy soubor veskerych enzymatickych déji vSeobecné oznacujeme
jako metabolismus. Spolu s timto pojmem piimo souvisi i pojem metabolom. Jedna se o cely
soubor metabolickych entit individualni pro kazdého jedince [1]. Metabolom je pozoruhodné
slozity acitlivy systém zahrnujici téméf 250 tisic anotovanych metabolitl uvedenych
v databazi lidského metabolomu (HMDB 5.0) [2], ktera zahrnuje doposud znamé malé
metabolity pfitomné v biologickych tekutinach, bunkéch nebo tkanich [3]. Metabolom
je koncovym bodem nejriznéjSich biologickych procest. Jsou v ném ulozeny otisky
genetickych, epigenetickych a enviromentalnich faktord, tim padem mize byt poskytnuto
spojeni mezi genotypem a fenotypem kazdého organismu. Narozdil od proteinti a gent,
jejichz funkce podléhd post-translaénim modifikacim, jsou metabolity zdrojem informaci
o Cisté aktualnim fyziologickém stavu organismu [1], av§ak v diisledku pravé jiz zminovanych
faktorii se mize individudlné liSit. Mezi genetické faktory patii zejména dédi¢né choroby
¢1 jejich predispozice k nim, u enviromentalnich faktorti je to potom stres, strava, 1éky a celkové

zivotni styl [1; 3].

1.1.1 Rozdéleni metaboliti

Metabolity lze rozdé€lit do dvou zékladnich skupin, a to na primérni a sekundarni.
Primarni metabolity jsou organické latky syntetizované samotnym organismem.
Jsou pro organismus nepostradatelné, jelikoz plni zakladni fyziologické dé&je. Jedna
se o bunécéné déleni, rlst, vyvoj, dychani a mimo jiné i rozmnozovani. Pii silném nedostatku
téchto metabolitl v buiice mtliZe nastat i jeji smrt. Mezi primarni metabolity fadime celé skupiny
sloucenin. Piikladem mohou byt aminokyseliny, cukry, lipidy, nukleotidy, vitaminy
a samoziejme 1 jejich derivaty. Tyto slouCeniny pak mizeme rozdé€lit na zéklad¢ nékterych
metabolickych drah na citratovy cyklus, glykolyzu, mocovinovy cyklus a pentézofosfatovou
drahu [4].

Oproti tomu sekundarni metabolity, bézné¢ oznaCované jako pfirodni produkty,
jsou produkovany v kazdém jednotlivém zivém organismu na Zemi. Jedna se o latky,
které se nutné¢ nepodileji na primarnich metabolickych procesech, ale plni nejcastéji
farmakologické a jiné biologické funkce. Do této skupiny metabolit patii predevsim rostliny,

houby, bakterie a mikroorganismy. S objevem penicilinu, jakozto prvnim masoveé vyrabénym

13



antibiotikem, se sekundarni metabolity zacali vice aplikovat v klasické mediciné, avSak daleko
vétsi vyuziti maji v medicing alternativni. Jak uz bylo fe¢eno, jmenovité¢ sem mizeme zaradit
naptiklad dalsi druhy IéCiv, pigmenti, pesticidii nebo také barviva. Velmi diilezitou vlastnosti
sekundarnich metabolitd je jejich biologickd aktivita, ktera muze hrat klicovou roli
pii objevovani novych 1ékt. Celd skupina sekundarnich metaboliti je chemicky i strukturné
riznoroda. A¢ je diverzita této skupiny velikd, mizeme je rozdélit na zdklad¢ strukturni
podobnosti, respektive dle biosyntetickych drah, na metabolity acetatové drahy (mastné
kyseliny a polyketidy), mevalonatové drahy (steroidy, terpenoidy), shikimatové drahy
(fenylpropaniody a aromatické aminokyseliny) a alkaloidy (slouceniny obsahujici dusik).
Nevyhodou nékterych sekundarnich metaboliti je jejich toxicita tykajici se Skodlivého ti¢inku
na organismus. Nicmén¢ toxicky tcinek metaboliti, 1ze vyuzit pti 1é€be nékterych onemocnéni

jako je tfeba rakovina, kde se k samotné 1€cb¢ vyuzivaji cytotoxické slouceniny [5].

1.2 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie (MS) je destruktivni analyticka technika, kde dochazi
k pfevodu molekul na ionty, které se nasledné déli dle poméru hmotnosti a naboje (m/z).
Vysledkem je hmotnostni spektrum, na kterém jsou zaznamendny intenzity jednotlivych ionta.
MS umoznuje kvalitativni a kvantitativni analyzu a mezi jeji vyhody patii vysoka citlivost,
selektivita a univerzalnost pouziti. Mezi nevyhody potom fadime pofizovaci a provozni
naklady, avSak i1 pfes tyto nevyhody patii MS mezi nejvice pouzivanou techniku v oblasti
mediciny, farmacie, forenznich véd nebo také v enviromentdlnich analyzach [6;7].
Pfistroj, na kterém probihaji jednotliva méfeni, nazyvame hmotnostni spektrometr.
Jedna se o je iontove optické zatizeni, které se sklada ze tii zakladnich casti: iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru (obr. 1). Soucasti jsou samoziejmé 1 dalSi neméné
dilezité ¢asti jako vakuovy systém, iontova optika nebo samotny pocitacovy software pro sbér

dat [7].
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Obrazek 1: Schéma hmotnostniho spektrometru

1.2.1 Ionizaéni techniky

Ionizac¢ni techniky mtazeme dé€lit na tvrdé a mékké podle toho jakou ionty ziskaly vnitini
energii bchem ionizace. Samotnd ionizace pak mize probihat bud’ za snizeného
nebo za atmosférického tlaku. Tvrdé ioniza¢ni techniky, jako je elektronova ionizace, ziskévaji
nadbytek vnitini energie, to se nasledné projevi fragmentaci molekulového iontu a vzniku
tzv. fragmentovych iontl. Oproti tomu mékké ionizacni techniky, jako jsou napiiklad ionizace
elektrosprejem nebo chemickd ionizace, ziskavaji mnohem mén€ wvnitini energie,
a proto Ize v jejich spektrech pozorovat spiSe protonované ¢i deprotonované molekuly
s minimem fragmentovych iont. Nize je uvedeny stru¢ny piehled jednotlivych ionizacnich
technik (tabulka 1) [6; 7] a nasledné samostatné blize popsana ionizace elektrosprejem, jakozto

ioniza¢ni technika nejpouzivanéjsi pfi metabolomickych analyzach [8-11].
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Tabulka 1: Ptehled vybranych ioniza¢nich technik

Ionizacni technika Zkratka Ionizace Tlak
Elektronova ionizace EI tvrda snizeny
Chemicka ionizace CI mékka snizeny
lonizace elektrosprejem ESI mékka atmosféricky
Chemicka APCI mékka atmosféricky

ionizace za atmosfeérického tlaku

Fotoionizace za atmosférického

daku APPI mékka atmosféricky
lonizace laser(?m za ucasti MALDI mekka smze’ny/ ,
matrice atmosféricky

1.2.1.1 Ionizace elektrosprejem

Jak uz bylo vyse fe¢eno, ESI je nejvyuzivanéj$im typem ionizace pro metabolomickou
analyzu. Jedna se o velmi Setrnou techniku umozfiujici tvorbu [M+H]", [M+H]", aduktovych
iontl, ale 1 vicendsobn¢ nabitych iontl. ESI je velice vhodnou metodou pro stiedné polarni
az iontové latky o riizné molarni hmotnosti. Mezi tyto molekuly fadime naptiklad peptidy,
proteiny, sacharidy, ale i polymery. Princip ESI spocivéa ve tfech hlavnich, po sob€ navazujicich
krocich (obr. 2). V prvnim kroku dochdzi ke zmlZeni analytu na malé elektricky nabité kapicky.
V druhém kroku dochazi k odpatovani rozpoustédla, ¢im se zvySuje hustota naboje na povrchu
kapky, nez dosdhne Rayleigova limitu. Po jeho piekroCeni se nabitd kapka rozpada
na eSté mensi s rozdélenim pivodniho naboje. Cely tento proces se nazyva Coulombicka
exploze, kteryse nckolikrat opakuje, nez dojde kuvolnéni samotné¢ho iontu.
Tretim a poslednim krokem jetransport vzniklych iontd do hmotnostniho analyzatoru

za pritomnosti susiciho plynu, nejcastéji dusiku [9; 12].
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Obrazek 2: Schéma ionizace elektrosprejem [7; 12].

1.2.2 Hmotnostni analyzatory

Druhou a nedilnou ¢&éasti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator,
ktery umoziuje rozdéleni vzniklych iontit v plynné fazi podle m/z. Oproti iontovému zdroji
pracuje hmotnostni analyzator pouze za vysokého vakua. Dle typu analyzatoru se tlak
v systému miize pohybovat v rozmezi mezi 10~ az 10"!! Pa. Déleni iontii dle m/z pak probiha

na zéklad¢ 5 riznych fyzikalné-chemickych principt:

e Dle zakfiveni dréhy letu iontu v elektrickém nebo magnetickém poli (magneticky
sektorovy analyzator)

e Dle rizné doby rychlosti letu (analyzator doby letu)

e Dle rizné stability oscilaci ionti v kombinaci stejnosmérné¢ho a vysokofrekvencniho
sttidavého napéti (kvadrupol, iontova past)

e Dle rizné frekvence harmonickych oscilaci v elektrickém poli (orbitalni
past, tzv. Orbitrap)

e Dle rizné rotace pii cykloidalnim pohybu iontl v elektrickém a magnetickém poli

(iontova cyklotronova rezonance)

Hmotnostni analyzator je charakterizovan nékolika zakladnimi parametry. Mezi né patii
rozliSovaci schopnost, jinak feceno rozliSeni, rychlost, hmotnostni a dynamicky rozsah
a v neposledni fad¢ i1 spravné urCeni hmoty (vyjadiena v jednotkach parts per million).
Podle rozliSovaci schopnosti délime analyzatory do dvou skupin, s vysokym a s nizkym

rozliSenim [7]. Samotny vybér analyzatoru zasadné ovliviiuje kvalitu hmotnostnich spekter,
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ale i pofizovaci cenu hmotnostniho spektrometru. Mezi vysokorozliSovaci analyzatory fadime
Orbitrap, ICR pracujici s Fourierovou transformaci (FT) [13], dale pak analyzator doby letu
(TOF) a sektorovy magneticky analyzator s dvojitou fokusaci iontii. RozliSeni téchto
analyzatori za pohybuje od desitek tisic az k pfiblizné¢ 20 milionim [14]. Oproti tomu
analyzatory s nizkym rozliSenim, jako je kvadrupol nebo iontova past, maji rozliSeni pouze

v jednotkach tisic [7].

1.2.3 Detektory v hmotnostni spektrometrii

Jako posledni ¢ast hmotnostniho spektrometru je hmotnostni detektor,
ktery po rozdé€leni iontli v analyzatoru generuje jejich piislusny signal, resp. prevadi proud
nabitych castic na proud elektricky. Veskeré informace putuji do pocitace, kde jsou néasledné
interpretovany. VéEtSina systéml pracuje na tomto principu, avSak vyjimkou jsou dva
analyzatory, Orbitrap a iontova cyklotronova rezonance. Detekce zde probiha piimo
v analyzatoru a signal je zpracovavan pomoci Fourierovi transformace. Ostatni analyzatory
vyuzivaji rizné typy MS detektorii. Mezi nejbéznéjsi detektory fadime elektronovy nésobic,

scintilacni fotonasobi¢ nebo také Faradayovu klec [15].

1.2.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

MS/MS analyza spada do skupiny hmotnostnich technik oznacovanych jako tandemova
hmotnostni spektrometrie. Principem MS/MS analyz je Stépeni vybranych prekurzorovych
iontd na ionty produktové, tzv. fragmenty. Vybrany prekurzorovy iont se v analyzatoru
nebo kolizni cele podrobi excitaci s koliznim plynem, nej¢astéji plynem inertnim, ¢imz dochazi
kjeho rozpadu a na pfislusné fragmenty. Vysledkem je MS/MS spektrum slouZzici
pro naslednou identifikaci latek (obr.3). Moznosti fragmentace je hned né&kolik.
fotodisociace nebo fragmentaci v dasledku zachytu elektronu. Poslednim a typem fragmentace
je nadmérna excitace pfi ionizaci jako tomu muze byt napiiklad u MALDI. CID potom mliZzeme
jesteé rozdélit na nizkoenergickou disociaci, kdy se energie srazek pohybuje v rozsahu 1-100 eV
a vysokoenergetickou disociaci, kde se energie srdzek pohybuje vkeV a dochazi
zde k rozsahlejSim fragmentacim [16].

Zasadnim rozdilem MS/MS analyz je volba hmotnostniho analyzatoru. U tohoto typu
méfeni se vyuzivaji hybridni hmotnostni analyzatory. Jedna se o spojeni n¢kolika jednoduchych
analyzatorti, kde nejcastéji pouzivanymi jsou QTOF (spojeni kvadrupdlu a analyzatoru doby
letu), QqQ (trojity kvadrupdl), QTRAP (spojeni kvadrupolu a linedrni iontové pasti).
Jejich vyhoda oproti jednoduchym analyzatortim spociva v ptipadé QqQ a QTRAPu ve vétsi
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citlivosti a v ptipadé QTOFu ve vétSim rozliSeni, ale zejména v moznosti méfeni MS/MS

spektra [17].
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Obrazek 3: Schéma MS/MS spektrometru [18]

1.2.5 Iontova mobilita

Iontova mobilita (IM) je elektroforetickd technika umoziujici rychlou separaci ionti
v plynné fazi. K separaci iontli dochazi na zaklad¢ jejich velikosti, tvaru, ndboje a hmotnosti
v zavislosti na rizné pohyblivosti v slabych nebo silnych elektrickych polich [19-20].
V poslednich desetiletich se iontova mobilita ve spojeni s MS ukézala jako velice dobrou
metodou pro zlepseni analyzy malych molekul. Tato technika dokaze poskytnou strukturni
1 hmotnostni informace béhem milisekund [20]. Spojeni IMS existuje v nékolika provedenich:
mobilitni spektrometrie s driftovou trubici (DTIMS), iontovd mobilitni spektrometrie s putujici
vilnou (TWIMS) a iontové mobility spektrometrie v asymetrické poli (FAIMS)
popt. diferencidlni mobilitni spektrometrie (DMS) [19]. IMS se také velmi Casto spojuje
s kapalinovou chromatografii, kdy u tohoto spojeni mize dochazet ke zlepSeni separace
izobarickych latek, k redukci Sumu/pozadi nebo ke zlepSeni selektivity separaci matricovych

efektd od cilovych analytt [20-21].
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IMS lze spojit se vSemi druhy ionizace, jako je ESI, APCI nebo MALDI. Jako hmotnostni
analyzator se nejcastéji pouziva TOF, méné casto potom Orbitrap [22] nebo kvadrupdl [20; 23].
Diky velké variabilité spojeni analyzatoru s iontovym zdrojem, mtizeme IMS vyuzit k analyze
nejruzngjSich latek a nabizi nam velice Sirokou skalu pouziti jak v metabolomice, tak i1 v jinych
védnich disciplinach. Pouziti IM v metabolomice mé své vyhody ale i omezeni. Vyhodou IMS
je multidimenzionalni molekularni analyza pro necilenou a semi-cilenou analyzu. ZlepSuje
citlivost rozliSeni, tim padem muze byt daleko piesnéjsi pii identifikaci metaboliti,
coz ma za nasledkem sniZeni faleSn¢ pozitivnich identifikaci. Tim, ze IMS je pomérné nova
technika, tak omezeni spocCivaji v nutnosti vylepSeni zejména softwarovych systémi

nebo v rozsifovani IM databazi [20].

1.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je separacni technika vyuzivajici se pro separaci latek
nepolarni az iontové povahy. K separaci smeési dochazi na zékladé¢ rozdilné afinity
mezi staciondrni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi. Staciondrni fazi mize byt tuha
latka nebo kapalina, ktera je vdzana na pevném nosici, zatimco mobilni faze je vyhradné tvotfena
kapalinou. Stacionarni faze je umistnéna v chromatografickych kolonach, kterymi protéka
mobilni faze, hnana v piipadé vysokoucinné kapalinové chromatografie vysokotlakym
Cerpadlem. Na fazovém rozhrani mezi stacionarni a mobilni fazi dochazi k neustale se opakujici
dynamické sorpci a desorpci stanovovanych latek. Tento proces je pro kazdou latku
charakterizovany pomoci distribu¢ni konstanty, kterd udava pomér rovnovazné koncentrace
latky stravené v stacionarni fazi k rovnovazné koncentraci latky stravené ve fazi mobilni.
Aby doslo k separaci smési, je nutné, aby se distribu¢ni konstanty vzajemné dostate¢né liSily
[24].

V metabolomice se nejcastéji pouzivanou separaci stala chromatografie hydrofilnich
interakci (HILIC) nasledovana kapalinovou chromatografii s obracenymi fazemi (RP-LC) [9].
Pravé tyhle dva typy kapalinové chromatografie nd&m mohou v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii poskytnout velice dobry piehled o celém lidském metabolomu, jelikoz Ize v jedné

analyze detekovat az n¢kolik set, popiipadé tisic metabolitt [25].

1.3.1 Hydrofilni interak¢éni kapalinova chromatografie
Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie, ¢astéji ozna¢ovana zkratkou HILIC,
je separacni technika, jenz umoziiuje rozdéleni malych polarnich molekul na hydrofilnich
stacionarni  fazi. Jako polarni stacionarni faze se nejCastéji pouziva silikagel
nebo jeho modifikace, viz tabulka 2 [24; 26-29].
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Tabulka 2: Ptehled dostupnych stacionarnich fazi pro HILIC separace [24]

NEUTRALNI NABITE ZWITTERIONTY
diol silikagel sulfobetain
kyano aminopropyl fosfocholin
polyvinylalkohol imidazol vicemodalni stacionarni faze
amid triazol
aspartamid mocovina
polyethylenimin
pentahydroxyl
polyethylenglykol
cyklodextrin

Mobilni fazi tvofi s vodou misitelnd aprotickd polarni organickd rozpoustédla,
kde vodna slozka tvofi minimalné 2-3%, kvili zachovani optiméalnich podminek pro HILIC
separace. Buszewsky a kol. zpracovali seznam mobilnich fazi se zvysujici elu¢ni silou vhodnou

pro pouziti HILIC separaci [27].
aceton < isopropanol ~ propanol < acetonitril < ethanol < dioxan < methanol <voda

Velmi Casto se u HILIC separaci setkdvame s gradientovou eluci. Typickymi gradienty
pouzivanymi pro HILIC separace jsou organicka rozpoustédla v zastoupeni od 50 do 95 %.
Spolu s vyuzitim gradientu je pro HILIC typické ptidavani soli (pufrti) do mobilni faze,
které maji za kol ovlivnit elektrostatické interakce mezi stacionarni fazi a nabitymi analyty.
Nejcastéji pouzivané pufry jsou amonné soli acetatu ¢i mravencanu v rozsahu pH 3-8,
ale mohou se vyuzivat i jiné méné obvyklé pufry jako je napiiklad fluorid amonny [29].
Dale pak mohou byt vyuzivany roztoky kyselin ¢i bazi, popf. samotna voda, dle toho,
co dovoluje povaha analyti v kombinaci se zvolenymi podminkami [24; 26; 28]. Samotna
retence latek v HILIC modu je pak déna hydrofilitou latky, tedy ¢im je analyt hydrofilné;si,
tim vice je v kolon¢ zadrzovan. Kromé toho jsou do separace zapojené i jiné adsorpcni
mechanismy, které jsou pomérné slozité a zahrnuji interakce dipol-dipol, vodikové vazby,
hydrofilni rozd€lovani ¢i elektrostatické interakce. Jednotlivé interakce potom zavisi na povaze
a slozeni stacionarni a mobilni faze [26; 28].

Z historickych divodi se muze HILIC separace pfirovnavat k separaci
s normalnimi fazemi. Dochazi k tomu zejména proto, ze vyuziva stejné polarnich staciondrnich
fazi jako je pravé jiz zminovany silikagel, avSak samotny princip separace je odlisSny. HILIC

nam také umoziuje analyzu elektricky nabitych latek stejné¢ jako to miZe byt v iontové
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chromatografii (IC) [27]. Tim, ze HILIC separace je takovym hybridem vsech typt kapalinové

chromatografie, 1ze ho schematicky znazornit obr. 4.

Obrazek 4: Schématické znazornéni vybranych piistupt kapalinové chromatografie [27]

Za velkou vyhodu HILIC separace miizeme povazovat vysokou citlivost stanoveni,
vysokou separacni kapacitu piki a zaroven vysokou retencni silu silné polarnich latek
rozpustnych ve vod¢. Dalsi podstatnou vyhodou je nizsi viskozita mobilni faze, a to 2-3x oproti
RP-LC, coz vede k niz§imu zpétnému tlaku, a tedy k moznosti pouziti vyssich pratokt, delSich
kolon a mensich velikosti ¢astic [28]. Tim, ze HILIC vyuziva tékavéjsi polarni mobilni faze,
usnadnuje tak odpafovani vzorku a pti ESI ionizaci to muze vést az k nékolikandsobnému
zvySeni citlivosti. Spolu s RP-LC lze HILIC vyuzivat k 2D-LC ortogonalnim separacim
v online nebo off-line rezimu. Oproti tomu ma HILIC i své nevyhody. V zavislosti na danych
experimentalnich podminkdch mize dochazet k rozmyvani pikl, retenéni Casy separace
jsou obtizné piedvidatelné¢ kvili slozitym retenénim mechanismim, zejména pak plna
ekvilibrace kolony trva az 4x déle oproti RP-LC [24; 27-28].

Spojeni HILIC separace s MS je v metabolomickych analyzach velice casté,
kvali jiz zminované separaci polarnéjSich latek, coz umoznuje znaéné pokryti celého
metabolomu [29]. Ze vSech komer¢né dostupnych stacionarnich fézi pouZzivanych
pro metabolomiku se ¢asto vyuzivaji neutrdlni UPLC BEH-amid a zwitteriontové (ZIC)

stacionarni faze [30]. Napiiklad BEH-amid byl pouzit pro stanoveni 24 volnych aminokyselin
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v bunéénych kulturach [31], tzn. Ze by tento typ kolony mohl velice efektivné pokryt klicové
tfidy metaboliti jako jsou aminokyseliny, nukleotidy a kyseliny v lidské plazmé [32].
Oproti tomu Arase a kol. [33] uvadi fosforylcholinovy typ ZIC-HILIC jako nejvhodnéjsi
kolonu pro separaci nukleotidd. DalS§im kritickym faktorem kromé spravného vybéru kolon
v metabolomice je samotnd volba pH mobilni faze, jelikoz ovliviiuje naboj metabolitt
a jehich retencni chovani [30]. V metabolomice se pak v drtivé vét§in€ ptipadi setkavame

s acetonitrilem jako mobilni fazi, zeyména pii spojeni s ESI ionizaci [24].

1.3.2 Kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi

Kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi je nejuniverzalnéj$i a velmi cCasto
pouzivanou metodou zejména proto, ze je pouzitelna pro latky nejriznéjsich polarit 1 riznych
acidobazickych vlastnosti. Jedna se o systém, kdy mobilni faze je polarnéjSiho charakteru
nez faze stacionarni. Nepolarni staciondrni f4zi RP-LC tvofi vétSinou dlouhé uhlikaté fetézce
ukotvené na povrch pevného nosice, kterym je nejcastéji silikagel, modifikovany silikagel
nebo rizné oxidy kovl (napt. hliniku, zirkonu, titanu). Mobilni fazi potom tvofi vodna
a organicka faze, kde organickou je nejCastéji polarni rozpoustédlo misitelné s vodou,
napf. methanol, acetonitril nebo méné pouzivany tetrahydrofuran. Elu¢ni sila téchto
rozpoustédel roste s klesajici polaritou rozpoustédla. Samotnou retenci latek na koloné
ovlivituje hned nékolik faktort. Jednim znich je délka alkylu stacionarni faze nebo vliv
funkénich skupin, kdy retence roste s pfibyvajicim poctem uhlikii v fetézci, popiipade
s pribyvajicim poctem aromatickych jader. Oproti tomu pfitomnost siln¢ polarnich a iontovych
skupin (amino-, hyroxy-, karboxy-) retenci latek snizuje. Pfikladem mohou byt cukry,
které ve své struktuie obsahuji vice polarnich skupin a samotna uhlovodikova ¢ast je mala,
zde ptevazuje vétsi afinita k vode¢ jako mobilni fazi a retence je tim vyrazné snizena. To stejné
plati naptiklad i pro disociované funkéni skupiny (sulfokyseliny), a proto je v takovychto

piipadech vhodné&;jsi pro separaci kapalinovéa chromatografie hydrofilnich interakei [24].

1.3.3 Superkriticka fluidni chromatografie

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) byla poprvé pouzita jiz vroce 1962
Klesperem a kol. [34], ale v¢&tSi pozornost ziskala az zaCatkem 90. let. S rostoucim
technologickym pokrokem v oblasti chromatografie vzrostl i zdjem o SFC zejména v oblasti
lipidomické analyzy. SFC oproti ostatnim chromatografickym technikdm vyuZziva bindrni
mobilni fazi sloZzenou ze stlaceného plynu v superkritickém stavu s pifidavkem organického
modifikatoru (methanol, ethanol, acetonitril) [24; 35-37]. Majoritni slozkou mobilni faze

v soucasnosti je stlaceny oxid uhli€ity v rozmezi tlaki 100-400 nésobku tlaku atmosférického
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a teplot¢ 31,3C, ¢imz se vyskytuje v superkritickém stavu. Jako stacionarni faze v SFC

analyzach se v drtivé vétSing pouziva (modifikovany) oxid kiemicity [24; 35].

Superkritické tekutiny jsou latky, které se nachézi pii teploté vyssi, nez je kritickd
teplota T¢ a kriticky tlak Pc (obr.5) [24; 37] a vykazuji odlisSné vlastnosti (tabulka 3),
které je ¢ini velice atraktivnimi v separacnich analyzach. Samotné vlastnosti téchto tekutin
jsou na rozmezi kapalina-plyn, kdy hustotou jsou blizko kapalin€, ale viskozitou a difuznim
koeficientem blizko plyntim [36]. Tyto vlastnosti vedou k lepsi selektivité, kratSi dobé analyzy

a k nizkym zpétnym tlakiim umoziujicim pouzivat vysoké pratoky [35; 37]

Tabulka 3: Srovnani vlastnosti nadkritické tekutiny s kapalinou a plynem [24]

KAPALINA NADKRITICKA PLYN
TEKUTINA
Viskozita [cP] 0,2-3 (1-3)x 102 (1-3)x 102
Hustota [g/cm’] 0,6-1,6 0,2-1,1 (0,6-2) x 1073
Difiizni koeficient [m*/s] ~ (0,2-2) x 10 0,7x107 (1-4)x 107

PEVNA LATKA

A>r-

SUPERKRITICKA

(Pa) TEKUTINA

KAPALINA

KRITICKY BOD

TROJNY BOD PLYN

TEPLOTA (K)

Obrazek 5: Fazovy diagram oxidu uhli¢ité¢ho [24]

Co se tyka pouziti SFC v metabolomickych aplikaci, tak predstavuje velice zajimavou

techniku, kterd umoznuje ortogonalni separacni selektivitu, nizkou tlakovou ztratu a celkové
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velice dobrou citlivost analyzy. Diky pouziti aditiv lze fict, Zze dosSlo ke zlepSeni v oblasti
simultanni analyzy metaboliti, které vykazuji Siroky rozsah polarit. V porovnani s LC vyzaduje
SFC ptitomnost pomocné kapaliny tzv. ,,make-upu “, ktera zlepSuje ionizaci, a tedy celkové
1 odezvu signalu. AvSak 1 navzdory velkému pokroku se SFC pouziva zatim pouziva zejména
pii lipidomickych a chiralnich analyzéach [36].
1.3.4 Bioinertni systém

S rostoucim pokrokem rostou i ndroky na instrumentalni techniku, a proto se vyrobci
chromatografickych pfistrojii v poslednich nékolika letech zaméfili na vyvoj bioinertnich
a biokompatibilnich systémti. Obecné se termin ,,bioinertni* vztahuje k povrchu, ktery brani
adsorpci, zatimco termin ,biokompatibilni“ se pouzivda k definovani korozivzdorného
materidlu. Tyto systémy jsou navrzeny tak, aby oproti klasickym nerezovy systémim
minimalizovali nespecifické adsorpéni ztraty v disledku interakci povrchu kovu s analytem
[38]. Adsorpéni interakce negativné ovlivituji chromatografickou separaci tim, Ze méni tvar
piku (asymetrie, chvostovani) a v nejhorSim pfipadé muze dojit az k Gplné ztraté signalu.
Vyhoda bioinertnich systémt spocivd vtom, ze povrch systému je z materidlu,
ktery snizuje/zamezuje nezadoucim interakcim, coz vede k vyssi selektivité, citlivosti a lepSimu
tvaru piku, zejména pro analyty s problematickymi funk¢énimi skupinami jako je fosfatova

nebo sulfatova [38-39].

1.3.4.1 Bioinertni kolony

Inovace spo¢ivd nejen v bioinertnich systémech, ale zejména v oblasti
chromatografickych  kolon. Nejcastéji se jako Dbioinertni materidly pouzivaji
polyetheretherketon (PEEK), MP35N (slitina nikl-kobalt) a titan, které odolavaji i vysokym
tlakiim [39]. Krom¢ toho spolecnost Waters nedavno uvedla na trh novy bioinertni systém
UHPLC, kde bioinertni materidl tvoii tzv. hybridni povrch. Tento povrch je zalozen
na siloxanovém polymeru s ethylenovym mistkem o slozeni [O1.5-SiCH2-CH2-S1015]x,
ktery byl vyvinut zejména pro RP a HILIC chromatografii [38]. Tento hybridni povrch
nezhorSuje tvar pikd latkdm obsahujici fosfatové a karboxylové skupiny jako tomu
je u klasickych materialt (nerezova ocel). Nerezova ocel je nachylna ke korozi, zvlasté kdyz
je vystavena kyselym nebo halogenovanym rozpoustédliim obsazenym v mobilni fazi.
Zkorodované povrchy mohou byt zvlasté nachylné k interakci s ur€itymi analyty. Nerezova
ocel mize také uvoliiovat ionty Zeleza do mobilni faze a tyto ionty se mohou vazat
na stacionarni fazi a interagovat s analyty citlivymi na kovy a celkové tak zhorSovat separaci

[39].
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1.4 Metabolomicka analyza

Metabolomicka analyza, vétSinou oznaCovana jako metabolomika, je védni obor
zabyvajici se komplexni a systematickou identifikaci ¢i kvantifikaci metaboliti produkovanych
organismem. Poskytuje informace o metabolismu za konkrétniho fyziologického
nebo vyvojového stadia a je velice dilezitd pro pochopeni nejriznéjsich biologickych procesu
[36; 40]. K objasnéni  téchto  procesi se vdneSni dobé pouzivda  systémova
biologie, tzv. systeomika, kterd se zabyva strukturou a dynamikou jednotlivych urovni
biologické organizace. Systémovy piistup zahrnuje nckolik kli¢ovych ,,omickych
véd: genomiku, transkriptomiku, proteomiku a metabolomiku, jejichz cilem je urcit genom
(DNA), transkriptom (RNA), proteom (proteiny) a metabolom (metabolity). Ve vyse
vyjmenovanych ,,omikdch “ existuje mnoho vzajemnych interakci, které se bud’ dopliuji
nebo na sebe navazuji (obr. 6). Metabolomika zahrnuje n€které dalsi podskupiny, jmenovité

metabolity lipidd, aminokyselin, cukrt a nukleotidt [9; 41].

[ DNA ] GENOMIKA

|

[ RNA ] > TRANSKRIPTOMIKA
PROTEIN > PROTEOMIKA
METABOLIT METABOLOMIKA

Obrazek 6: Omicka kaskada [1]
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I kdyZ oznaceni metabolomika poprvé pouzil v roce 1998 britsky védec Steve Oliver,
ktery se ve své védecké praci zabyval studiem metabolismu kvasinek v zivém organismu [42],
ke zvySenému zajmu o tuhle problematiku doslo teprve v poslednich letech. Souvisi to zejména
s vyvojem pristrojovych technik, kdy se pro metabolomickou analyzu v drtivé vétSin€ vyuzivaji
dvé spektralni metody, a to nuklearni magneticka rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie
ve spojeni s riiznymi separacnimi technikami. Ob¢ techniky maji své silné i slabé stranky,
avSak MS je ve srovnani s NMR citlivéjsi, specifictéjsi a cenoveé dostupnéjsi [43]. Jak uz bylo
feCeno, dle potreby MS spojujeme s nejriiznéjSimi separacnim technikami, nejcastéji
pak s kapalinovou  chromatografii  (LC/MS), plynovou chromatografii = (GC/MS)
¢i elektroforézou (CE/MS). V nasledujici tabulce (tabulka 4) jsou popsany vyhody a nevyhody
jednotlivych separacnich spojeni [36; 40].

Tabulka 4: Vyhody a nevyhody LC, GC, CE s MS [40]

Separacni technika Vyhody Nevyhody

e vhodné pro latky s nizkou
tékavosti

vysoka citlivost, Siroky
rozsah

pamétové efekty,
zaneseni zdroje

LC/MS . “l . y
moznost dvouslozkové MF velka spotifeba
univerzalnost pouziti rozpoustédel
moznost separace i
identifikace v jedné analyze
hodné pro tekavé a oy .,
N pro texav muze dojit k rozkladu
termostabilni latky
e analytu
vysoka citlivost ,
i nelze provést stopovou
snadna obsluha ,
GC/MS o o analyzu
pouZiti spekirdlnich diskriminace velkych Mr
knihoven EI Y
malé davkovani
rychlé separace
neni potfebna piediprava nizka reprodukovatelnost
CE/MS vzorku Spatna citlivost

separace biopolymeru a
iontovych sloucenin
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Tim, ze metabolom obsahuje velké mnozstvi nejriiznéjsich struktur s velkym rozdilem
fyzikéalné-chemickych vlastnosti, 1ze si jeho komplexni analyzu lépe predstavit pii pouziti
ortogonalnich technik nebo pii kombinaci riiznych chromatografickych rezimt. Na zékladé
rozdilnych vlastnosti se pak musi volit optimalni experimentalni podminky, které se mohou
mezi jednotlivymi metabolity do znacné miry liSit v zavislosti na jejich polarité [36].

Castokrét se ve starsi literatufe miizeme je§té setkat s pojmem metabonomika. Hlavni
rozdil mezi pojmy metabolomika a metabonomika je v jejich vykladu. Dle striktnich definic
je cilem metabolomiky holisticka kvalitativni a kvantitativni analyza v§ech metaboliti v daném
biologickém systému, kdezto cilem metabonomiky je porovnani hladin metaboliti v systému

v

na reakci daného podmétu. V novéjsi literatute se vSak rozdil mezi témito pojmy vytraci [44].

1.4.1 Pristupy v metabolické analyze

Metabolomickou analyzu muzeme rozdélit dle ptistupu k dané analyze na cilenou
anecilenou (obr. 7) Cileny metabolomicky pfistup je multiplexni a spo¢iva v identifikaci
a kvantifikaci pfedem vybrané skupiny metabolitii s velice podobnymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi [45]. Muze se jednat o metabolity ucastnici se stejné biochemické drahy
jako je naptiklad Krebsiv cyklus, glykolyza ¢i B-oxidace [41]. Cileny pfistup se vyuziva
zejména ve farmakokinetice metabolismu IéCiv a celkové klinické analyze. V té hraje
vyznamnou roli hlavné pfi identifikaci metabolickych biomarkerii nejriznéjSich nemoci.
Vyhodou cilené analyzy je absolutni kvantifikace, dale pak nizky limit detekce, coz souvisi
s dobrou citlivosti a oproti necilené analyze vyrazn€ jednodu$s§im zpracovanim a interpretaci
dat [1; 46-48].

Druhym komplexnéjSim pfistupem metabolomické analyzy je necilend analyza.
Tu miZzeme odbornéji oznacit jako metabolomické profilovani u kterého neni pfedem
definovana skupina metaboliti a jeho cilem je identifikovat a kvantifikovat co nejvice
metabolith v daném vzorku [41; 45]. Vyhodou tohohle piistupu je vyssi rozliSovaci schopnost,
identifikace novych metabolita a latek s nimi souvisejicich. Oproti tomu nevyhodou je falesna
pozitivita, identifikace metabolickych m/z signald (,features®), relativni kvantifikace

a v neposledni fad¢ slozita interpretace vysledkt [1; 19 46-47].
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((rm—
Nezndmé m/z Manuélni Objev novych
signaly identifikace metabolitt
\. J

Necilena )

analyza Identifikace

Potvrzeni

pomoci databazi a pomoci Objev
M icka charakteristickych internich biomarkera

etabolicka spektralnich dardi

eXtrakce; Castecné fragmenm standardu
chromatografie, cilena analyza ——

digitalizace dat

Cileni analyza P Statisticka

Kvantitativni analyza,

analyza biologické

zavéry

Obrazek 7: Obecné schéma riznych pracovnich postupti pii metabolomickych analyzach [45]

1.4.1.1 Postupy v metabolomické analyze

Pod pojmem idedlni postup si lze pfedstavit jednotlivé kroky, jak by se spradvné¢ mélo
postupovat, pii vyvoji vlastni analytické metody v metabolomice. Na pocatku je dualezité
provést vyvoj nové analytické metody. Samotny vyvoj metody probiha vétSinou na standardech
(STD), na kterych se nejdfive optimalizuji vhodné podminky a parametry pro analyzu
(napf. sloZzeni mobilni faze, gradient, teplota kolony, parametry ionizace). V druhém kroku
se provadi necilend analyza (tzv. kvalitativni analyza) a po identifikaci co nejvice latek
nasleduje validace metody, kterd nam umozni ovéfit, Ze vyvinutou metodu lze pouzit
pro kvantitativni analyzu. Mezi parametry validace patii naptiklad spravnost, presnost,
selektivita, robustnost, linearni rozsah, mez detekce a mez kvantifikace. Poslednim krokem
je provedeni kvantitativni cilené analyzy, kterd je pro metabolomiku podstatna, z hlediska
pochopeni biologickych procesti [49]. Kvantifikaci lze provést dvéma zplsoby, relativni
Ci absolutni. Piirelativni kvantifikaci, kterd se vyuziva ve velkém meéfitku zejména
pfinecilenych analyzach, dochdzi ke kvantifikaci latek na zdkladé¢ normalizace signalu.
VétSinou se vyuziva pristup semi-kvantity, nebot pro kazdy identifikovany metabolit
neexistuje prislusny interni standard, proto se jeden interni standard vyuziva pro vice strukturné
podobnych latek v blizkém retenénim case. Oproti tomu absolutni kvantifikace vyuziva
pro kazdou jednu latku dany IS a tim padem lze s jistotou urcit jeji pfesnou koncentraci [50].

Interni standard je analogicka slou¢enina ¢i homolog o znamé koncentraci, ktery nesmi
byt pfitomen ve vzorku a musi vykazovat podobné vlastnosti jako sledovany analyt. Idealnim

piipadem pro metabolomiku by bylo pouziti IS pro kazdy metabolit, avSak chemicka diverzita
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metaboliti je tak velkd, Ze pro rozsahlé metabolické profilovani neni redlnd [51]. IS se mohou
vyskytovat v nejriznéjSich podobach, avSak nejlepSi variantou je izotopicky znaceny IS,
napt '°C, ?H &i "N. Pfi pouziti deuteria je diileZité mit na paméti, Ze k oznaceni jsou pouzitelné
pouze ty pozice, na kterych nedochazi k vodik-deuteriové vyméné. Vyhodou pouziti izotopicky
znacenych IS je velice podobné nebo stejné chromatografické chovani (reten¢ni cas) a identicka
ionizace. Jedinou nevyhodou IS je jejich cena a dostupnost. V metabolomice se obecné pfi praci
s biologickym vzorkem nedoporuCuje pouzivat analogy zalozené na methylaci/demethylaci
(14 Da) nebo hydroxylaci/dehydroxylaci (+16 Da) analytu, protoze stejné hmotnostni posuny
jsou také obvyklé v pfirozeném metabolismu latek a analyt by mohl byt tedy metabolicky

preménén na latku s molarni hmotnosti lisici se o pravé 14 nebo 16 Da [52].

1.4.2 Ptiprava vzorki lidské plazmy
Piiprava vzorku je zasadni pro ziskdni vysoce kvalitnich, reprodukovatelnych
a spolehlivych vysledkil jakéhokoli analytického méfeni. Jejim hlavnim cilem je izolovat

nebo zakoncertovat cilovy analyt z komplexni matrice tak, aby byl vzorek kompatibilni
s pozadovanou technikou [53]. S rostoucim zdjmem o metabolomiku a zlepSenim pouzivané

instrumentace se v soucasné dob¢ zlepsuje ptistup k priprave vzorku [44].

Ptiprava vzorku lidské plazmy zahrnuje nékolik fazi, ale oproti proteomice
¢i transkriptomice je vyrezné jednodus$si. V pocatecni fazi je vzorek vhodnym zplisobem
odebran, zkrve je néasledné izolovana plazma, kterd je zmraZena na -80C. Tato teplota
je zvolenéd zejména proto, aby doslo k zastaveni veskerych metabolickych a enzymatickych
procestu (idealni je uchovani v tekutém dusiku, coz je financné narocné). Poté je vzorek
transportovan do piislusné védecké laboratofe na suchém ledu (-20°C) a skladovan
op¢t pii -80C az do jeho analyzy. Pokud se jednd o necilenou analyzu, je nutné pfipravit
reprezentativni vzorek z biologickych materialt, tedy v idealnim piipad¢ smichani alikvotu
ze vSech vzorkl, v ptipad¢ velkého mnozstvi z vybraného poctu vzorki. Nasleduje extrakce,
kdy vysledkem je izolace a obohaceni pozadovanych slozek z matrice vzorku. Existuje velké
mnozstvi extrakénich technik jako je napiiklad extrakce kapalina-kapalina, extrakce pevnou
fazi a precipitace proteinli, kde se vyuziva nejriznéjsSich extrak¢énich rozpoustédel, v rizném
pomeéru, v zavislosti na zvolené extrak¢éni metodé¢ (obr. 8). Po provedené extrakci je vzorek
homogenizovan, centrifugovan, odpafen a nasledné rozpuStén v pozadovaném objemu

vétSinou organického rozpoustédla [54].
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Tim, ze pfiprava vzorku mize ovliviiovat analyzovany obsah metabolitii i biologickou
interpretaci dat, je extrémné dulezitad jeji preciznost. Vyzaduje se, aby byla metoda
co nejjednodussi, rychld a reprodukovatelna. Navzdory tomu pfi Spatn€ provedené extrakci
vznikaji pfi méfenich chyby, které prameni z neuplné extrakce metabolitd, transformace
metabolitli v disledku enzymatickych reakci a také chemické degradaci metabolitli béhem

samotné¢ piipravy [53].

Dalsi metody
Ostatni organicka |
rozpoustédla

Precipitace

Precipitace
P methanolem

acetonitrilem

Obrazek 8: Odhad pouzitelnosti extrakénich technik v praxi [55]. Nejvétsi % zastoupeni ma precipitace
methanolem, nasledné acetonitrilem. Extrakci kapalina-kapalina a méné pouzivana rozpoustédla fadime do
skupiny ostatni organické rozpoustédla. Do skupiny dalSich technik potom fadime extrakci pevnou fazi.

1.4.2.1 Precipitace proteini

Jednou z nejbéznéji pouzivanych metod piipravy vzorku v metabolomice je precipitace
proteini organickym rozpoustédlem [19]. Jelikoz celkovy obsah bilkovin v krevni plazmé
nebo krevnim séru se pohybuje okolo 6-8 g/dl, je nutné bilkoviny ze vzorku odstranit [44].
BohuzZel neexistuje zadna precipitacni metoda k odstranéni veskerého proteinu, a proto je obsah
proteinu v konecném extraktu odhadovéan na 2-10 % [25; 44] Pfitomnost téchto zbytkl spolu
s pfitomnosti soli, miize mit za néasledek zaneseni LC kolony a vyrazné tak muze zkratit
jeji zivotnost  [25]. NejcastéjS§imi  pouzivanymi rozpoustédly jsou methanol, ethanol

nebo acetonitril. Nékteré védecké studie se zabyvaly rliznymi poméry extrakéni cinidla
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ku vzorku tak, aby doslo k lepSimu odstranéni proteinu, jelikoz spravny pomér je dilezitym
faktorem pfii vyvoji a hodnoceni metody. Napiiklad Polson a kol. [56] doporucuje minimalni
pomér plazmy a rozpoustédla 1-2,5:1 (vA) a tvrdi, Ze dalSim navySovanim poméru
nedosahneme dalSiho zlepSeni. Bruce a kol. [57] pouzili pomér 1:4 (v/v), zatimco Pereira a kol.
doporucuji 1:2 (v/v) [58]. I ztéchto malo ptikladd lze fict, ze v literatufe neexistuje shoda
ohledn¢ nejlepSiho poméru plazmy a rozpoustédla a je tak na optimalizaci jaky pomér bude
k dané analyze nejvice vyhovovat [25]. Samotna analyza probihd za studena,
aby se minimalizovala enzymatickd pfeména metaboliti a aby se zaroven vysrazely proteiny.
Elizabeth J. Want a kol. [59] ve své praci vyuzivaly k odhadu koncentrace zbylych proteinti
Bradfordiv test. Jedna se o velice jednoduchy, rychly a také levny test, ktery je zalozen
na posunu absorbance stanovovanych proteinit z 465 na 595 nm pomoci barviva Coomassie
Brilliant Blue G-250. Toto barvivo se muZze vyskytovat ve dvou formach, podle toho,
zda je na n¢j protein navéazan ¢i nikoli. Pokud na n¢j protein navazan neni, samotné barvivo
ma v roztoku hnédocCervené zbarveni, ale pokud je v roztoku pfitomen protein, zbarvi
se do modra [60]. Diky tomuto testu bylo zjiSténo, Ze G¢innost odstranéni proteinu ¢istym
methanolem byla nejvyssi az 98 %, nasledoval pak ethanol 96 % a acetonitril 94 % [44; 59].
Vedle cistych rozpoustédel se méné Casto k precipitaci pouzivaji jejich smési. Jedna se o smési
methanol/acetonitril 1:1 (v/v) nebo voda/acetonitril 1:1 (v/) s pfidavkem 0,1% kyseliny
mravenci (pH=3) ¢i voda/acetonitril 1:1 (v/v) s ptfidavkem 10 mM octanu amonného (pH=06)

[61].

1.4.2.2 Extrakce kapalina-kapalina

Jedna se o d€lici postup, pti kterém jsou v kontaktu dvé vzajemné nemisitelné kapaliny
a analyt se rozdéluje mezi tyto faze na zakladé rozpustnosti, respektive rozdilu rozdélovacich
koeficientd. Vysledkem extrakce je vznik dvou vrstev, organické, kterd se vyuziva
pro lipidomickou analyzu, a vodné vyuZzivajici se pro metabolomiku. Cilem této extrakce
je selektivné odd¢lit analyt od ostatnich slozek nebo odd¢lit nezadouci latky od vzorku. Volba
extrakéniho ¢inidla ovliviiuje selektivitu a ucinnost, proto se voli takové latky, které maji
vhodnou polaritu, t¢kavost a nizkou rozpustnost ve vodé. Bézn¢ dostupnymi a tradicnimi
rozpoustédly potom jsou benzen nebo heptan. Extrakci kapalina-kapalina mizeme rozdélit
dle zpiisobu provedeni na jednokrokovou, vicekrokovou a kontinualni extrakci [62].

Nejcastéji pouzivané extrakce kapalina-kapalina pro metabolomiku jsou Matyashova
[63], Folchova [64] a Bligh-Dyerova metoda [17]. Kazda z téchto metod mé specifické poméry

rozpoustédel, které musi byt dodrzeny pro dosazZeni optimalni extrakéni G€innosti (tabulka 5).

32



1.4.2.2.1 Folchova metoda

Jednou znejstarSich extrak¢énich technik, z roku 1957, je metoda dle Folche.
Tato metoda patii mezi nejrozSifencjs$i metody v metabolomické oblasti, zejména
pak lipidomické analyze, a proto je vétSinou oznacovéna jako zlaty standard mezi extrakcemi
kapalina-kapalina [65].

K samotné extrakci plazmy se vyuZzivaji rozpoustédla chloroform, methanol v poméru
2:1 (v/v), respektive 8:4:3 (v/v/v) chloroform/methanol/voda. Celkovy postup extrakce
je zalozen na né¢kolika krocich. Nejdiive se pfimo do vzorku v piislusném poméru ptidavaji
ledov€ vychlazend organicka rozpoustédla, kdy je nasledné suspenze michdna
a poté je inkubovana na ledu asi 30 minut. Néasledné se pak ptfida voda, kterd zplisobi odd¢leni
organické a vodné faze. V zavéru je pak suspenze odstiedéna pomoci chlazené centrifugy
pii 4 °C. Po oddéleni vrstev, horni vodné a spodni organické, se metabolity znovu extrahuji
a v dalsim kroku se odpafi pod dusikem. Jakmile je vzorek odpafen, je nutné jej rozpustit
v piislusném organickém rozpoustédle. Organické rozpoustédlo se voli tak, aby bylo
kompatibilni s mobilni fazi a taky aby se v ném vesSkery vzorek rozpustil. Nasledn¢ je vzorek

pripraven k analyze [64; 66].

1.4.2.2.2 Extrakce podle Bligh-Dyera

Dalsim typem extrakce je Bligh—Dryerova metoda znama jiz od roku 1959. Tento typ
extrakce je velice podobny jako extrakce dle Folche s tim rozdilem, Ze pomér jednotlivych
rozpoustédel i pomérem extrakéni smési a vzorku. V tomto ptipad¢ je pomér rozpoustédel
chloroformu a methanolu 1:2 (v/v). Jedna se také o dvoustupiiovou extrakei, kdy po separaci

jsou metabolity v horni vodné fazi [17].

1.4.2.2.3 Extrakce podle Matyashe

Tato moderni extrakéni metoda, jinak zndma pod nazvem MTBE [63], se v poslednich
letech stala velice oblibenou alternativou pro extrakci dle Folche. Svou oblibu si ziskala
zejména proto, ze ke svym extrakcim vyuziva jiné organické rozpoustédlo
a to methyl-terc-butylether, ktery oproti chloroformu neni karcinogenni. Dalsi vyhodou pouziti
je relativné Siroky rozsah analyzy pro poldrni metabolity, ktery je napfiklad u Folche o néco
mensi. Pro Matyashovu metodu se pouzivaji rozpoustédla MTBE/MeOH/H,O v poméru
10:3:2,5 (v/v/v). Oproti ostatnim metodam je hustota nepolarni faze MTBE ve srovnani

s MeOH/ H20 niz$i, a proto se vodna faze nachdzi v opa¢ném uspotadani oproti ostatnim [65].
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Tabulka 5: Souhrnna tabulka extrakce kapalina-kapalina

Typ extrakce kapalina-kapalina Rozpoustédlo a pomér

Folchova metoda CHCI3: MeOH/H20 (8:4/3)

Extrakee podle Bligh—Dyer CHCI3: MeOH/CHCl3: H20 (1:2/1:1)

Extrakee podle Matyashe MTBE: MeOH/H,0 (10:3/2,5)

1.4.2.3 Extrakce pevnou fazi

Extrakce pevnou fazi (SPE) je typem extrakce, kterd je podobna extrakci
kapalina-kapalina aZ na fakt, Ze jednou z fazi je pevna latka (sorbent). Principem je selektivni
zadrzovani latek na pevné fazi, ktera je umisténa v kratké kolonce (patronce) ve formé sloupce
nebo membrany. SPE se v metabolomice vyuzivd zejména v cilené bioanalyze.
Ptikladem mtize byt zvySeni koncentrace cilového analytu pii detekci stopovych sloucenin
zvySuje selektivitu postupu pfipravy, coz mulze vést ke snizeni rozsahu metaboliti,
proto se tento typ extrakce nevyuziva pfi necilené analyze [44; 67].

Velkou vyhodou SPE je moznost automatizace, a to bud’ v off-line nebo on-line rezimu.
V soucasnosti se pro automatizaci vyuziva 96 jamkové filtracni  desticky,
které nékolikanasobné urychluji extrakci. Pfikladem mulze byt publikace Zimmera a kol.,
ktery tvrdi, Ze jedna 96 jamkova desticka s 96 vzorky je analyzovana po dobu 5,25 hodin,
coz odpovida 3,3 minut na jednu extrakci a v porovnani s extrakci kapalina-kapalina,
u které celkova doba extrakce ¢ini asi 16 hodin, je podstatné kratsi [68]. Automatizace vyrazné
snizuje mozny vyskyt chyb vzniklych lidskou ¢innosti, coz mize znateln¢ ulehcit analyzu
velkého mnozstvi vzorki [67]. Navzdory svym vyhoddm a moznosti automatizace se systémy

SPE-LC-MS ztidka vyuzivaji pro rutinni metabolomické aplikace [55].

1.4.3 Metabolomické databaze

Metabolomika, jakozto rychle se rozvijejici védni obor, zvySuje pozadavky
jak na instrumentalni techniku, tak i na interpretaci dat. Bez identity metabolitli nelze ziskana
data z biologickych vzorkli urcit a nasledné spojovat s proteomickymi a genomickymi
informacemi v systémové biologii ¢i mediciné. Naroky vzrostly zejména v oblasti
bioinformatiky a chemoinformatiky, a proto s nartistajicim mnozstvim informaci vznikaji nové

metabolomické databaze [69].
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V soucasné dobé je metabolomika podporovana fadou volné dostupnych databazi,
které poskytuji nejraznéjsi informace napiiklad 0 chemickych
strukturach, fyzikalné-chemickych a farmakologickych vlastnostech nebo také biologickych
funkcich metabolitii [70]. Metabolomické databaze (tabulka 6) miizeme rozdé€lit na zékladé
informaci, které nam poskytuji. Prvni skupinou databazi jsou referen¢ni spektralni databaze,
mezi které fadime tfeba Metlin ¢i MassBank. Dalsi skupinou databazi jsou databaze profila
metabolith specifickych pro slouc¢eninu a druh kam patii tteba LipidMaps, MyCompoundID
[69] nebo asi nejrozsitenéjsi a nejpouzivanéjsi databaze HMDB (Human Metabolom Database).
Existuji samoziejme i databaze, které mapuji jednotlivé metabolické drahy organismu, mezi
tuhle skupinu fadime tfeba KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) nebo ROCHE
[40; 70].

Tabulka 6: Vybér nékolika databazi vyuzivanych v metabolomice [70]

Databaze Obsah Odkaz
REFERENCNI SPEKTRALNI DATABAZE

LC/MS, LC/MS/MS, FT-MS spektra, chemické struktury,
retenni ¢as, vazba na KEGG, chemicky vzorec

Metlin [71]

GC, ESI a FAB-MS, MS/MS spektra, chemicka struktura a

MassBank . « . s .
nazev, separacni metoda, experimentalni podminky

[72]

DATABAZE PROFILU METABOLITU SPECIFICKYCH PRO SLOUCENINU A
DRUH

Metabolity nalezené v lidském téle, NMR, GC-MS a MS/MS
data, fyzikalni, klinické a fyzikaln¢ chemické vlastnosti,

HMDB chemicka struktura, koncentra¢ni data, informace o draze, 2]
experimentalni metody
Lipidy, chemicka struktura a vzorec, fyzikalni vlastnosti,
Lipid Maps odkazy na dalsi databaze lipidi a cest, experimentalni data a [73]

protokoly

DATABAZE METABOLICKYCH DRAH

Metabolické a regulacni drahy, interakce protein-protein, geny
KEGG zcela a castecné sekvenovaného genomu, 1€ky, glykany, malé [74]
molekuly, reakce, funkéni hierarchie
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Seznam pouzitych chemikalii a standardi

Acetonitril — LC-MS Ultra Chromasolv™, > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)
Ultracista voda — LC-MS Ultra Chromasolv™, Honeywell (Seelze, Némecko)
Deionizovana voda — Milli-Q Reference Water Purification System (Molsheim,
Francie)

Mravencan amonny > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)

Octan amonny > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)

Kyselina mravenci > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)

Kyselina octova > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)

Methanol — LC-MS ¢istota, > 99,9 %, Honeywell (Seelze, Némecko)

Chloroform — LC-MS distota, Merck (Darmstadt, Némecko)

Standardy (viz. Ptiloha A)

2.2 Pristroje a technika

Analyticka véaha ABT 120-5DM — Kern & Sohn GmbH (Balingen, Némecko)
Hmotnostni spektrometer XEVO G2-XS — QTOF — Waters (Milford, MA, USA)
Bioinertni UHPLC — Acquity Premier Systém — Waters

Ultrazvuk FB Fisherbrand 15061H — Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Mechanické pipety s nastavitelnym objemem-— Sartorius (Goettingen, Némecko)
Automaticka multipipeta M4 — Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Odstiedivka Hettich EBA 20 — Hettich (Tuttlingen, Némecko)

Koncentrator NDK200-2 — MIULAB (Hangzhou,Cina)

Laminarni box MSC-Advantage II. triedy — Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
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2.3 Priprava standardi

Zasobni roztoky jednotlivych standardi metaboliti byly pfipraveny v piislusnych
koncentracich (pFiloha A) navazenim piiblizné 1 mg STD a rozpusténim v pozadovaném
objemu smési rozpoustédel (koncentrace Img/ml). Pfislusné STD byly rozpusStény
rozpoustédlech v zéavislosti na jejich polarité: methanol/acetonitril (1:1, v/v), acetonitril/voda
(2:1, v/v) achloroform/methanol (1:1, v/v). Nasledn¢ byly pipetovany vypocitané objemy
standardl pro vytvoreni celkového STD mixu a cely STD mix byl doplnén smési rozpoustédel
acetonitril/voda (1:1, v/v) na pozadovany objem 4 ml. Cely postup byl opakovan i pro jednotlivé

STD lipida (pFiloha A).

2.4 Priprava vzorku plazmy

Jako nejvhodnéjsi extrakce vzorku lidské plazmy pro naslednou metabolomickou analyzu
byla vybrana dvojnasobna extrakce dle Folche. Do 4ml sklenéné vialky bylo pipetovano 50 pl
plazmy, 2 ml chloroformu a 1 ml methanolu. Takto pfipravend smés byla na 15 minut
homogenizovéana v ultrazvukové 1azni pfi teploté 40 C. Nasledné bylo do smési pipetovano
600 ul vody a celd smés byla znovu homogenizovana pfi stejnych podminkach dalSich
15 minut. Po homogenizaci byla smés centifugovéna 6 minut pii 6000 otackach/min, a nakonec
bylo pomoci automatické pipety odebrano do 2ml sklenéné vialky 750 pl horni vodné faze.
Do zbylého extraktu bylo znovu pipetovano dalSich 600 pl vody a cely postup byl zopakovan.
Nasledné¢ byla odebrana nové horni vodna vrstva (750 pl) a zkombinovana s prvnim odebranym
mnozstvi. Celad vodni vrstva byla odpatrena do sucha pod proudem dusiku a rozpusténa v 250 pl
smési rozpoustédel voda/acetonitril (1:1, v/v). Takto ptipraveny vzorek byl michan po dobu

30 sekund, a jesté vloZen do ultrazvuku na 5 min k plnému rozpusténi veskerych metabolitti.

2.5 UHPLC podminky

Cela analyza byla méfena na bioinertnim kapalinovém chromatografu Acquity Premier
System s kolonou Acquity Premier BEH Amide (150%x2,1 mm; 1,7 pm). Samotna kolona
byla vyhtivana na 45 ‘C a pritok mobilni faze byl 0,4 ml/min. Mobilni fazi A tvofil acetonitril
s ptidavkem 0,005% kyseliny octové a mobilni fazi B tvofila voda a octanovy pufr.
Pufr byl sloZen z 0,005% kyseliny octové a 15 mM octanu amonného. Pro metabolomickou
analyzu byla zvolena gradientova eluce: 0 min — 95% A; 10,5 min — 87% A; 12min — 60% A;
15min— 60% A; 15,1min — 95% A; 20min — 95% A. Celkovy €as metody byl 20 minut véetné
5 minutové ekvilibrace kolony. Davkovany objem byl 1 ul a po kazdé analyze byla davkovaci

jehla promyta 20 % methanolem. Teplota autosampleru byla nastavena na 6 C.
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2.6 MS podminky

Vsechna méfeni byly provadéné na hmotnostnim spektrometru XEVO G2-XS,
kdy byl zvolen kontinualni mdd se skenovaci rychlosti 0,5s pro MS analyzy. Jako LockMass
(referen¢ni hodnota) byl zvolen Leucin Enkefalin. Hodnota m/z pro pozitivni ionizaci
byla 556,2771 a pro negativni 554,2615. Pro samotné meéfeni byly zvoleny nize uvedené

parametry uvedené v tabulce 7:

Tabulka 7: Parametry MS

Napéti na kapilare p¥i pozitivni ionizaci 3kV
Napéti na kapilare pii negativni ionizaci 1,5 kV
m/z rozsah 50-1200 Da
Napéti na vstupni kapilare 20V
Zdrojovy offset 60V
Teplota zdroje 120 C
Teplota suSiciho plynu 600 C
Pritok plynu ve zdroji 50 1/h
Prutok susiciho plynu 900 1/h

2.7 Zpracovani namérenych dat

Data jednotlivych méfeni byly ziskdna pomoci programu MassLynx. Po ziskani
surovych dat znamétfenych analyz byl nejdiive redukovan Sum pomoci nastroje Waters
Compression and Archival tools, coz vedlo jak ke snizeni velikosti souboru, tak i ke snizeni
pravdépodobnosti Spatné identifikace. Nasledné¢ byla provedena korekce m/z pomoci referencni
hodnoty s vyuzitim nastroje Accurate Mass Measure v MassLynx, coz m¢lo za nasledek vyssi
piesnost hmoty a pfevod zdznamu na ¢arové spektrum. Dale byly vytvofeny vhodné metody
v programu QuantLynx, a to zvIlast pro veSkeré série méfeni s odliSnymi podminkami
v pozitivnim 1 negativnim modu polarity. VeSkera integrace piku byla provedena
také v programu QuantLynx, ze kterého byla ziskdna vyska a plocha piku. Vysledné integrace
byly manualné¢ zkontrolovany, aby nedoslo k chybné interpretaci dat a vysledny soubor byl
exportovan do patiicného Excel souboru, kde byly vysledky nasledn¢ vyhodnoceny. V zavéru

byla veskera identifikace metabolitli v lidské plazmé¢ interpretovana ru¢né.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byla provedena celd optimalizace UHPLC
a MS systému. Spolu s tim byla provedena optimalizace rozpoustéciho kroku a také vybér
nejvhodnéjsiho typu extrakce pro metabolity v lidské plazme. V samotném zavéru

byla provedena necilend analyza vedouci k identifikaci metabolitl v lidské plazmé.

3.1 Optimalizace LC

Prvnim krokem pfi samotné optimalizaci metody byla optimalizace LC. Po celou dobu
byla optimalizace provadéna na koloné Acquity Premier BEH Amide (150%2,1 mm; 1,7 pm)
s HILIC separaci. Nejdiive byly zkouSeny podminky z aplika¢niho listu Waters k zjisténi

vhodnosti a reprodukovatelnosti metody na nasi pristrojové technice (tabulka 8) [75].

Tabulka 8: Vychozi hodnoty z aplikacniho listu firmy Waters

Mobilni faze A Acetonitril + 0,1 % kyselina mravenci
Mobilni faze B Voda + 0,1 % kyselina mravenci
Pritok 0,4 ml/min
Teplota kolony 45 C
Nastrik 1 ul
Gradient 0 min—99% A; 7 min — 30% A; 7,1 min — 99% A; 10min — 99% A

Bylo zjisténo, ze tato metoda je zcela nevhodnd pro UHPLC/HRMS, jelikoz se jedna
o nedokonalou separaci s nedostate¢nym rozliSenim latek vhodnou spise pro trojity kvadrupol
a SRM piechody (selektivni sledovani vybranych reakci). Co se ty¢e samotnych parametrd,
tak i pocatecni mnozstvi mobilni faze B bylo nedostacujici, zejména kvili samotnému
charakteru HILIC kolony. Vzhledem k témto nedostatkiim byla reprodukovana jina publikace,
a to Karlikové a kol. [76]. Zde byl pouzit jejich vychozi gradient s vy$Sim pocateCnim
a koncovym mnozstvim mobilni faze B nez u metody Waters. Tento krok se ukazal
jako spravny, avSak samotna délka méfeni nestacila na eluci veskerych standardii z kolony.
To mélo za nésledek upravu gradientu. Byla zkousSena gradientova eluce s riznym sklonem
gradientli, ato pomoci zvySujici se procenta vodné mobilni faze, konkrétné¢ 10, 15, 20,
30 a 40 % vody. Z vysledkl vyplyva, zZe pti slozeni 15 % vody v MF lze nejlépe rozseparovat

izomery leucinu (obr.9), avSak celd analyza pro eluci vSech metaboliti byla moc dlouha.
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Na zékladé prométenych gradientl bylo zjisténo, Ze pii 40 % vody lze spolehlivé vyeluovat
veskeré metabolity z kolony, a proto byl nasledné stdvajici gradient upraven na findlni
dvoustupniovy gradient (viz 2.6 UHPLC podminky), kdy je nejprve zvolena nizsi elu¢ni sila
pro separaci izomera a nasledné je elucni sila zvysena pro eluci zbyvajicich latek tak, aby cela

analyza trvala nejdéle 20 minut.
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Obriazek 9: Vliv gradientové eluce na separaci izomert. Zelena: 40% vody, fialova:30% vody, hnéda: 20%
vody, ¢ervena: 15% vody

Nasledovala optimalizace mobilni faze, kde byl pro zacatek zvolen acetonitril jako MF A
a Cistd voda jako MF B. Bylo zjisténo, Ze pouZiti ¢istych rozpoustédel je pro separaci metabolit
zcela nevhodné, a proto bylo nutné ptidat do MF aditiva. Jako aditivum byl zvolen mravencan
amonny, stejné¢ jako tomu bylo v aplikacnim listu, a byly proméfeny koncentrace 5, 10,
15a20 mM. Jako nejlepsi koncentrace byl zvolen 15mM mravenCan amonny,
jelikoZ pro tuto koncentraci méli jednotlivé metabolity nejvyssi odezvu.
Nasledné byly porovnany dva odlisné typy aditiv vhodné pro LC-MS, a to mravencan a octan
amonny (graf 1). Ze vzajemného porovnani byly hodnoty pro octan amonny znatelné vyssi
a separace latek byla totozna. Optimalizace byla provedena na vSech smésich standardi,
pro znazornéni vysledkli byly vybrany pouze vybrané standardy, které ptiblizné reprezentuji

metabolity (aminokyseliny, nukleosid, purinovd a pyrimidinova baze). Ostatni standardy

40



poskytovali priblizné stejné vysledky (plati pro vSechny body optimalizace). Hodnoty v grafech
jsouuvadény jako primér 3 nezavislych experimenti a odchylka je stanovena

jako + smérodatna odchylka (plati pro vSechny body optimalizace).
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Graf 1: Porovnani mravencanu a octanu amonného v mobilni fazi B pro vybrané STD na zaklad¢ odezvy z MS

Dalsi postup pii optimalizaci mobilni fdze spocival v naleznuti nejlepsi koncentrace
kyseliny octové, aby ve vysledku s octanem amonnym vytvofila pufr. Byly zvoleny mobilni
faze s pridavkem 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 a 0,2% kyseliny octové. Jak je patrné z grafu 2, jako
nejlepsi se ukazal 0,005% pridavek kyseliny octové. Jakou dalsi alternativou se ukazal
0,01% pridavek, avSak dal$im ptidavanim kyseliny octové se odezva vybranych metabolitii
pouze zhorSuje. Vyjimkou je adenosin, kdy nejlepsi odezva je poskytovéana pii 0,1% kyseliny
octové, avSak sohledem na vétSinu metaboliti bylo zvoleno jako idealni slozeni

0,005% kyseliny octové.
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Graf 2: Optimalizace mnozstvi kyseliny octové v % u vybranych standarda

3.2 Optimalizace MS

Pti vyvoji nové metabolomické metody bylo nutné zoptimalizovat i vS§echny parametry
MS. Prvni parametr, ktery byl optimalizovan byla teplota zdroje. Pro optimalizaci byly zvoleny
teploty 80, 100, 120 a 150 C. Cela optimalizace MS byla provadéna na vSech standardech
v negativnim modu polarity, ale do vyhodnocovacich grafti bylo vybrano pouze 5 representant
a to 1-methyl-L-tryptophan, tryptofan, guanine, glutamova kyselina a valin. Z vysledného
grafu 3 je patrné, ze pro vSechny zvolené standardy je jednoznacné nejvhodnéjsi teplota zdroje
120 C. Jednou =zdalSich diskutovanych moznosti by mohla byt teplota 100 C,
avSak pro vétSinu standardl je odezva nizsi nez pii teploté 120 C. U teploty zdroje je patrné,
ze pii zvySovani teploty nedochéazi pfimo umérné ke zvySovani odezvy, a proto je teplota 150 C

nevhodna.
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Graf 3: Optimalizace teploty zdroje na STD

Po optimalizaci zdroje nasledovala optimalizace teploty suSiciho plynu. Byly zvoleny

teploty 300, 400, 500 a 600 ‘C. Z téchto zvolenych teplot se jako nejlepsi ukazala ta nejvyssi,

a to teplota 600 ‘C. Z vysledného grafu 4 lze konstatovat, ze se zvySujici se teplotou susiciho

plynu ve zdroji roste 1 odezva standardl. Vyssi teplota nebyla zkousena kvili limitu pfistroje.
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Graf 4: Optimalizace teploty susiciho plynu MS na STD
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Ttetim optimalizovanym parametrem byl priitok plynu ve zdroji. Pro optimalizaci byly

zvoleny hodnoty pritoku 700, 800, 900, 1000 I/h (graf 5). Namétené hodnoty pro 800, 900

a 1000 I/h byly téméf stejné, avSak po srovnani odezvy vSech standardii byl zvolen kompromis,

a to prutok 900 1/h.
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Graf 5:Optimalizace prutoku plynu ve zdroji na STD

Ctvrtym optimalizovanym MS parametrem je pritok susiciho plynu. Hodnoty

byly vybrany na zakladé¢ moznosti MS, a to 50, 100, 150 a 200 l/h. Jako nejlepsi hodnota

pro prutok susiciho plynu se jednoznacné ukazal pratok 50 1/h. Co se tyka ostatnich hodnot

prutoku, tak jsou se zvySujicim pratokem bud’ srovnatelné nebo horsi (graf 6).
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Graf 6:Optimalizace prutoku susiciho plynu na STD

Patym parametr, ktery byl v MS optimalizovan bylo napéti na vstupni elektrodé.
Jedna se o parametr, ktery pii jeho zméné neovlivni analyzu tak vyrazné jako naptiklad teplota
zdroje, ale presto byl tento parametr také optimalizovan. Byly zvoleny hodnoty napéti 20, 40,
60 a 80 V. Jak vyplyva z grafu 7, tak se zvysSujicim se napétim na elektrod¢ klesa odezva
glutamova, kde idedlnim napétim na vstupni elektrodé je 40 V, avSak rozdil neni nijak

markantni.
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Graf 7:Optimalizace napéti vstupni elektrody na STD
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Jako Sesty a posledni parametr byl optimalizovan zdrojovy offset. Byly vybrany

representativni hodnoty 40, 60, 80 a 100 V. Velice podobné hodnoty se namétily pro 40 a 60 V,

avsak nakonec byl jako kompromis vybran zdrojovy offset 60 V (graf 8).

m40V
I

—_ 0.3 T t 60V

e 80V

X

) =100 V

& 0.2

g

£

= .

>

& 01 - I I

(]

14

0.0 J B 'l o om
N\ \ 2 o0 QN
$© \J Na 3§
) XS) ) 2
X R\
& s
NS o
< &

Graf 8:Optimalizace zdrojového offsetu na STD

46



Pomoci optimalizované metody byla proméfena smés vSech standardii a vysledkem
jsou nize uvedené chromatogramy (obr. 10-13), na kterych lze vidét separaci jednotlivych
metabolitl. Chromatogramy byly zvoleny dle toho, do jaké tfidy jednotlivé metabolity fadime.
Na obr. 10 je tfida karnitint, kde l1ze vidét, ze se zvySujicim se poctem uhliki v mastném
acylovém fetézci (latka 1-5) roste retence latky. Karnitin s kratkym acylovym fetézcem
(acetylkarnitin) a L-karnitin poté eluuji o nékolik minut pozd¢ji. Na obr. 11 je ukdzana separace
jak purinovych, tak pyrimidinovych nukleovych bazi. Vybrané aminokyseliny poté mizeme
vidét na obr.12. Jednd se o strukturné¢ rozmanity vybér aminokyselin, ktery na rozdil
od ostatnich 1ze pozorovat pouze v negativnim modu polarity méfeni. Na poslednim obr. 13
byli vybrani zastupci guanosin fosfatu, kde lze vidét, Ze se zvySujicim poctem fosfatl v fetézci
roste 1 polarita a retence latek. Muzeme také vidét, Ze s rostoucim mnozstvim fosfati sice
dochazi k vétSimu rozmyvani piku, avSak pomoci bioinertniho systému je tvar piku stale

vhodny pro identifikaci a pfipadné kvantifikaci.
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Obrazek 10: Separace STD karnitint. 1) D,L-palmitoylkarnitin 2) D,L-myristoylkarnitin 3) D,L-lauroylkarnitin
4) D,L- dekanoylkarnitin 5) D,L-oktanoylkarnitin 6) acetyl-L-karnitin 7) L-karnitin
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Obrazek 11: Separace purinovych a pyrimidinovych nukleovych bazil) tymin 2) adenin 3) uracil 4) cytosin

5) guanin
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Obrazek 12: Separace vybranych aminokyselin detekovanych v negativnim iontovém moédu 1) prolin 2) valin
3) tyrosin 4) alanin 5) treonin 6) serin 7) lysin
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Obrazek 13: Separace guanosin-fosfatii 1) monofosfat 2) difosfat 3) trifosfat

3.3 Optimalizace rozpousStéciho kroku
Cilem optimalizace rozpoustéciho kroku bylo najit nejvhodnéjsi rozpoustédlo ¢i smés
rozpoustédel k rozpousteéni jednotlivych odparkt z precipitace a extrakce dle Folche. V piipadé
precipitace bylo nutné najit rozpoustédlo, které by rozpoustélo pouze metabolity
a nikoliv lipidy. Do 2 ml sklenénych vialek bylo pipetovano 180 ul STD mixu a 20 pl
(10x ziedéné smési) lipidovych STD (prFiloha A). Cely obsah vialky byl odpaien pod dusikem
a nasledné rozpoustén v prisluSnych rozpoustédlech. Pro optimalizaci precipitace bylo zvoleno
Sest odlisnych rozpoustécich krokl a ¢tyfi rizné pro extrakci dle Folche. Pro precipitaci byly
zvoleny nasledné rozpoustéci kroky: voda + 5 % acetonitrilu; voda + 10 % acetonitrilu;
voda+10 mM octan amonny; voda + 0,1 % kyseliny octové; ¢istd voda
avoda + 5 % acetonitrilu + 15 mM octan amonny. Celd optimalizace byla proméfena jak
v pozitivnim, tak negativnim modu. Bylo zpracovano hned nékolik vyhodnocovacich grafi
a jako priklad interpretace vysledki byl zvolen graf 9.
Jak je z grafu 9 patrné, tak voda je jako rozpoustédlo nevhodna, jelikoz se v jejim
pfipadé¢ jedna o absolutni hodnoty, tzn. jednu vybranou hodnotu, protoze vysledna data
byla nereprodukovatelnd. Voda nedokaze spolehlivé rozpustit takové rozmanité spektrum

polarit, a proto byla ze vSech rozpoustécich krokt nejhorsi. Zastupcem siln¢ kyselého prostiedi
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bylo rozpoustédlo voda + 0,1 % kyseliny octové, jejiz vysledky byly primérné. Bohuzel
pro tento typ rozpoustédla nebyla kompatibilni celkova separace a jednotlivé piky byly rozmyté
arozstépené. Jinak tomu nebylo ani v bazickém prostiedi 15mM octanu amonného, kde odezva
detektoru byla jesté o néco horsi nez u 0,1 % kyseliny octové. Srovnatelné vysledky s 15 mM
octanem amonnym méla i smés voda + 5 % acetonitrilu s pfidavkem 15 mM octanu amonného.
Jako vysledny kompromis pro precipitacni rozpousténi byla zvolena smés 5 % acetonitrilu
s vodou. Tento rozpoustéci krok byl zvolen zejména proto, Ze pro vSechny metabolity
jak v pozitivnim, tak negativnim moddu polarity poskytoval nejvyssi odezvy a zéaroven
nevykazoval rozpousténi lipidl. Toto tvrzeni podporuje i fakt, Ze pti vyhodnoceni byla nejhorsi
odezva pro skupinu STD karnitinti, které je mozné fadit do skupiny polérnich lipidd.
Dalsi vhodnou alternativou by mohla byt smés rozpoustédel voda + 10 % acetonitrilu,

ale z vzristajicim % acetonitrilu, roste 1 rozpousténi ptislusnych lipida.

voda + 5 % ACN
mvoda + 10 % ACN
1.5 - voda + 15 mM octan amonny

voda + 0.1 % k.octova

1.2 - 1 voda
{ " mvoda + 15 mM octan amonny +5% ACN
0.9 -
0.6 -
) | | | | I
0 n T I [

tyrosin  tryptofan fenylalanln leucin  norleucin isoleucin arginin

Relativni intenzita [x10¢]

Graf 9: Optimalizace rozpoustéciho kroku pro precipitaci. * znac¢i absolutni hodnotu
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V ptipad¢ hledani rozpoustéciho kroku pro extrakci dle Folche byly zvoleny néasledné
rozpoustéci kroky: voda:acetonitril (1:1, v/); voda:acetonitril (1:2, v/); voda:acetonitril
(1:3 v/v) a voda:acetonitril:methanol (1:2:2, v/A/). Bylo zjisténo, Ze vysSi pomér vody
a organického rozpoustédla nez je 1:2 (v/v) zpiisobi zpétné vysrazeni piitomnych metabolitt
a tim padem je takto pfipraveny vzorek nepouzitelny. Na zaklad¢ téchto informaci bylo pomoci
vSech STD provedeno porovnani smési voda: ACN 1:1 (v/v)a 1:2 (v/v). Bylo zjisténo (graf 10),
ze pomer rozpoustédel 1:1 je pro extrakci dle Folche vhodnéjsi a poskytuje lepsi rozpustnost
latek, tedy 1 vyS$$i odezvy. V grafu 10 je také zndzornéné i1 porovnani se smési vody + 5 %
acetonitrilu (nejvhodnéjsi pro proteinovou precipitaci). Jelikoz jsou hodnoty 5 % acetonitrilu
s vodou mnohonésobné nizsi (jedna se o vice nez fad nizsi odezvy) lze konstatovat, ze Folchova

extrakce bude v porovnani s precipitaci daleko vhodné&;si.

0.3 = VODA + 5 % ACN
£ 046 | = VODA+ ACN 1:1
= 0.25 r mVODA + ACN 1:2
z § 0.08 -
£ 0.2 - 2 i i i
N ©
c [4
(] 0
E ATP ADP AMP GTP GDP GMP
£ 0.5 -
z
>
©
>
(14

0.1
o I_l Il
0
ATP ADP AMP GTP GDP GMP

Graf 10: Optimalizace rozpousténi pro Folchovu extrakci

Soucésti optimalizace rozpousStéciho kroku byl také proveden experiment,
ktery porovnaval 3 odlisné typy vod a to, ultra-Cistou vodu s pH=5,95, Skolni deionizovanou
vodu pH=4,39 a ultra-Cistou vodu okyselenou kyselinou octovou na pH=4,39. Z vysledki

vyplyva, ze v tomto rozsahu pH retence ani odezva detektoru nehraje zddnou vyznamnou roli.
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3.4 Optimalizace extrakce

Na zéklad¢ predchozi optimalizace rozpoustéciho kroku pomoci standarda bylo zjisténo,
ze pii pouziti vétSiho % acetonitrilu vzroste i odezva latek. Jelikoz s vy$$im % organického
rozpoustédla roste i rozpousSténi lipid, bylo nevyhnutné pouzit extrakci dle Folche,
kdy jsou lipidy extrahovany do organické faze, zatimco metabolity do vodné. Nejdiive
bylo na standardech provedeno porovnani mezi jednoduchou a dvojnasobnou extrakci
dle Folche (graf 11). Bylo pipetovano 180 ul STD mixu a 20 pl (10xztedéné) smesi STD lipidi
do 4ml sklenénych vialek. Ty byly nasledné podrobeny Folchové extrakci, tzn. Ze byly ptidany
2ml chloroformu a 1 ml methanolu. Celd smés byly homogenizovana pii 40 C asi 15 minut.
Nasledn¢ bylo do smési pipetovano dalSich 600 pl vody a cely proces byl opakovan.
Takto zhomogenizovana smés byla centrifugovana 6 minut pii 6000 otackach/minutu. Z vialek
bylo odebrano 750 pl vodné faze do menSich 2 ml sklenénych vialek. Polovina vzorki
byla podrobena nasobné extrakci, coz znamend, Ze do zbylé smési organické faze bylo znovu
pipetovano dalSich 600 pl deionizované vody a cely postup byl zopakovan. Vznikla horni vodna
vrstva byla pfidana k ptivodni a veskeré vzorky byly odpafeny pod dusikem. Po dokonalém

odpareni byly vzorky rozpustény v acetonitrilu a vode 1:1 (v/v) a spolu s ptivodnim STD mixem

promeéteny.
0.5 - m Jednoducha Folchova extrakce STD
*
m Dvojnasobna Folchova extrakce STD
0.4 = 100% STD
)
X,
8
N
=
8
£
‘€
2
®
©
(14

ATP ADP AMP GTP GDP GMP

Graf 11: Porovnani extrakci dle Folcha s STD. * znac¢i absolutni hodnotu.
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K porovnani vysledki byl vybran graf 11 se zastupci fosfatovanych nukleotidd.
V porovnani jednoduchého a ndsobného postupu je ziejmé, Ze dvojndsobnd extrakce
ma v piipadé fosfatovych nukleotidd o 23-29 9% vétsi vytéZnost neZ jednoducha.
Byla zpracovana tabulka porovnavajici vzdjemnou vytéZznost mezi jednotlivymi typy
Folchovy extrakce, a to jak v pozitivnim, tak negativnim modu polarity (priloha B, C).
Pti porovnavani byla také vypocitana celkova vytéznost extrakce, a to porovnanim intenzity
STD nasobné extrakce a pivodniho STD mixu. Bylo zjiSténo, Ze celkova vytéznost extrakce
velmi zalezi na povaze latek a vypocitané hodnoty jsou shrnuty v priloze B a C.

Soucasn¢ pii optimalizaci extrakce byly pfipraveny rizné vzorky plazmy,
kde bylo zvoleno pét odlisnych postupii extrakce (graf 12), pro ovéfeni spravnosti vybéru
extrak¢niho kroku. Znovu byla provedena jednoducha i dvojnésobna extrakce dle Folche
dle stejného postupu jako u STD a byla provedena precipitace organickym rozpoustédlem,
a to konkrétné methanolem, acetonitrilem a ethanolem. Pfi precipitaci stejné jako u Folchovy
extrakce bylo pipetovano 25 pl plazmy. Precipitace byla provedena pfidavkem 250ul nami
zvoleného precipitatniho rozpoustédla. Vznikla smés byla po dobu 20 sekund michéna
anasledn¢ 15 minut homogenizovdna v ultrazvukové lazni. Poté byla extrakéni smés
odstfedéna po dobu 3 minut pii 3000 otackach/min. Nakonec byly vzorky filtrovany pies 0,2um
filtr a prevedeny do 2 ml vialek ve kterych byly nésledné¢ odpafeny pod proudem dusiku.
Odparky byly poté rozpusStény v 250 ul smési 5 % acetonitrilu a vody a 30 sekund michany

a nasledné vlozZeny jesté do ultrazvukové lazné po dobu 5 minut.
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Graf 12: Vysledné porovnani riznych typi extrakce provedenych na vzorcich plazmy

Jak je zgrafu 12 patrné, tak v porovndni s ostatnimi extrakcemi je dvojndsobna
Folchova extrakce nejvhodnéjsi variantou pro metabolomickou analyzu. Oproti tomu
precipitace jak acetonitrilem, tak ethanolem je nedokonald, jelikoz v porovnani s methanolem
vykazuje veliké nedostatky v samotné extrakci metaboliti. Ze ziskanych dat lze tvrdit,
ze nejvhodnéjSich precipitaci pro metabolomickou analyzu je precipitace methanolem,

avSak ve srovnani s ndsobnou extrakci dle Folcha jsou jeji vysledky stale horsi.

3.5 Identifikace metaboliti v lidské plazmé

Na zaklad¢, jiz vySe vyhotovené optimalizace byla provedena findlni identifikace
metabolith v lidské plazmé. Jako extrakéni metoda byla pouzita dvojndsobna Folchova
extrakce, pficemz bylo pro extrakci pipetovano 50 ul plazmy. Nejdiive byly identifikovany
metabolity, které byly pouzity jako standardy pii optimalizaci metody. Identifikovany byly
pomoci shodnych retencnich Casi a piesné urené m/z do 5 mDa (viz tabulka 9).
Takto identifikovanych metaboliti bylo nakonec 36. Byl vypracovan Vennuv diagram
(obr.14), ktery charakterizuje detekci metaboliti v pozitivnim modu, negativnim modu
nebo v obou modech polarity soucasné. Z Vennova diagramu vyplyva, Ze rozlozeni
jednotlivych metabolitii je ve vS§ech moddech srovnatelny, a to konkrétné 11 metabolitii

v pozitivnim modu, 11 metabolitl v negativnim mddu a 14 metabolitii v obou modech zaroven.
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Tabulka 9: Identifikované metabolity v lidské plazmé potvrzené pomoci standardd

ESI"

Metabolit p ”I;; / E),C,I:/ezr;]’:;i%{fm T eo;']‘e/ltf[l;;m/z - nf;)mvnost[ —
uracil 4.25 113.0350 113.0350 0 0
kreatin 13.06 132.0770 132.0776 4.5 0.6
Kyselina asparagova | 14.56 175.1189 175.1189 0.5 0.1
L-karnitin 13.06 162.1127 162.1124 -1.9 -0.3
taurin 11.9 126.0218 126.0219 0.8 0.1
palmitoylkarnitin 6.84 400.3380 400.3426 11.5 4.6
oktanoylkarnitin 8.59 288.2178 288.2174 -1.3 -0.4
dekanoylkarnitin 7.92 316.2492 316.2487 -1.6 -0.5
acetyl-L-Kkarnitin 12.68 204.1235 204.1235 0 0
ATP 13.96 508.0039 508.0040 0.2 0.1
ADP 13.59 428.0386 428.0370 -3.7 -1.6
AMP 13.32 348.0758 348.0710 -13.8 -4.8
GDP 14.02 444.0296 444.0320 5.4 2.4
CTP 14.39 483.9910 483.9920 2.1 1
Acetyl-CoA 13.26 810.1334 810.1330 -0.1 -0.1

EST
. Rt m/z [M-HJ Spravnost

Metabolit [min] Experimenttilni[ ]T eoretické [ppm;, [mDa]
lysin 14.68 145.0964 145.0970 4.1 0.6
alanin 13.00 88.0387 88.0392 5.9 0.5
serin 13.26 104.0331 104.0342 10.2 1.1
prolin 12.45 114.0544 114.0548 3.7 0.4
valin 12.47 116.0699 116.0705 53 0.6
treonin 13.08 118.0495 118.0497 1.9 0.2
leucin 10.91 130.0858 130.0862 3.1 0.4
histidin 13.36 154.0603 154.0611 4.9 0.8
tyrosin 12.68 180.0651 180.0654 1.8 0.3
tryptofan 11.63 203.0813 203.0821 3.7 0.8
ornitin 14.56 131.0806 131.0821 11.1 1.5
glutamin 13.23 145.0603 145.0613 7.0 1.0
fenylalanin 10.96 164.0704 164.0705 0.7 0.1
isoleucin 11.48 130.0858 130.0862 3.1 0.4
asparagin 13.30 131.0440 131.0450 8.1 1.1
kyselina glutamova 13.35 146.0445 146.0447 1.6 0.2
taurin 11.90 124.0057 124.0062 4.3 0.5
uridin 4.25 243.0620 243.0611 -3.7 -0.9
citrulin 13.36 174.0876 174.0878 1.2 0.2
glukoza-6-fosfat 13.80 259.0199 259.0220 8.1 2.1
citrat sodny 16.68 256.9601 256.965 19.1 4.9
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Obrazek 14: Venniv diagram detekovanych metabolitti v lidské plazmé pomoci ESI* a ESI”

Dalsi metabolity v lidské plazmé& byly identifikovany pomoci piesné urceného

m/z charakterizované pomoci odchylky v ppm a mDa (pFiloha D).
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ZAVER
V této praci byla optimalizovana separaéni metoda slouzici k identifikaci metabolitd
v lidské plazmé¢. K dosazeni separace, s ohledem na problematické funkéni skupiny nékterych
metabolitd, byl vyuzit bioinertni UHPLC systém s bioinertni kolonou. K detekci
byl poté pouzit hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim XEVO G2 XS QTOF.
V ramci diplomové prace byla vyvinuta nova metoda pro metabolomickou analyzu
v lidské plazmé zahrnujici také ptipravu vzorku. Metoda byla optimalizovéna s vyuzitim
69 standardli. Optimalizovand separa¢ni metoda vyuzivd gradientovou eluci se sloZzenim
acetonitril + 0,005% kyselina octova jako MF A a voda + 15 mM octan
amonny + 0,005% kyselina octova jako MF B. Pro separaci byla zvolena kolona Acquity
Premier BEH Amid (150%2.1 mm; 1.7 pm) s teplotou 45 C a prutokem 0,4 ml/min. Celkova
doba analyzy je 20 minut v¢etné ekvilibrace kolony. Vyvinutd metoda umoziuje identifikovat
pro separaci, jako jsou vicekrat fosfatované nukleotidy napt. ATP, ADP, AMP. Tato metoda
umoziiuje 1iseparaci izomertl napf. leucin/izoleucin/norleucin nebo glukdzy/galaktozy.
Soucasné byla také hledana vhodna metoda ptipravy vzorka pro analyzu metabolith z lidské
plazmy. Bylo porovnévano pét extrakcnich protokolti, kde jako nejlepsi se ukazala dvojnasobna
extrakce dle Folche. Pro metabolomickou analyzu byla odebirdna horni vodna vrstva, pficemz
nezéadouci lipidy byly extrahovany do organické faze.

Cilem prace bylo aplikovat optimalizovanou metodu pro analyzu lidské plazmy
se zaméfenim na polarni metabolity. Vysledkem byla identifikace 121 metabolitt v lidské
plazmé na zéklad¢é ptfesn¢ uréené¢ho m/z a pro 36 znich byla identifikace navic potvrzena
pomoci reten¢niho Casu standardu. V budoucnosti budou dalsi kroky sméfovat k provedeni
MS/MS analyzy, validaci metody s néaslednou kvantitativni analyzou a aplikaci pro série

redlnych vzorkt lidské plazmy.
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Priloha A: Seznam pouzitych standardl a znazornéné rozdéleni do jednotlivych smeési, abych nedochazelo
k izomerickym piekryviim, ptipadné chybné identifikaci

Cislo . Kon’centrace Pipetovany Koncentrace
Standard smési zasobniho roztoku objem [ul] [nnmol/ml
[ng/pi] plazmy]
Glycin 1 1.0 93.7 250
Alanin 1 1.0 89 200
Serin 1 1.0 52.5 100
Prolin 1 1.0 28.8 50
Valin 1 1.0 29.3 50
Threonin 1 1.0 29.8 50
Leucin 2 1.0 32.8 50
Kyselina asparagova 2 1.0 333 50
Lysin 2 1.0 36.5 50
Adenin 2 1.0 17.0 0.25
Histidin 2 1.0 77.5 100
Arginin 2 1.0 43.5 50
Tyrosin 2 1.0 453 50
Tryptofan 2 1.0 25.5 25
Norleucin 3 1.0 32.8 50
Ornitin 3 1.0 33.0 50
Glutamin 3 1.0 37 50
Methionin 3 1.0 37 50
Guanin 3 1.0 37 0.5
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Priloha A: pokracovani ...

Cislo . Kon’centrace Pipetovany Koncentrace
Standard smési zasobniho roztoku objem [ul] [nnmol/ml
[ng/pi] plazmy]

Fenylalanin 3 1.0 41 50
2-deoxyadenosin 3 1.0 10 1

Isoleucin 4 1.0 32.8 50
Asparagin 4 1.0 33.0 50
Kyselina glutamova 4 1.0 36.8 50
L-karnitin 4 1.0 40.3 5

Adenosin 4 1.0 14 0.1
Guanosin 4 1.0 7 5

Putrescin 4 1.0 22.0 50
E;Eif)t;’;;i;ptamin > 1.0 33 >

Melatonin 5 1.0 5.8 5

Taurin 5 1.0 31.3 50
D,L-lauroylkarnitin 5 1.0 2 0.01
%y[;'-istoylkarnitin > 1.0 2 0.01
I?;%I;itoylkarnitin > 1.0 2 0.01
D-glukéoza 5 1.0 45.0 50
Uridin 6 1.0 6.1 5

Myo-inositol 6 1.0 45.0 50
1-methyl-L-tryptofan 6 1.0 54.5 50
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Priloha A: pokracovani ...

Cislo . Kon’centrace Pipetovany Koncentrace
Standard smési zasobniho roztoku objem [ul] [nnmol/ml
[ng/pi] plazmy]

Acetyl-L-karnitin 6 1.0 50.8 50
D,L-oktanoylkarnitin 6 1.0 2 0.01
D,L-dekanoylkarnitin 6 1.0 23 0.01
D-xyloza 6 1.0 37.5 50
Kofein 6 1.0 48.5 50
S5-methoxyindol 6 1.0 36.8 50
5-hydroxyindol 6 1.0 333 50
Adenosin 5'-trifosfat 6 1.0 128.0 50
Adenosin 5'-difosfat 7 1.0 107.0 50
Adenosta > 7 1.0 86.0 50
Guanosin 5'-trifosfat 7 1.0 130.0 50
Guanosin 5'-difosfat 7 1.0 110.0 50
Guanosia 5™ 7 2.0 45.0 50
Cytosin 7 1.0 5.5 0.01
Cytidin 5'-trifosfat 7 1.0 120.0 50
Tymin 7 1.0 63 100
NADH 7 1.0 165.0 50
Uracil 7 1.0 28.0 50
Acetyl-koenzym A 7 1.0 100.0 5

L-Cystein 7 1.0 30.5 50
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Priloha A: pokracovani ...

Cislo . Kon’centrace Pipetovany Koncentrace
Standard smési zasobniho roztoku objem [ul] [nnmol/ml
[ng/pl] plazmy]
a-Laktoza 7 1.0 85.0 50
D-(+)-Galaktéza 7 1.0 45.0 50
Kreatin 7 1.0 33.0 50
Citrat sodny 7 1.0 64.0 50
Citrulin 7 2.0 22.0 50
D-glukoza-6-fosfat 7 1.0 260 200
Koenzym A 7 2.0 95.0 50
18:1 CDP DG 7 1.0 50.0 0.1
Cer 18:1;02/18:1 8 1 14.08 10
DG 18:1/0:0/18:1 8 2 7.72 10
TG 18:1/18:1/18:1 8 3 7.4 10
PC 18:1/18:1 8 2 9.8 10
LPC 18:1 8 2 6.5 10
PE 18:1/18:1 8 2 9.3 10
LPE 18:1 8 2 6 10
SM 18:1;02/18:1 8 2 9.1 10
LacCer 18:1;02/16:0 8 2.5 8.6 10
GlcCer 18:1;02/16:0 8 1 17.52 10
CE 18:1 8 2 8.1 10
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Piiloha B: Srovnani jednotlivych Folchovych extrakci (jednoduchéd/dvojnasobnd) a vytéznost dvojnasobné
Folchovy extrakce méfené v negativnim modu

Standard Jednoducha vs. dvojnasobna VytéZnost
[%] dvojnasobné extrakce [%]

Prolin 84 56
Threonin 72 56
Serin 73 84
Valin 82 59
Lysin 93 40
Kyselina asparagova 118 76
Leucin 84 53
Histidin 65 51
Adenin 75 70
Taurin 91 57
Tyrosin 83 53
Tryptofan 82 45
fenylalenin 82 46
Guanin 83 46
Norleucin 83 52
Glutamin 87 59
Methionin 75 41
Isoleucin 79 51
Guanosin 88 53
Kyselina glutamova 87 52
Asparagin 77 62
N-acetyl-5- 6 a1
hydroxytryptamin

Melatonin 69 5
1-methyl-L-tryptophan 73 46
Uridin 94 47
Alanin 81 58
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Piiloha C: Srovnani jednotlivych Folchovych extrakci (jednoduchéd/dvojndsobna) a vytéznost dvojndsobné
Folchovy extrakce méfené v positivnim modu.

Jednoducha vs. dvojnasobna  VytéZnost dvojnasobné

Standard [%o] extrakce [%]

Adenin 74 62
Arginin 84 64
Asparagin 81 64
Adenosin 76 57
2-deoxyadenosin 78 56
Cytosin 66 83
Uracil 86 65
L-karnitin 105 48
Lauroylkarnitin 55 14
Myristoylkarnitin 85 4

Palmitoylkarnitin 116 2

Acetyl-L-karnitin 83 68
Oktanoylkarnitin 62 52
Dekanoylkarnitin 87 65
ATP 71 63
ADP 84 58
AMP 86 65
GTP 77 69
GDP 83 62
GMP 88 63
CDP DG 18:1 5 5

Acetyl-CoA 88 60
Fenylalanin 91 71
CoA 109 34
Tymin 81 58
Kreatin 83 56
Citrulin 88 48

73



Priloha D: Identifikované metabolity v lidské plazmé. * znaci moznost dalsi izomerni formy

ESI*
Rt m/z [M+H]" Sprdavnost
Metabolit .

[min] Experimentdlni | Teoretické | [ppm] | [mDal
2-hydroxypurin 4.49 137.0461 137.0458 -2.2 -0.3
Terc-butyl karbamat 10.67 118.0863 118.0863 0 0
Manoéza/fruktéza/myoinositol 5.57 181.0727 181.0706 -11.6 -2.1
Kreatinin 2.21 102.0934 102.0920 | -13.7 -1.4
Betain 4.79/5.24 114.0667 114.0667 0 0
Indol 10.67 118.0863 118.0868 4.2 0.5
Nikotinamid 11.62 118.0661 118.0656 -4.2 -0.5
D,L-pipekolova Kkyselina 1.8 123.0561 123.0558 -2.4 -0.3
Methylcystein 2.22 130.0865 130.0868 2.3 0.3
Histidinol/glutamat 2.46 136.0403 136.0432 21.3 2.9
O-acetyl-L-serin 5.06 142.0866 142.098 80.2 11.4
Kyselina 2-aminooctova 13.35 148.0608 148.0609 0.7 0.1
Methionin sufoxid 13.29 160.1334 160.1338 2.2 0.35
Pyridoxin 1.048 166.0541 166.0530 -6.6 -1.1
1-methyl-histidin 3.42 171.0877 171.0895 10.5 1.8
Fosforylcholin 13.46 170.0936 170.0930 -3.8 -0.65
2-Amino-3-methyl-1-butanol 9.31 104.1071 104.1075 3.8 0.4
NG-dimethyl-L-arginin 9.63 104.1072 104.1075 2.9 0.3
Thiamin 14.07 203.1507 203.151 1.5 0.3
1-methyladenosin 7.6 265.1189 265.112 -26.0 -6.9
Folat 3.34 282.1213 282.1202 -3.9 -1.1
Bilirubin 2.44 442.1590 442.148 -24.9 -11
Hypoxantin 1.64 387.3548 387.3626 20.1 7.8
Kyselina o-Ketoisovalerova 4.5 137.0458 137.0463 3.7 0.5
Androstenedion 11.6 117.0586 117.0552 | -29.4 | -3.44
Kyselina glukuronova 4.99 287.2012 287.2011 -0.3 -0.1
Kyselina glykocholova 6.07 195.0514 195.0504 -5.1 -1
Sfingosin-1-fosfat 10.98 464.3022 464.3012 -2.2 -1
Vitamin A 12.48 380.2558 380.2565 1.8 0.7
Kofein 6.32 287.2371 287.2374 1.0 0.3
Methyl — pyridin-3-karboxylat 1.23 193.0740 193.0726 -7.5 -1.45
Dekenoylkarnitin 11.68 138.0562 138.0555 -5.1 -0.7
Dekadienoylkarnitin 8.02 314.2334 314.2331 -1 -0.3
Dodecenoylkarnitin 8.27 312.2175 312.2174 -0.3 -0.1
Hydroxytetradekenoylkarnitin 7.51 342.2668 342.2644 -7.0 2.4
Tetradekadienkarnitin 8.75 386.2977 386.2906 -18.4 -7.1
Propionylkarnitin 7.28 368.2821 368.2800 -5.7 -2.1
Valerylkarnitin / 12.36 218.1396 218.1392 -1.8 -0.4
isovalerylkarnitin 10.47 246.1709 246.1705 -1.6 -0.4
Tiglylkarnitin/ 3 -
megﬂfylm ronylkarnitin 10.59 246.1693 | 246.1710 | 6.9 1.7
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Priloha D: pokracovani ...

. Rt m/z [M+H]J" Sprdvnost
Metabolit .

[min] Experimentdlni | Teoretické | [ppm] | [mDa]
Oktenoylkarnitin 9.67 260.1866 260.1861 -1.9 -0.5
Hexanoylkarnitin 11.22 244.1545 244.1548 1.2 0.3
Galaktéza 1.75 181.0725 181.0723 -1.1 -0.2
Glukéza 1.84 181.0725 181.0723 -1.1 -0.2

EST
Metabolit R't m/z [M-HJ Sprdvnost

[min] Experimentdlni | Teoretické | [ppm] | [mDa]
Kyselina mocova 12.91 167.0188 167.0205 10.2 0.002
Kyselina askorbova 0.73 175.0235 175.0240 2.9 0.5
Kyselina argininojantarova 5.05 289.1250 289.1148 -35.3 -10.2
Hypoxantin 4.49 135.0295 135.0306 8.2 1.1
Laktat 5.69 89.0236 89.0238 23 0.2
Fumarat 13.86 115.0019 115.0031 10.4 1.2
Kyselina maleinova 13.49 115.0023 115.0031 6.9 0.8
Guanidinoacetat 11.62 116.0489 116.0460 -25 -2.9
3-S-methylthiopropionat 16.6 119.0153 119.0116 -31.1 -3.7
Kyselina pyroglutamova 13.35 128.0329 128.0347 14.1 1.8
N-acetyl-L-alanin 13.07 130.0592 130.0504 -67.7 -8.8
Malat 13.87 133.0128 133.0136 6.0 0.8
Karbamoyl-fosfat 6.02 139.9834 139.9740 -67.2 -9.4
Fenylpyruvat 12.68 163.0386 163.0390 2.5 0.4
Kyselina 3-methylfenyloctova 0.63 149.0581 149.0605 16.1 24
Xantin 5.84 151.0248 151.0256 53 0.8
Kyselina hydroxyfenloctova 0.65 151.0376 151.0395 12.6 1.9
Kyselina akonitova 14.24 173.0078 173.0086 4.6 0.8
Kyselina skorbova 0.73 175.0228 175.0242 8 1.4
Pyrofosfat 14.4 176.9340 176.9350 5.7 1
Kyselina homocysteova 1.66 182.0116 182.0123 3.8 0.7
Kyselina 4-pyridoxova 1.05 182.0426 182.0450 13.2 2.4
Kyselina indoakrylova 3.1 186.0551 186.0555 2.2 0.4
Kyselina xanthurenova 5.9 204.0302 204.0296 -2.9 -0.6
Kyselina patothenova 7.85 218.1030 218.1028 -0.9 -0.2
Deoxyuridin 13.22 227.0640 227.0667 11.9 2.7
Celobioza 13.07 341.1068 341.1083 4.4 1.5
Kyselina taurodeoxycholova 2.85 498.2885 498.2889 0.8 0.4
Melibioza 13.08 341.1087 341.1083 -1.2 -0.4
Kyselina urokanova 11.3 137.0351 137.0351 0 0
1-methylxantin 2.88 165.0412 165.0412 0 0
Kyselina indoxylsirova 0.75 212.0016 212.0018 0.7 0.15
Kyselina aminobutanova 13.36 102.0543 102.0555 11.8 1.2
N-acetylglutamova kyselina 10.5 188.0539 188.0558 10.1 1.9
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Priloha D: pokrac¢ovani ...

. Rt m/z [M-HJ Spravnost
Metabolit .
[min] | Experimentilni | Teoretické | [ppm] | [mDa]
Kyselina dokosahexaenova 1.04 327.2368 327.2324 -13.4 -4.4
2-Furoylglycin 13.35 168.0261 168.0296 20.8 3.5
13.09 181.0703 181.0712 5 0.9
. . 12.86 181.0697 181.0712 8.3 1.5
Galactitol / mannitol/* 12.69 181.0689 | 181.0712 | 127 | 23
12.47 181.0700 181.0712 6.6 1.2
Manosa/fruktosa/myoinositol | 13.18 179.0538 179.0549 6.1 1.1
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