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1 CILE PRACE

e \Vypracovani reSerSe na téma: metabolomika, GCxGC-TOF,

5-fluorouracil

® Seznameni se se softwarem pro zpracovani dat z GCxGC-TOF

e Optimalizace metody analyzy buné&ného obsahu touto technikou

® Provedeni a hodnoceni experimentu s fibroblasty inkubovanymi
s 5-fluorouracilem



2 TEORETICKA CAST

2.1 Plynova chromatografie
2.1.1 Zaklady chromatografie

Plynova chromatografie (GC) patfi mezi analytické separacni metody
a slouzi k separaci a identifikaci plynnych a tékavych kapalnych latek. Metoda
je zalozena na rozdéleni latek mezi mobilni a stacionarni fazi. Koncentrace
téchto latek je definovana distribuéni konstantou Ky charakterizovanou rovnici

(1), kde cs a cyjsou koncentrace latek ve stacionarni a mobilni fazi.
C
Kp =" /ey (1)

Proces separace popisuje nékolik veliCin. Retenéni ¢as je doba, kterou
latka urazi kolonou od nastfiku po dosazeni detektoru, mize byt popsan
rovnici (2), kde tyje mrtvy &as, tedy doba, kterou projde latka kolonou, aniz
by se na ni zadrzovala. Redukovany retenéni Cas t'r je doba, kterou latka
stravi ve stacionarni fazi pfi prachodu kolonou. Ddulezitou veli¢inou je i
kapacitni pomér k', ktery udava pomér doby analytu stravené ve stacionarni a
mobilni fazi (rovnice 3). Cim je tedy kapacitni faktor vy$$i, tim déle je latka
zadrzovana ve stacionarni fazi. Pomér kapacitnich faktord dvou latek udava

separacni faktor a (rovnice 4).

tp=tm.tr (2)

T+

_tg— Iy
Eas (3)

k'y  tpa— ty
@ = =
ks trp— tum (4)

V plynové chromatografii je dllezitd hodnota rozliSeni R (rovnice 5).
Udava miru separace dvou slozek. Aby se latka dostate¢né rozdélila, musim
byt jeji R rovno nebo vétsi nez 1,5, pfi této hodnoté jsou piky separovany z
99,7%. Hodnota w, udava Sifku piku pfi zakladné a w, Sifku piku v poloviné

vysSky piku.



[ [
R = 2*( R.2 R.i): 1,18*( R.2 R.i)
Wiy + W Wy 4 + Wy 2 (5)

Cim je kolona u&inné&j$i, tim 1épe od sebe dokaze oddélit slozky smési.
Pfi vy8Si ucinnosti dochazi k mensimu rozmyvani zény separované latky, kdyz
prochazi kolonou, to ma za nasledek i wuz8i pik. Mirou Uuc€innosti
chromatografické kolony je pocet teoretickych pater n (rovnice 6). Teoretické
patro je pomysina &ast kolony, na které dochazi k ustanoveni rovnovahy. Cim

vice ma kolona teoretickych pater, tim je ucinnéjsi.

-

(R oy
n = 5,545 (i) - 16*(—R)
W, Wy, (6)

Kinetiku chromatografické separace popisuje tzv. van Deemterova
rovnice (7). Podle této teorie zpusobuji rozmyvani zény v koloné: vifiva difuze
(A), molekularni difuze (B) a odpor proti pfevodu hmoty (C, pfi¢na difuze).
Hodnota H udava vysku teoretického patra a je dano podilem délky kolony
a poétem teoretickych pater. Hodnota u je linearni rychlost mobilni faze
(Opekar et al., 2003; Clement, 1990; Stulik, 2004; Harold & Miler, 1998).

H=A+Bfu+ﬂ'u (7)

Deemterova kfivka (Obr.1) ukazuje zavislost vysky teoretického patra

(H) na linearni rychlosti mobilni faze (u).

I

A+Bfu+Cu

Cu

Hmin= A+ 2

Uopt = B/C —— u

Obr. 1: Zavislost vySky teoretického patra (H) na linearni rychlosti mobilni faze

(u) (upraveno podle Opekar et al. 2003).

10



2.1.2 Instrumentace

GC se déli na chromatografii v systému plyn—kapalna latka (GLC)
a plyn—-pevna latka (GSC). Mobilni fazi je inertni nosny plyn, napf. helium,
dusik, vodik nebo argon, ktery nese vzorek kolonou, nereaguje s nim
a separacniho procesu se pfimo neucastni. U GLC se separovana latka rozdéli
mezi plynnou a kapalnou fazi na zakladé rozpustnosti. Kapalna faze je
ukotvena na nosiCi, musi byt chemicky stabilni, mit nizkou tenzi par a malou
viskozitu. Jako nosiCe se nejCastéji pouzivaji rizné druhy kifemeliny, silikagel
nebo teflon. Kapalné faze jsou napfiklad polysiloxany, polyestery C¢i
polypropylenglykoly. V pfipadé GSC se analyt separuje na zakladé adsorbce.
Jako sorbenty Ize pouzit aktivni uhli, grafitické saze nebo molekulova sita.

Plynovy chromatograf je slozen z nékolika zakladnich ¢asti (Obr. 2): ze
zasobniku plynné faze, davkovace, kolony a detektoru (Opekar et al., 2003;
Harold & Miler, 1998).

Zdroj nosného

plynu == @@

-
1
i
i

Davkovaé

S

Ridici a
| Termostatovany vyhodnocovaci
prostor zafizeni

Obr. 2: Schéma plynového chromatografu (pfevzato z Opekar et al. 2003).

Davkovani vzorku se provadi mikrostfikackou do nastfikové komurky
opatfené septem. V nastfikové komulrce dochéazi ke zplynéni a pfevodu analytu
na kolonu (Opekar et al., 2003).
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Kolony

V plynové chromatografii se pozivaji 2 typy kolon. Naplriové kolony maji
vnitfni primér 2 az 5 mm a jsou kovové nebo sklenéné. Jsou vyplnény pevnym
adsorbentem nebo nosi¢em s kapalnou fazi a jejich délka se pohybuje od
desitek centimetrd po nékolik metrd. Kapilarni kolony jsou tvofeny kfiemennou
kapilarou o priméru 30-350 um. Jejich délka mGze dosahovat az nékolik
stovek metrd a stacionarni faze je zde rozprostfena na vnitfnich sténach
kapilary (Zyka et al., 1966; Opekar et al., 2003).

Detektory

Mezi nejCastéji pouzivané detektory v plynové chromatografie patfi
tepelné vodivostni detektor (TCD), plamenové ionizacni detektor (FID),

detektor elektronového zachytu (ECD) a hmotnostni spektrometr (MS).

TCD je univerzalni detektor, uvnitf kterého je odporové vlidakno uloZzené
ve vyhfivaném bloku a Zhavené pomoci elektrického proudu (Obr. 3).

V pFfitomnosti analytu dochazi ke zméné elektrického odporu kolem vlakna.

Odporova
vlakna

N
Reference & Vzorek
ﬁ . - ‘_

Obr. 3: Schéma tepelné vodivostniho detektoru (upraveno podle Harold
& Miler, 1998).

FID patfi mezi destruktivni detektory. Soucasti FID je hofak s kysliko-
vodikovym plamenem, jez hofi mezi dvéma elektrodami. Do plamene je
pfivadéna smés z chromatografické kolony a chemionizaéni reakce zpusobuje

vznik nabitych ¢astic, tim dojde ke vzrustu vodivosti prochazejiciho proudu.
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FID detektor poskytuje odezvu zejména na organické latky (latky obsahujici
spalitelny uhlik), naopak skoro zadnou odezvu nemaji latky anorganické.

V pfipadé uhlovodikli je odezva pfimo umérna poctu uhlikd.

Pfi detekci pomoci ECD (Obr. 4) nedochazi k destrukci analyzované
smési jako u plamenové ionizacniho detektoru, spoleCnym znakem vsak je, ze
jsou oba detektory selektivhi. ECD je citlivy pfedevS§im na slouceniny
obsahujici elektronegativni prvek (halogeny). V ECD detektoru dochazi
k ionizaci nosného plynu B zaficem a vznika konstantni proud pomalych
elektronud. Elektronegativni atomy tyto pomalé elektrony vychytavaji a tim se
ionizac¢ni proud snizuje. Snizeni je umérné koncentraci analytu (Opekar et al.,
2003; Harold & Miler, 1998; Haleem et al., 2008).

Vystup? ;e;ig:aé
Katoda || — Vystupni
{ N signal
Anodal | ™
&
—l!lb—l-—

Obr. 4: Schéma detektoru elektronového zachytu (pfevzato z Opekar et al.,
2003).

13



2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné chemicka metoda, diky které
muazeme urcit strukturu a hmotnost molekul a atoml. Tato metoda je zalozena
na ionizaci analyzované latky vedouci ke vzniku fragmentl, které jsou
rozdéleny podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a nasledné detekovany.
Hlavnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator, detektor a vakuovy systém, ktery brani srazkam iontl (Ubik et al.,
1999; Hoffmann & Stroobant, 2007).

2.2.1 lonizace

Proces ionizace probiha v iontovém zdroji a dochazi pfi ném k ionizaci
analyzované latky a pfipadné naslednému rozpadu na fragmenty. lonizaéni
techniky mizeme rozdélit na dvé zakladni. Pfi mékké ionizaci dochazi k mensi
fragmentaci, protoze dodana energie staci pouze na vytvofeni iontu z neutralni
molekuly. Energie pfi tvrdé ionizaci je dostatec¢né velka, aby se z neutralni
molekuly vytvofil ion a aby se vzniklé ionty dale Stépily. Mezi ionizacni techniky
patfi ionizace elektrosprejem, ionizace rychlymi atomy, chemicka ionizace za
atmosférického tlaku, desorpce laserem za ucasti matrice, desorpce polem,
ionizace elektronem a chemicka ionizace. Pro plynovou chromatografii se
pouziva chemicka ionizace, ale hlavné ionizace elektronem. lonizace
elektronem (Obr. 5) je velmi u€inna pro organické slouCeniny a latky v plynné
fazi. Z vyhfivaného vlakna (W nebo Re) se uvolnuji elektrony, které pfedaji
Cast své Kkinetické energie molekuldm analyzované latky za vzniku tzv.
molekularnich iontd. Jelikoz se jedna o tvrdou ionizaéni techniku, je zde
pfebytek energie a molekularni ionty podléhaji dalsi fragmentaci. Chemicka
ionizace se fadi mezi mékké techniky a probiha za snizeného tlaku. Aby
probéhla ionizace, musi byt v iontovém zdroji pfitomen nadbytek reak&niho
plynu, napfiklad methan, amoniak, isobutan nebo voda. Nejprve dojde
k ionizaci reakéniho plynu proudem elektronl, ktery potom ionizuje molekuly
analytu na zakladé iontové molekulovych reakci (Ubik et al., 1999; Hoffmann &
Stroobant, 2007; Churacek et al., 2003).

14



anoda

\\ analyzdtorova
- trubice
vytésnovac{ -—] 1
elektroda — | o) vystupni

_“H l—— &Sté&rbina

/
vstup molekul vzorky
kolmo na primé&tnu j:;?‘iﬂ '
l fokusaéni elementy

katoda

vakuum

Obr. 5: Popis iontového zdroje pfi elektronové ionizaci (pfevzato z Ubik et al.,
1999).

2.2.2 Hmotnostni analyzator

lonty putuji z iontového zdroje a poté je nutno je rozdélit podle poméru
hmotnosti a naboje. Tento proces probiha v analyzatoru iontl. Stejné jako

u ionizace i zde se pouziva nékolik druht analyzatora.

Sektorové pristroje (Obr. 6) patfi mezi starSi detektory a k separaci
vyuzivaji magnetického a elektrického sektoru. Usek, kterym musi ionty
proletét, ma tvar kruhové vyseCe a sily vyvolané elektromagnetickym polem

zpUsobuji, ze ¢astice s riznou hmotnosti opisuji rGzny polomér drahy.

- iontovy zdroj
- magnet

- stérbina

- detektor

=W

Obr. 6: Schéma sektorového analyzatoru (upraveno podle Hoffmann
& Stroobant, 2007).

Kvadrupélovy analyzator (Obr. 7) je tvofen &tyfmi paralelnimi kovovymi
ty¢emi o hyperbolickém prufezu, které jsou pfipojeny ke stejnosmérnému
a vysokofrekvenénimu zdroji napéti. Jakmile se ion dostane mezi tyCe, zaCne
oscilovat diky stfidavému elektrickému poli. TyCe propousti k detektoru ionty
se stabilni oscilaci o vhodném m/z. Pro ostatni ionty funguji ty€e jako tzv. filtr,
zachytavajici ionty s ur€itym m/z, které se dostanou do nestabilni oscilace
(Zyka et al., 1966; Ubik et al., 1999; Hoffmann & Stroobant, 2007).
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k detektoru

tyée kvadrupolu

vystupni otvor

stabilni draha

nestabilni draha
vstupni otvor

Obr. 7: Schéma kvadrupélového analyzatoru (upraveno podle Gates P,
citovano 23.3.2011).

lontova past je v podstaté trojrozmérny kvadrupdl, sklada se ze vstupni
a vystupni kruhové elektrody a ze stiedové prstencové elektrody (Obr. 8).
Pfi separaci iontl se pouziva vysokofrekvenéni napéti s ménici se amplitudou.
Pokud se zvySuje amplituda napéti, dostavaji se do nestabilni drahy ionty
s vy8S8i hodnotou m/z a jsou z iontové pasti vypuzeny k detektoru (Zyka et al.,
1966; Ubik et al., 1999, Hoffmann & Stroobant, 2007).

Stfedové prstecove elekirody

Vstup z iontového

zdroje ~_.,
lonty

A

e ——)p K detektoru

Wystupni
Wstupni koncova
koncova elekiroda elekiroda

Obr. 8: Schéma iontové pasti (upraveno podle Gates P., citovano 23.3.2011).
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V pfipadé praletového analyzatoru (time of flight, TOF) je m/z iontu
stanoveno pomoci doby doletu od iontového zdroje k detektoru. VSechny ionty
maji stejnou kinetickou energii charakterizovanou rovnici (8). lonty jsou
akcelerovany elektrickym polem a ty s menSi hodnotou m/z se pohybuji
praletovou trubici rychleji a k detektoru dorazi dfive (Zyka et al., 1966; Ubik et
al., 1999; Hoffmann & Stroobant, 2007; Weckwerth & Motgenthal, 2005).

Epin = Lfpmv? (8)

17



2.3 Komprehenzivni dvoudimenzionalni chromatografie (GCxGC)
2.3.1 Instrumentace

Komprehenzivni dvoudimenzionalni chromatografie (GCxGC) umoznuje
analyzu komplexnich vzork(. V hlavni picce GCxGC se nachazeji dvé kolony
s riznou separacni selektivitou (Obr. 9). Prvni kolona je obvykle delSi
a nepolarni, separace probiha na zakladé bodu varu, druha kolona je obvykle
kratka a polarni, separuje latky na zakladé polarity. Obé& kolony jsou spojeny
tzv. modulatorem, ktery pousti studené a teplé pulzy plynu (vzduch, dusik)
a tim nejdfive zachycuje eluent v prvni dimenzi a nasledné jej pousti do
dimenze druhé (Adahchour, 2006).

Injektor Detektor
]
Sekundarni
| picka
Kolona
2. dimenze
[ 1]
| I .
: Hlavni
\ picka
‘ Modulator

Kolona 1. dimenze

Obr. 9: Schéma GCxGC.

2.3.2 GCxGC-TOFMS

Pro GCxGC je nejvhodnéjSim detektorem TOF. Diky kryofokusaci
na modulatoru dochazi k velmi rychlému uvolfiovani eluentu ze sekundarni
kolony a je tedy zapotfebi rychly sbér dat (alespori 50 Hz). TOF je
v souCasnosti jediny analyzator, ktery je schopen tuto podminku uspokojivé
splnit. Spojeni téchto dvou technik pfind8i znaéné vyhody pfi analyze: zvySeni
poméru signal/Sum, selektivni a citlivé uréeni velkého mnozstvi latek bé&éhem
jediné analyzy komplexniho vzorku (metabolity rostlin, mikroorganismu, savcd,
atd.) (Wang et al., 2010).
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2.3.3 Vznik contour plotu a vyuziti GCxGC-TOF

Vysledkem analyzy je dvourozmérny vrstevnicovy diagram, tzv. contour
plot. Specialni software zpracovava surova data nasledujicim zplUsobem:
nejprve spocita zakladni linii, signal dekonvoluuje, vytvofi jednotlivé piky
v prvni dimenzi, které pak kombinuje — vznika 2D chromatogram, jehoZz osy X
a Y pfredstavuji retencni ¢asy na prvni a druhé koloné a na osu Z je nanesena
intenzita. Tento 2D chromatogram je pfeveden do podoby contour plotu.
Nasleduje pocitani charakteristik pikl (plocha...) a spektralni identifikace dle
knihovny spekter (Adahchour, 2006).

Metoda GCxGC-TOF se vyuziva pfi analyze metabolitd télnich tekutin,
identifikace biomarker(, zjistovani anabolik v téle, diagnostice dédi¢nych
metabolickych poruch atd. (Kouremenos, 2010, Wojtowicz, 2010, Mitrevski,
2010). Ve srovnani s metodou GC-TOF se rozsifil rozsah detekovatelnych
latek z 538 na vice nez 1200 (Oldiges, 2007).
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2.4 5-Fluorouracil

5-Fluorouracil (5FU) je Iék odvozeny od pyrimidinu (Obr. 10), byl
syntetizovan Charlesem Heidelbergerem v roce 1957 a pouziva se k lé€eni
rakovinnych onemocnéni. Jako mnoho protinadorovych léki ma 5-FU Siroky
ucinek, ale nejvétsi dopad ma na rychle se délici bunky, kterym ztéZuje
syntézu jejich nukleotidu. Patfi do skupiny antimetabolik a pfi 1é¢bé je Casto
podavan spoleéné s leukovorinem, ktery zvySuje jeho aktivitu. U&innou latkou
leukovorinu je kyselina folinova, derivat kyseliny listové. Radou reakci

zastavuje leukovorin opravu a tvorbu nukleovych kyselin.

H
N @)
hd
| NH
F
O

Obr. 10: Struktura 5-fluorouracilu.

2.4.1 Metabolismus 5FU

Typicky se 5FU projevuje jako inhibitor thymidylatsynthasy (Obr. 11).
Pokud prerusi reakci tohoto enzymu, blokuje tim syntézu thymidinu, ktery je
dulezitym prvkem pfi replikaci DNA. Thymidylatsyntasa methyluje deoxyuridin
monofosfat (dUMP) na thymidin monofosfat (dTMP). V dasledku nedostatku
dTMP dochazi u rychle se délicich rakovinnych bunék k buné&né smrti a smrti
z nedostatku thymidinu. Tato latka je typicka pro S-fazi bunééného cyklu
(Longley et al., 2003).

5-Fluorouracil inhibuje syntézu jak DNA, tak i RNA. V pfipadé DNA
zablokuje methylaci kyseliny deoxyuridilové na kyselinu thymidylovou. PFi
syntéze RNA se do jeji struktury zabudovava 5-fluorodeoxyuridil monofosfat
jako faleSny prekurzor.

Metabolicka aktivita 5FU uvnitf bunky vede ke vzniku mnoha rlznych

metabolitd a mnohé z nich maji v burice vyrazné rozdilné ucinky. Zakladni
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kroky aktivace zahrnuji ribosylaci a fosforylaci. 5FU muze byt pfeménén
na fluorouridin (FUrd) nebo fluorodeoxyuridin (FdUrd) pomoci uridinfosforylasy
nebo thymidinfosforylasy. Tyto reakce produkuji substraty pro intracelularni
kinasy (uridinkinasy nebo thymidinkinasy), které katalyzuji pfemé&nu nukleosidu
na nukleotidy. Substraty mohou byt napfiklad fluorouridintrifosfat (FUTP) nebo
fluorodeoxyuridintrifosfat (FAUTP), které mohou byt vyuzity RNA nebo DNA
polymerasou a dojde k faleSnému zaclenéni fluoropyrimidinu. Kromé toho
maGze byt 5-fluorouridindifosfat (5UDP) pfeménen na 5-fluorodeoxyuridin-
difosfat (FAUDP) diky ribonukleotidreduktase.

Jina cesta 5FU zahrnuje pfevod 5-fluorouracilu na fluorouridintrifosfat
(FUMP) za pomoci orotatfosforibosyltransferasy (OPRT). Béhem této cesty se
vytvari meziprodukt, ktery by mohl byt za¢lenén do DNA nebo RNA, nebo by se
mohl pfeménit na fluorodeoxyuridinmonofosfat (FAUMP), jez je inhibitorem
thymidylatsynthasy (Mader, 1998).

Thymidylat synthasa

L5

dUMP > dTMP —> dTDP —> dTTP —> DNA

inhibice Uracil DNA-
glykosylasa

FdUrd — FdUMP —> FdUDP — FdUTP — FU-DNA

Thymidin
fosforylasa

5.FU Orott fosforibosyl Ribonukleotid

w reduktasa

Uridin FUd — FUMP — FUDP — FUTP — FU-RNA

fosforylasa
Ud — UMP — UDP — UTP — RNA

Obr. 11: Metabolismus 5-fluorouracilu (upraveno podle Mader, 1998).
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2.5 Fibroblasty

Fibroblasty jsou nejbéznéjsi a nejméné specializované bunky vazivoveé
tkané a jsou rozptyleny v rlznych cCastech téla. Jsou §tihlé, vietenovité az
hvézdicovité. Jejich bunécné jadro je ploché a ovalné a obsahuje jedno nebo
dvé jadérka. Pro aktivni fibroblasty je charakteristické velké mnozZstvi hrubého
endoplasmatického retikula. Jejich funkci je udrzovani tkanové homeostazy
a produkce extracelularni matrix v podobé tropokolagenu, coz je zakladni
jednotka kolagenu. Fibroblasty jsou také dulezitou slozkou pfi hojeni ran. P¥i
poSkozeni tkané migruji na misto poskozeni, kde vkladaji novy kolagen
a usnadnuji proces hojeni. Jelikoz jsou fibroblasty nejméné specializované,
mohou se za urcitych podminek pfeméfiovat na jiné bunky pojivové tkané,
napfiklad na buriky chrupavky (chondrocyty), buriky kostni tkané (osteoblasty)

nebo na svalové bunky hladké svaloviny (Enenstein J. & Furcht L. T., 1984).
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2.6 Metabolomika
2.6.1 Metabolismus

Metabolismus je dé&j, nezbytny pro zivot organismu a zahrnuje pfijimani
dulezitych latek z okoli, pfeménu téchto latek na jiné dulezité latky a vyuziti
uvolnéné energie k dalSim proceslim a nakonec uvolnéni odpadnich latek zpét
do okoli. Metabolismus mizeme rozdélit na dva zakladni déje: anabolismus
a katabolismus. Tyto déje jsou protichGdné, ale vzajemné se dopliuji.
Katabolismus zahrnuje degradacni procesy, pfi kterych dochazi k rozkladu
energie. Uvolnéna energie se uklada ve formé ATP (syntetizovaného z ADP
a fosfatu) nebo NADPH (vzniklého redukci NADP®). P¥i anabolismu naopak
Jako metabolity jsou oznalovany produkty, meziprodukty a reakéni slozky
metabolismu (Voet & Voetova, 1995). Metabolity se od sebe li§i chemickymi

a fyzikalnimi vlastnostmi (Tab. 1).

Tab. 1: Déleni metabolitd podle chemické struktury (upraveno podle Terabe et
al., 2001)

Chemicka trida Typické priklady

Aminokyseliny, aminy L-glutamat, L-aspartat
Karboxylové kyseliny k. pyrohroznova, k. 2-oxoglutarova
Alkoholy glycerol

Aldehydy acetaldehyd, formaldehyd
Fosfatové estery, nukleotidy D-glukosa-1-fosfat

Nukleové kys. a pfibuzné slou¢eniny ATP, ADP

Sacharidy D-glukosa, D-fruktosa
Lipidy, steroidy a mastné kyseliny estron, cholesterol
Vitaminy a koenzymy NAD", NADH
Anorganické ionty Fosfore€nany, dusitany

Metabolismus lze také rozdélit na primarni a sekundarni. Primarni
metabolismus pfedstavuje zakladni chemické déje v organismu, které jsou
nezbytné pro zivot (dodavani energie a stavebnich latek). Jsou to napfiklad

fotosyntéza, glykolyza nebo respiracni fetézec. Pro sekundarni metabolismus
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je charakteristické, ze sekundarni metabolity se neucastni rustu a vyvoje
organismu (Vodrazka, 2007).

2.6.2 Metabolom

Metabolomika je védni obor zabyvajici se studiem celkového souboru
nizkomolekularnich metabolitd pfitomnych v bunce nebo organismu. Tyto
metabolity se Uc€astni metabolickych reakci potfebnych pro rust, udrzovani
aktivity a normalnich funkci. Kompletni soubor vSech metabolitd bunky
v daném okamziku se nazyva metabolom (Dunn et al., 2005). Zmény
v metabolomu jsou odpovédi na genetické zmény, nemoci nebo vlivy Zivotniho
prostfedi. Metabolomika muze byt povazovana za zavére¢ny bod ,6mické
pyramidy" (Obr. 12). Genomika se zabyva analyzou kompletniho genomu za
ucelem zjisténi funkci jednotlivych genu. VétsSina funk&nich genomickych studii
je v soulasnosti zaloZzena na analyze genové exprese (transkriptomika)

a detailni analyze proteint (proteomika) (Dettmer & Hammock, 2004).

DNA » Genomika |

RNA » Transkriptomika |

[Protein |« » Proteomika | Roit(?;(;'g:ﬁgfka

Metabolit Metabolomika |

Bioinformatika

Obr. 12: Pfehled post-genomickych véd (upraveno podle Tomita & Nishioka,
2005).
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2.6.3 Metody studia metabolomu

Studium metabolomu zahrnuje analyzu velkého mnozstvi chemickych
latek. Od nizkomolekularnich tékavych polarnich latek jako ethanol az
po vysokomolekularni polarni glykosidy, nepolarni lipidy a anorganické latky.
Koncentrace metabolitd se také mohou liSit a to az o devét fadd (pikomolarni
az milimolarni). Metabolomika zahrnuje analyzu celého metabolomu avsak
analyza vSech slozek by byla ¢asové i finanéné& naro¢na, a proto se Casto
provadi analyzy pouze &asti metabolomu. Mezi tyto postupy patfi - metabolické
profilovani, metabolicky footprinting, metabolicky fingerprinting a cilena

analyza metabolitu.

Metabolické profilovani zahrnuje identifikaci a kvantifikaci metabolitu,
které maji podobné chemické slozeni nebo podobné metabolické drahy a pfed

detekci se nejCastéji pouziva chromatograficka separace.

Metabolicky footprinting se zabyva analyzou extracelularnich metabolitu.

Metabolicky fingerprinting zahrnuje celkovou metodu, pfi niz dochazi
ke klasifikaci vzorku diky porovnavani vzork( metabolitdl nebo "otisk(l prstd”
z MS nebo nuklearni magnetické rezonance, které se méni pfi reakci na
nemoc, zmény zivotniho prostfedi nebo genetické odchylky. Pfi této metodé se

neprovadi identifikace ani kvantifikace.

Cilena analyza metabolitl se zabyva kvantitativnim stanovenim jednoho

nebo vice metabolitl souvisejicich s konkrétni metabolickou drahou.

Cilem metabonomiky je kvantitativni méfeni dynamické metabolické
odpovédi organismu na patofyziologické podnéty nebo genetické modifikace
zkoumanim jeho tkani nebo télnich tekutin (Dunn et al., 2005; Dettmer &
Hammock, 2004).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Instrumentace a material
3.1.1 Instrumentace
GCxGC-TOF

Pro analyzy byl pouzit systém Pegasus 4D, ktery se skladal z plynového
chromatografu Agilent 7890 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA), systému
MPS2/CIS4/ALEX (Gerstel, Milheim an der Ruhr, Némecko) a Pegasus HT
hmotnostniho spektrometru (LECO Co., St. Joseph, USA). GCxGC systém byl
umoznén dvoustupfiovym Ctyftryskovym modulatorem a sekundarni peci, oboje
vestavéné do primarni pece. Stlaeny vzduch byl pouzit jak pro horké i studené
pulzy. Pro horky pulz byl vzduch ohfivan teplotou modulatoru a pro studeny
pulz prochazel vzduch nejprve filtrem, aby se odstranila pfebyte¢na vihkost

a nasledné byl ochlazovan imerzné (-80 °C).

Jako kolona pro prvni dimenzi byla pouzita BPX-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 ym) a kolona pro druhou dimenzi BPX-50 (2,0 m x 0,1 mm x 0,1 ym, obé
SGE, Ringwood, Australie). Pro spojeni kolon byla pouzita spojka SilTite Mini
Union (SGE, Ringwood, Australie). Spojeni bylo uskute¢néno mezi

modulatorem a sekundarni peci, modulace tedy probihala na primarni koloné.

Program primarni pece byl nasledujici: 60 °C (1,5 min), 15 °C/min,
300 °C (2,5 min).

Program sekundarni pece kopiroval primarni s offsetem +10 °C,
program modulatoru s offsetem +30 °C. Modula¢ni perioda 3 s (s hot pulzem
0,6 s).

Jako nosny plyn bylo pouzito helium (99,999 %, Messer, CR) v rezimu
korigovaného konstantniho prutoku 1 ml/min. Byl pouzit CIS4 programovatelny
nastfik (splitless 1ul, 1 min): 40 °C, 10 °C/min, 250 °C (1,5 min), 10 °C/min,
300 °C (3 min).

lonizace TOFMS probihala v rezimu elektronové ionizace (-70 eV),

s teplotou iontového zdroje 250 °C, teplota transferové linie byla také 250 °C.
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Bylo snimano hmotové rozmezi m/z 35-550 pfi rychlosti 100 Hz. Napéti
na detektoru bylo —1 500 V, solvent delay 300 s.

Software ChromaTOF 4.33 (LECO Co., St. Joseph, USA) byl pouZzit pro
ovladani systému a sbér a zpracovani dat (vypoclet baseline, TruePEAK
dekonvoluce signalu, automaticka detekce pikl a jejich kombinace, identifikace
na zakladé knihovny spekter, vypocet plochy piku, export dat). Pro ovladani
systému Gerstel (MPS2 Dual Rail: pfiprava vzorku a autosampler; CIS4: PTV
injektor s Peltiereovym chlazenim; ALEX: automaticky systém vymeény liner()
byl uzit software Maestro 1.3 (Gerstel, Milheim an der Ruhr, Némecko). Pro
statistické zpracovani vysledkd byl pouzit program Statistica 7.0

(www.statsoft.cz).

3.1.2 Biologicky material

Lidské kozni fibroblasty byly ziskany od dobrovolnych darcu

Z laboratore.

3.1.3 Pouzité chemikalie

Chloroform (99,9%), siran sodny (99%), methylchloroformiat (99%),
Dulbecco’s modified eggle’s medium (DMEM), trypsin/EDTA (10x), antibiotikum
amfotericin B a standardy methylester0 mastnych kyselin (C6-C24) byly
zakoupeny u SIGMA ALDRICH (USA). Hydroxid sodny (99,9%) byl zakoupen
u firmy Kulich HK, pyridin (99,5%) u firmy LOBA CHEMIE, fetalni hovézi sérum
u firmy PANBiotech (Némecko), fyziologicky roztok u firmy Braun (Némecko),
5-fluorouracil (250 mg v5 ml) ufirmy EBEWE Pharma a standard smési

aminokyselin EZ:faast u firmy Phenomenex.

3.1.4 Ptiprava koznich fibroblastt
Kultivace

Fibroblasty byly kultivovany v médiu DMEM, které obsahovalo 10 %
fetalniho hovéziho séra a 0,1 % antibiotika amfotericin B. Burfiky byly
kultivovany v inkubatoru (37 °C, 5% CO,). Po narlstu dostate¢ného mnozstvi
bunék (celkem 18 lahvi¢ek, 85% konfluence) byly buriky inkubovany v . médiu s

obsahem 5-fluorouracilu o koncentraci 50 ymol/l po dobu 6, 24 a 48 h.
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Sklizeni a extrakce

Ke sklizeni byla pouzita technika quenchingu. Kultivaéni nadobka byla
vyndana z inkubatoru a proplachnuta 20 ml quenchovaciho roztoku (60%
methanol, —=50°C) pomoci stfikalky se zahnutou jehlou. Na&adobka byla
oklepana dikladné o gazu a byl pfidan 1 ml 80% roztoku methanolu. Roztok
fibroblastd byl seSkraban Skrabkou a pfenesen do centrifugacni zkumavky.
Poté byl pfidam opét 1 ml 80% methanolu a cely proces se zopakoval. Extrakt
byl centrifugovan (5 min, 3000 rpm), supernatant byl pfelit do €isté zkumavky,

zlyofilizovan a uloZzen do mraziciho boxu (=50 °C).

3.1.5 Derivatizace

Pouzitou derivatizaéni technikou byla nepfima alkylace pomoci
methylchloroformiatu (MCF) v prostiedi NaOH za katalyzy pyridinem. Zvolena
technika prevadi karboxylovou skupinu na methylester a aminoskupinu na
N-methylkarbamaty.

Ke 100 pl standardu smési aminokyselin EZ:faast (200 nmol/l) nebo ke
zlyofilizovanému extraktu bunék v centrifuga¢ni zkumavce bylo pfidano 200 pl
NaOH (1 mol/l) a 200 yl methanolu, poté bylo pfidano 50 ul interniho standardu
norvalinu (200 nmol/l) a 50 pl pyridinu. Smés byla vortexovana (1 min)
a sonifikovana (1 min). Vzorek byl pfeveden do sklenéné derivatizadni
zkumavky, bylo pfidano 40 yl MCF a opét vortexovano. Pfidavek MCF
a vortexovani byly jesté jednou zopakovany. Poté bylo pfidano 200 pl
chloroformu pro extrakci derivatizovanych latek, vortexovano a nakonec
pfidano 200 ul roztoku NaHCO; (50 mmol/l) pro odstranéni nezreagovaného
MCF a opét vortexovano. Ve zkumavce se vytvorfily 2 vrstvy, horni vodna
vrstva byla odstranéna. Chloroformovy extrakt obsahujici derivatizované
analyty byl vysuSen pomoci bezvodého Na,SO, a pfeveden do vialky

s inzertem.
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3.2 Vysledky
3.2.1 Zjisténi retencnich indexu

Pro srovnani retenénich indexd byla pouzita standardni smés
methylesterd mastnych kyselin (FAME). Retenéni indexy FAME byly spoéteny
dle Kovatsovy fady n-alkana (Tab. 2).

Tab. 2: Latky pouzivané jako reten¢ni standardy (methylestery mastnych

kyselin).
N Mr Retencéni ¢as v 1. RI
a 2. dimenzi (s)

Kyselina kapronova (C6:0) 130,2 344; 2,140 1007
Kyselina kaprylova (C8:0) 158,1 476; 2,150 1150
Kyselina kaprinova (C10:0) 186,3 596; 2,150 1326
Kyselina laurova (C12:0) 214.,4 700; 2,160 1521
Kyselina myristova (C14:0) 242.4 796; 2,170 1731
Kyselina palmitova (C16:0) 270,5 880; 2,190 1938
Kyselina stearova (C18:0) 298,0 952: 2,240 2142
Kyselina arachova (C20:0) 326,6 1024; 2,290 2261
Kyselina behenové (C22:0) 354,6 1088; 2,520 2358
Kyselina lignocerova (C24:0) 382,0 1160; 2,940 2454

Na Obr. 13 jsou ukadzana mozna zobrazeni chromatogramu standardni

smési FAME pro m/z 74, coz je charakteristicka hmota pro tyto kyseliny.
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Obr. 13: 1D modulovany chromatogram (A), cotour plot (B) a 3D zobrazeni

contour plotu (C); zobrazeno m/z 74
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3.2.2 Vytvofeni reference

Soucasti experimentalni ¢asti bylo vytvoreni tzv. reference (softwarovy
nastroj v programu ChromaTOF). Reference byla vytvofena ze standardu
smési aminokyselin EZ:faast (Tab. 3) a obsahovala informace napf. o retecnich
Casech 1. a 2. dimenze, reten¢nich indexech, charakteristickych hmotach
jednotlivych latek. Dale byly do reference pfidany dalSi latky vyskytujici se

v bunécném extraktu (napf. organické kyseliny).

Tab. 3: Nékteré z pouzitych aminokyselin (standart EZ:faast)

Unique
Nazev RT 1, 2 [s] RI Mr BP P2 P3
Mass
Alanin MCF 476; 2,44 1142 102 161 102 42/65 59/63
Fenylalanin MCF 796; 2,68 1720 42 237 42 91/65 59/57

Kyselina glutamova
732; 2,54 1578 114 233 114 59/76 42/70

MCF

Asparagin MCF 636; 2,64 1390 127 262 42  127/75 56/72
Valin MCF 556; 2,38 1255 130 189 130 42/88 59/82
Histidin MCF 940; 3,00 2088 59 227 59 81/76 42/73
Kyselina

784; 2,51 1693 114 247 114  55/70 59/69
aminoadipova MCF

Kyselina

aminoisomaselna 564; 2,40 1268 88 175 88 44/51 56/41
MCF

Cystin MCF 1116; 0,15 2397 160 398 42 59/99 160/87

Hydroxyprolin MCF 744; 2,71 1604 144 203 144 41/56 59/47

Sarkosin MCF 504; 2,39 1179 102 161 102 42/78 59/49

Ornitin MCF 884, 2,71 1937 128 262 128 42/51 59/51

*RT 1, 2 - retencni €asy 1. a 2. dimenze; unique mass — charakteristicka hmota; BS —
base peak (pik s nejvétsi intenzitou ve spektru); P2 - intenzita (% BP); P3 intenzita (%
BP)

31



3.2.3 Analyza extraktu fibroblastu

V extraktech fibroblastd (Obr. 14) byly metabolity automaticky
identifikovany a kvantifikovany na zakladé vytvorené reference.

Celkem bylo metodou GCxGC detekovano 393-451 latek (S/N > 50).
VétSina z téchto latek byly metabolity z fibroblastid, ovSem nékteré byly
napfiklad vedlejSi produkty derivatizace, zbytky rozpoustédla nebo bleed kolon

(latky uvolhované permanentné z kolony, napf. siloxany), pocCet latek

detekovanych v blanku se pohyboval v rozmezi 80-114.

Obr. 14: Contour plot zobrazujici realnou analyzu extraktu fibroblastu.

3.2.4 Statistické zpracovani

Ke statistickému vyhodnoceni vlivu 5FU na fibroblasty bylo vybrano 77
latek, u nichz byla znama identita a které byly pfitomny ve vSech
analyzovanych vzorcich. Shoda téchto latek s knihovnou NIST byla nad 80 %.
Vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA,
principal component analysis). Na obrazcich je mozné pozorovat projekci
pfipadd (Obr. 15) a proménnych (Obr. 16) do komponentni roviny 1-3 pro
kontroly a vzorky inkubované s5FU. Data byla Ffadkové centrovana

a normalizovana, celkové procento variability bylo 91%.
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Obr. 15: Projekce pfipadt do komponentni roviny (KO - kontrola)

Béhem inkubace fibroblastl s 5-fluorouracilem se hladiny nékterych

latek zvySily a nékteré hladiny naopak poklesly. Do grafa (Obr. 17, 18)

znazoriujicich pokles a

narudst

hladin

bylo vybrano

nékolik prFikladu

s jednoznacnym trendem. Grafy udavaji relativni zménu hladin metabolitd

vzhledem ke kontrolam.
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Obr. 16: Projekce promé&nnych do komponentni roviny, identifikace latek, které

nesou hlavni rozdily.
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Obr. 17: Vybrané metabolity, u kterych se zvySovala jejich hladina béhem
inkubace s 5FU.
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Obr. 18: Vybrané metabolity, u kterych se sniZzovala jejich hladina béhem
inkubace s 5FU.
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3.3 Diskuze

Nejdfive bylo nutno zjistit retenéni indexy, které by slouzily k porovnani.
Pro srovnani reten€nich indexd byla analyzovana standardni smés FAME, z niz
byly spocteny reten¢ni indexy podle Kovatsovy Fady n-alkant. Tyto latky byly
vybrany také proto, Ze se po zvolené derivatizaci v analyzovanych buné&énych
extraktech nachazeji pfirozené, neni nutno je pfidavat.

Soucéasti prace bylo také vytvofeni reference ze standardu smési
aminokyselin, jejiz udaje byly potfebné pro vyhodnoceni, vétSina takto
derivatizovanych aminokyselin se totiz v NIST databazi MS spekter nenachazi.

Cilem této prace bylo zjisténi zmén hladin metabolitd v bunééném extraktu
fibroblastl. Fibroblasty byly kultivovany s 5-fluorouracilem po dobu 6, 24
a48 h. Vysledny extrakt byl Iyofilizovan a derivatizovan pomoci
methylchloroformiatu. Vzorky byly poté analyzovany pomoci GCxGC s TOFMS
detektorem. Primérné bylo v extraktech pfitomno 393-451 latek, z nichz 77
bylo zahrnuto do statistického vyhodnoceni PCA analyzou. Tyto latky byly
porovnavany s latkami v knihovné NIST a shoda téchto latek byla vyS$Si nez
80 %. 5-Fluorouracil nezpusoboval viditelné zmény ve struktufe nebo poctu
fibroblastl, nedochazelo tedy k uhynu bunék a ani se neménil jejich tvar.
Pfesto se podafilo pfi vyhodnoceni dat odliSit vzorky kontrol od vzork(
s 5-fluorouracilem, diky zméné hladin metabolitll ve vzorcich. U nékterych
metabolitd dochazelo ke zvySeni hladiny (napf. fumarat, k. adipova a k.
kapronova) a u nékterych dochazelo naopak k jejich snizeni (napf. serin,

alanin, prolin).
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4 ZAVER

V teoretické Casti této bakalarské prace byla zpracovana reSerSe na téma
metabolomika, 5-fluorouracil a fibroblasty. Také zde byla popsana metoda
dvoudimenzionalni plynové chromatografie jako jedna z metod pouzivanych

v metabolomice.

V ramci experimentalni ¢asti byl zjiStovan vliv 5-fluorouracilu na kozni
fibroblasty. Nejdfive bylo nutné spocitat retenéni indexy methylesteru
mastnych kyselin a nasledné vytvofit referenci ze standardu aminokyselin.
Analyza extraktd fibroblastd byla provedena metodou GCxGC-TOF. Celkem
bylo detekovano az 451 latek, pro statistickou analyzu bylo vybrano 77 latek.
Bylo zjisténo, Ze nékteré metabolity se vlivem 5FU zvySovaly (fumarat, k.
kapronova), nékteré naopak sniZzovaly (serin, alanin). Na buné&nych kulturach
v8ak nebyly porovany viditelné uc€inky tohoto cytostatika (bufky neumiraly,

jejich tvar se neménil).

Cilem dalsi prace bude identifikovat neznamé latky vyskytujici se
v extraktu fibroblastd a zahrnout je do dalSiho statistického zpracovani. Dale
bude nutnd validace metody za ucelem zjisténi pFfesnych koncentraci

jednotlivych metabolitl.
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5 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-FU 5-Fluorouracil

SUDP 5-Fluorouridindifosfat

ADP Adenosin-5"-difosfat

ATP Adenosin-5"-trifosfat

DMEM Dulbecco’s modified eggle’s medium

dUMP 2’-deoxyuridin-5"-monofosfat

dTMP 2’-deoxythymidin-5"-monofosfat

ECD Detektor elektronového zachytu

FAME Methylestery mastnych kyselin

FdUDP 5-Fluorodeoxyuridindifosfat

FAUMP Fluorodeoxyuridinmonofosfat

FdUrd Fluorodeoxyuridin

FAUTP Fluorodeoxyuridintrifosfat

FID Plamenové ionizaéni detektor

FUMP Fluorouridintrifosfat

FUrd Fluorouridin

FUTP Fluorouridintrifosfat

GC Plynova chromatografie

GCxGC Komprehenzivni dvoudimenzionalni chromatografie
GLC Plynova chromatografie s kapalnou stacionarni fazi
GSC Plynova chromatografie s pevnou stacionarni fazi
MCF Methylchloroformiat

MS Hmotnostni spektrometrie

NAD" B-nikotinamidadenindinukleotid, oxidovana forma
NADH B-nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma
NADP* B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP+), oxidovana forma
NADPH B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma
OPRT Orotatfosforibosyltransferasy

PCA Principal component analysis = analyza hlavnich komponent
TCD Tepelné vodivostni detektor

TOF Prlletovy analyzator
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