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Dnesni osnova

ANALYZA LIPIDU A SACHARIDU

— charakteristika a pfiprava vzorku

— plynova chromatografie (GC)

— vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

— hmotnostni spektrometrie (MS)

— nuklearni magneticka rezonance (NMR)

— vizualizace lipidu a sacharidu

— enzymoveé aktivity a inhibitory (analyza proteinu a genu)
— glykomika a lipidomika (metabolomika)
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Co jsou lipidy a sacharidy?

Jaka je jejich funkce v embryogenezi?
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Lipidy

—fosfolipidy, diacylglycerol (DAG), triacylglyceridy (TAG),
fosfatidylinositol fosfaty (PIPs), sfingolipidy, mastne
kyseliny, eikosanoidy, steroly (cholesterol, hormony)

—extra-, intracelularni, seroveé > vyber vhodne metody a
pripravy vzorku (derivatizace)

—chromatografické metody (GC, HPLC), hmotnostni
spektrometrie, enzymatické aktivity a komponenty
metabolismu lipidu (biochemie, genova exprese -
fosfolipazy, COX, LOX apod.), vizualizacni techniky
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Sacharidy

—monosacharidy (fruktoza, glukoza, galakt6za), disacharidy
(laktéza, maltdza, sacharoza), oligosacharidy a
polysacharidy (Skroby, dextriny, glykogen)

—rozpustne ve vode, malo teplotne stabilni, nemaji
vlastnosti vhodné pro emisi fluorescence

—redukujici sacharidy (sachar6za) mohou fungovat jako
redukcni Cinidla
—chromatografické metody (GC, LC), spektrometrie
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Chromatografie

—fyzikalné-chemické separacni a analytické metody
—rozdéleni analytu mezi stacionarni a mobilni fazi

—rozdilné analyty maji raznou afinitu ke stacionarni fazi,
jsou ruzné distribuovany mezi fazemi a zadrzovany v
separacni kolone po rozdilnou dobu

— kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni
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Rozdeéleni chromatografickych metod

— typ mobilni faze (plynova, kapalinova)

— princip separace (adsorpcCni, iontové vyméenna, gelova, rozdélovaci,
afinitni)

— usporadani (kolonova/sloupcova, kapilarni, ploSna/planarni)

— ucel (analyticka, preparacni)

Tenkovrstva (TLC)

Papirova (PC) pevna kapalina adsorpce

kapalina (GLC) v adsorpce, rozdéleni,
pevna (GSC) Py bod varu

adsorpce,
absorpce/rozdéleni,

Plynova (GC)

Vysokoucinna kapalinova

(HPLC) pevna SRelg molekulova hmotnost,
iontovy naboj (ionex)
Superkriticka fluidni . kapa"”"?‘." . .
pevna superkritickém stavu  adsorpce, rozdéleni

SRS (kapalny CO,)



Rozdéleni chromatografickych metod

— typ mobilni faze (plynova, kapalinova)

— princip separace (adsorpcCni, iontové vyméenna, gelova, rozdélovaci,
afinitni)

— usporadani (kolonova/sloupcova, kapilarni, ploSna/planarni)

— ucCel (analyticka, preparacni)

A. Planar chromatography Mobile phase
A
]

Stationary phase

B. Liquid chromatography Liquid mobile phase

Stationary phase

C. Gas chromatography
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Princip chromatografie

— mobilni faze (eluent) nese analyty chromatografickym systémem

— analyty nesené mobilni fazi interaguji se stacionarni fazi (sorbentem)

3

100% A

A.Linear gradient elution
Component 1 and 2 are eluted
between 0%~x% buffer B

y%
x%

0%

Component 3 is eluted between
x%~y% buffer B

Component 4, 5, and 6 are eluted

between y%—-100% buffer B

4+5+6

B. Stepwise gradient elution is designed
based on the figure A given the component 3 is
of interest.

0%

First step: Component 1 and 2 are eluted simultaneously
with x% buffer B.

Second Step: The component 3,as the component of
interest, is eluted with y% buffer B.

100% |

y%

11

Third Step: 4, 5 and 6 are eluted with 100% buffer B.

C. A segmented gradient is used when some
components need to be further separated.
The gradient is shallowed after reaching y%

to increase the resolution between component
4,5, and 6.
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Princip chromatografie

— peaky, frakce
— retencni Cas
— vnitrni nebo vngjSi standardy

A
: | kvantifikace
GJ .
® peak width / ints =
] / at half height Datapoints [
@ o peak heightt
e spectrum
| ﬂ peak area
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. ) :\ baseline N ¥ A
peak width . <
t tlR \ Retention time
kvalitativni technologynetworks.com I\ll U I\I I
12 Bi1130 - Analyza lipidQi a sacharid(i analyza S C :[



Chromatografie - detektory

— UV-VIS spektrofotometry

— fluorimetry

— refraktometry

— coulometry (elektricky naboj)

— ampeérmetry (elektricky proud)

— konduktometry (vodivost)

— detektory s diodovym polem (Diode Array Detectors, DAD)
— teplotné vodivostni detektory

— plamenoionizacni detektory (pro GC)
— detektory elektronového zachytu

— radiometry (pro TLC)

— hmotnostni spektrometry

— a dalsi typy detektor
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GC

— Gas Chromatography (plynova chromatografie)
— separace organickych latek a plynu

— tékavé molekuly se pohybuji GC systémem rychle, méné volatilni
pomaleji

— robustni metoda
— analyza stovek az tisicu latek najednou (GC x GC) v rtiznych vzorcich
— snadné propojeni s dalSimi metodami (MS)

— pouze pro volatilni a termostabilni latky
— obvykle pro latky do molekulové hmotnosti 1250 Da
— muUZze dochazet k uniku plynu ze systému
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GC

Pressure regulator

Injection port

Gas filters Carrier
gas
supply
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controller and

Computer Detector [ Gas chromatograph
data acquisition

Transfer line

MU
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GC

— mobilni fazi je inertni plyn (helium, dusik, agon)

— pruchod mobilni faze pfes molekularni sita > odstranéni kysliku, vody,
uhlovodiku

— pratok naplnové kolony 10-60 ml/min, kapilarni kolony 1-2 ml/min

— vzorky (jednotky/desitky pl) michany s rozpoustédly (heptan, aceton,
metanol) a vstfikovany injekéné do proudu mobilni faze pres septum

— stacionarni faze na vnitfnim povrchu kolony (sklo, nerezova ocel;
délka 1-150 m; vnitfni pramér 0,1-4 mm)

— kolona umisténa ve vyhfivané komofre kvuli regulaci teploty

— stacionarni faze pevna nebo kapalna (silikonové polymery a
polyestery jako kyanopropyl-/polydimethyl-siloxan, polyethylenglykol)
— vzorky se injikuji tésne pred kolonou pres septum, nastrik pri teploté o

20-50 °C vySSi nez v koloné (rychly prechod do plynné faze)
— teplota v koloné 150-300 °C
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GC — detekce pomoci ionizace v plameni

— Flame lonization Detectors (FIDs)

— zapotrebi privod vodiku a kysliku do oblasti detektoru za kolonou
— eluované analyty jsou spaleny v plameni (destrukce analytu!)

— vzniklé ionty zvysuji vodivost plamene

— anionty putuji k anodé a kationty ke katode, méren vznikajici proud

Thermocouple

gﬁ ) J ,j Ignition
L
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Collector
electrode\\\

% Amplifier

o HT power supply

Burner {_
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GC vystup

— kvantifikace mastnych kyselin v jaterni tkani potkana
— optimalizace pfipravy vzorku (napf. pfecisténi, hydrolyza esterovych
vazeb, zvySeni tékavosti acylaci, esterifikaci apod.)
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HPLC

— High Performance Liquid Chromatography (vysokoucinna kapalinova
chromatografie), High Pressure LC (200-250 bar), High-Priced LC

— kvalitativni analyza, kvantifikace i preparace jednotlivych analytu
— vysokotlaka pumpa zajiStuje pohyb mobilni faze (0,5 — 2 ml/min)
— vzorky (desitky ul) se aplikuji pres davkovaci smycky

— stacionarni faze v koloné kryté kovovym plastém
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HPLC

Manipulator

Samples to fractionate
Sample injector
Switching valve

—> Fluids circulation

Solvents

|_Detector (i.e. UV-vis)

!

—Separatory column

Solvent B pump
Solvent A pump

Fractions collector

|D|ﬁ
] [3)
o @)
Waste._ \*E J é@ : Vials containing fractions
Mixer
Valve
Degasser
Purging pump

High-pressure pump

https://cs.wikipedia.org/wiki/HPLC
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HPLC kolony

— naplnoveé i kapilarni
— idealné s malym objemem a vnitfnim primérem (0,1 - 5 mm) > vysSi

[ 4

— nanobore kolony (vnitfni praméry 25 - 100 pm), open-tubular kolony
(pod 25 ym), analytické HPLC Cipy

— velikost ¢astic naplné (1,8-10 um) urCuje ucinnost kolony vs. potreba
vysokych tlakd nebo kratké kolony

— stacionarni faze navazana na silikagel a relativné polarni (napf. silanol-,
amino- nebo nitrilové skupiny), polymerni (uhlovodikové zbytky nebo
lonexy navazané na grafitovém polymeru) a dalSi specifické

— mobilni fazi nepolarni rozpoustédlo (obvykle hexan, pentan, chloroform)
— filtry pro odstranéni necistot (HPLC grade chemikalie), degassery

—
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HPLC vs. RP-HPLC

—reverse phase HPLC

— separace polarnich latek

— polarni mobilni faze (smés vody a organického rozpoustédla jako je
acetonitril, tetrahydrofuran nebo metanol)

— nepolarni stacionarni faze (silikagel s navazanymi ligandy ve formé
uhlikatych rfetézcd —C8, —C18 nebo jinych skupin jako —CN)
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UHPLC

— ultra-HPLC

— operuje za vyssich
tlaku

— VySSi rozliseni,
prachodnost
a ucinnost
nez klasicka HPLC

— technicky
narocnejsi
— drazsi
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Application
Goal

UHPLC

Highest
resolution

Highest
throughput

- 90 to 120 runs

per & hr. day

Highest
Performance

UHPLC

High
resolution

- High

throughput

40 to 60 runs
per & hr. day

Performance

Conventional
HPLC

Forgiving for
New Users

16 to 24 runs
per 8 hr. day

Economy

Optimum
LC Column
Particle
Size

1.7-5um

3-5 um

5 pum

System
Pressure
Tolerance

XS
105 MPa
15,000 PSI

X3
130 MPa
19,000 PSI

66 MPa
10,000 PSI

42 MPa
6,000 PSI

. ssi.shimadzu.com
c hrnmatcg ram Run Time
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Hmotnostni spektrometrie

— Mass Spectrometry (MS)

— analyticka metoda zaloZzena na prevedeni analytll na ionty a jejich
naslednému rozliseni podle poméru hmotnosti a naboje (m/Q)

— zaznamenavaji se relativni intenzity jednotlivych iontu

— vysoka citlivost
— kvalitativni i kvantitativni
— minimalni objemy vzorku

— vysokeé porizovaci a provozni naklady
— destruktivni metoda
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Hmotnostni spektrometr

Sample e e Mass
lonization Mass lon
i i > —>» spectral
introduction —> source analyzer —> | detector ’
system data

Vacuum system

— iontovy zdroj (pfevod neutralnich molekul analytu do ionizovaného
stavu v plynné fazi)

— vakuovy system

— hmotnostni analyzator (rozdéleni iontl ve vakuu)
— detektor (detekce iontu a ureni relativni intenzity)
— zafizeni pro zaznam a zpracovani dat

—
—
e
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Hmotnostni spektrometr — iontové zdroje

— nutné volit podle charakteristiky analytu

— funguji za atmosférického tlaku nebo ve vakuu

— udéluji analytu rzné mnozstvi vnitfni energie (tvrdé vs. mékké)
— ESI (nejsetrngjsi) < MALDI < APCI < CI < EIl (nejtvrdsi)

— Elektronova ionizace (El)

— Chemicka ionizace (Cl)

— Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

— Elektrosprejova ionizace (ESI)

— Laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice (MALDI)
— Fotoionizace

— Indukéné vazané plazma (ICP)

— adalsi
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Elektronova ionizace (El)

— tvrda technika, ionizace v proudu elektronu (70 eV)

— fragmentace molekularnich iontt > vznik iontt s lichym pocétem
elektronu (M*)

— tékavé a termostabilni latky; hmotnostni rozsah do 1000 Da

— probiha ve vakuu (103 az 1074 Pa)

— rozsahle knihovny EI spekter

Electron Beam

& Dissociative Result

M+e >M"+ 2e $
[+ @ + 2on
Precursor I
% Charged and Neutral Fragments
Non-dissociative Result
Parent Molecule
{ = + 2e %
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Chemicka ionizace (Cl)

— mekka technika

— v principu EIl se zdrojem reakéniho plynu (metan, amoniak, vodni
para) o tlaku 50-100 Pa, ktery je ve vyrazném nadbytku oproti vzorku

— nejdrive se ionizuji molekuly reakcniho plynu, které nasledné ionizuiji
analyty

—vznik [M+H]* nebo [M-H]- (de-/protonace) a jinych aduktovych iontl se
sudym poctem elektronu

— pouze tekavé latky; hmotnostni rozsah do 1000 Da

— modifikaci chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Permanent Magnet

\L

’\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\7—’

]

Analyte (A) ——— e [A*‘H]Jr Mass Spectrometer

1

( ]

Permanent Magnet
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Elektrosprejova ionizace (ESI)

— meékka technika > [M+H]* nebo [M-H], aduktové ionty, fragmentové
ionty minimalné (vice informaci o struktufe analytu ESI-MS/MS)

— rozpusteny analyt se privadi kovovou kapilarou > pod vysokym
napétim rozpraseni do nabitych kapiCek (zmlzovaci plyn) >
odparovani rozpoustedla a zvyseni povrchoveho napeti > rozpad na
mensSi kapicky s diléim nabojem (Coulombicka exploze)

— latky stfedné polarni az iontove; nejCastéji kombinace HPLC/MS

— hmotnostni rozsah v radu stovek kDa

— vhodna pro biomakromolekuly véetné napf. sacharidu

Analyte molecule

Spraying nozzle

l Taylor cone
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Laserova desorpce a ionizace za ucasti

matrice (MALDI)

— mékka technika > [M+H]*, [M+2H] ?*, [M-H];, aduktové ionty

— pro latky s vysokou molekulovou hmotnosti (stovky kDa, biopolymery)

— nepolarni i polarni analyty

— vakuum, snizeny i atmosfeéricky tlak

— vzorek a matrice (napr. aromatické karboxylové kyseliny) naneseny
na MALDI ter&ik > desorpce laserovym pulzem (dusikovy UV, IC) >
excitované molekuly matrice stabilizovany za vzniku iontd analytu

S
_ . 50\)&0
\ 05°
0
£ @
E- ®©
g
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® Molecular ions
Co e lonization © P
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y n n

Desorpcni ionizace elektrosprejem (DESI)

— kombinace ESI a desorpcCni ionizaCni techniky

— vzorek je umisten pred sprejovaci kapilarou a vstupem analytu k
detektoru

— |lze pouzit primo zivoCisnou tkan bez uprav

(v
Solvent/ L _:L_
HV power supply

Nebulizer capillary

Inlet of MS

Spray
capillary

Stratum corneum

Epidermis

Dermis —— “, — Vessels and nerves

Subcutaneous
tissue

Sebaceous gland
Sweat gland
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Hmotnostni spektrometr — analyzatory

— déleni iontl v plynné fazi za vakua podle poméru jejich hmotnosti
a naboje

— typicky v prostfedi vysokého vakua (10-3-10-11 Pa) kvuli moznym
kolizim iontu s neutralnimi atomy

— magnetické a elektrostatické (zakriveni drahy letu)
— kvadrupdl a iontové pasti (oscilace)

— TOF (doba rychlosti letu)

— orbitrap (frekvence harmonickych oscilaci)

— adalsi
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Sektoroveé analyzatory

— vyuzivaji elektrického a/nebo magnetického pole k ovlivnéni drahy
a/nebo rychlosti pohybu iontu

— veétSi zakfiveni pro ionty s niz§i hodnotou m/Q

— vybér iontl podle hmotnosti/naboje, magnetické nebo potencialové
skenovani, sledovani v realném case

Magnetic Sector (of®
lon source lon accelerators A ga\
\ / e &
(<
\I e“‘}&o
Acceleration o' &)
Voltage
°\®
shimadzu.com Dete(tor
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Analyzatory doby letu (Time of Flight, TOF)

— urychleni iontl napétovym pulzem a smérovany do analyzatorové

trubice

— pulzni ionizace ¢asto MALDI (MALDI-TOF)

— meri se doba letu nez urychleny iont dorazi na detektor

— ionty o stejném naboji maji stejnou kinetickou energii a rychlost
zavislou na své hmotnosti

— lehCi ionty detekovany nejdrive

— rychla analyza (Casy radové ns az us), neomezeny rozsah pro detekci
pomeéru hmotnosti a naboje

Laser
1. lonizace molekul S
- pomoci laseru e
(V]
<
ra :4
GO m/z
A potencidl = BT
2. Urychleni 3. Pohyb iontd nulovym elektrickym
iontu pomoci polem dolt po délce MS pfistroje k IVI U I\I I
36 akceleracniho detektoru, ktery méfi TOF S C I

potencialu
https://portal. matematickabiologie.cz



Kvadrupoélovy analyzator

— nizka cena, jednoduchost

— Casto pouzivan v kombinaci s GC, LC a v hybridnich MS

— elektrické pole vytvorene ze cCtyr paralelnich elektrod

— oscilace elektrického pole de-/stabilizuje drahu prochazejicich iontu

— selektivni hmotnostni filtr (v aktualnim nastaveni jsou oscilace stabilni
vzdy pouze pro ionty s urCitou hodnotou hmotnost/naboj; zména
potencialu elektrod zajiStuje rozsah zachycovanych m/Q = skenovani)

TO
DETECTOR
_—F

guadrupole rods

exit slit
(to detector)

resonant ion
(detected)
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non-resonance ion

source slit
& (not detected) DOI: 10.17760/d10016740



Kvadrupoélovy analyzator

— trojity kvadrupdl (QqQ):
Q1 — hmotnostni filtr
g2 — kolizni cela s plynem (excitace iontu a vznik fragmentu)

Q3 — analyza fragmentu

Second
|H First analyzer Collision cell analyzer Detector

Electrospray = ¢ ’ °==>. o —
uu—V | |

All ions Precursor ions Productions

Klin Onkol 2012; 25(Suppl 2): 2S70- 2S77

— sekvencni analyza, levné a vysoce ucinné usporadani

—
—
e
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Orbitrap

— elektrostaticka orbitalni past vietenovitého tvaru

— ionty se pohybuji mezi stredovou a vnéjsi elektrodou

— na vnegjsich elektrodach se meri proud indukovany ionty

— prevedeni dat na hmotnostni spektrum Fourierovou transformaci

creative-proteomics.com

Collector C-trap ExitLens  C-Trap Entrance Lens
HCD Collision Cell C-Trap Sphtl.ens Uuad Exit Lens Quadrupole TK Lens Bent Flatapole
I |—
Transfer Mullumle [
= | == Inter-flatapole Lens -~
Z lens pa
Injection Flatapole -
_= e ———
= S-Lens Exit Lens
a S-lens
'X Capillary
- Orbitrap Lz
Mass Analyzer
APl Source :S
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Hmotnostni spektrometr — detektory

— detekce iontl pfichazejicich z analyzatoru (Orbitrap je i detektorem)
— pracuje ve vakuu
— drive vyuziti fotografickych desek

— elektronové nasobiCe (dopad iontu na dynodu a uvolnéni elektronu)

— fotonasobice (ionty dopadaji na konverzni dynodu a uvolnéné
elektrony na fosforovou desticku uvolnujici fotony)

— Faradayova klec (dopad iontll na dynodu a uvolnéni elektrona >
indukce proudu, ktery je méfen)
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Kombinace GC-MS, HPLC-MS

— pouziti MS jako chromatografického detektoru

— ionizace neutralnich analytu pochazejicich z chromatografické kolony
— problémem mohou byt rozdily tlaki mezi GC/HPLC a MS (vakuum)
— odstranéni nosneho plynu (GC) a kapaliny (HPLC)

— mobilni faze se muze ucastnit ionizace

— urceni poméru hmotnost/naboj

— 3D data, kvalitativni i kvantitativni analyza
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Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

— vysoka rozlisovaci schopnost a citlivost
— vyuziti statického magnetického pole (o sile do 7 T; neionizuijici
zareni), a tedy moznost neinvazivniho pouziti in vivo

— nutno brat ohled na ohfivani vzorku radiofrekven¢nim zarenim
(Specific Absorption Rate = SAR)
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NMR v embryologii

. JMR
Journal of Magnetic Resonance ] |

Volume 335, February 2022, 107142

NMR spectroscopy of a single mammalian
early stage embryo

Giulia Sivelli 2, Gaurasundar M. Conley 2, Carolina Herrera ®, Kathryn Marable 2, Kyle . Rodriguez ¢,
Heinrich Bollwein ®, Mateus J. Sudano 9, Jiirgen Brugger ¢, Andre ). Simpson ¢, Giovanni Boero ¢,

Marco Grisi 2 A &

— doi: 10.1016/j.jmr.2021.107142
— studium moznosti vyuziti NMR na mikroskopickych vzorcich (savCi embrya,
organoidy apod.) > sledovani kvality embryi pfi IVF
— vyuziti mikroCipu v kombinaci s 3D mikrotiskem
— bovinni embrya v tekutém dusiku (dvoubunééné az morula) > rozmrazeno >
méreno po dobu 50 min na embryo
I
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090780721002317?via%3Dihub

NMR v embryologii
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Vizualizace lipidu a sacharidu

— prfedevsSim pro sledovani distribuce v tkanich a bunkach (kvantitativni:
biochemické stanoveni celkovych TAG a volného cholesterolu)

— simultanni analyza vzorkt umoziuje relativni kvantifikaci (vliv teploty,
koncentrace barvy, inkubaénich ¢asu, nastaveni mikroskopu atd.)

Lipidy
— rozpustné v organickych rozpoustédlech (rozpousti tkané celkové!)
— velka €ast lipidu mizi pfi pfipravé parafinovych rfezua, pouZziti kryofezu
— kolorimetricka stanoveni
— membranove lipidy

Sacharidy

— enzymaticka stanoveni, lectin-based staining

— Alcian blue stain (barveni mucinua); kyselina jodista - Schiff (PAS =
Periodic Acid Shiff, barveni polysacharidu, glykogenu) a dalSi
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Oil Red O (ORO staining)

— vizualizace neutralnich lipidu ve fixovanych tkanich a burikach
— fixace ve 4% paraformaldehydu

ORO barveni vaskulatury

ISV, intersegmental vessels
DA, dorsal aorta

DOI: 10.1387/ijdb.072519jx
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Sudan Black

— vizualizace neutralnich lipidu ve fixovanych tkanich a burikach
— fixace ve 4% paraformaldehydu
— barveni méné vyrazné proti ORO > vysoké koncentrace lipidu (fat body)

A

7 dpf

U Zebrafish embryo

.~ DOI: 10.1182/blood-2007-06-095398

14 dpf

wn=
(G i e
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Nile Red

— vizualizace neutralnich lipidu v nezafixovanych tkanich a bunkach

— kvalitativni stanoveni velikosti a tvaru tukovych kapenek, nedoporuceno
pro kvantifikaci tukovych zasob

— obarveni a vysuSeni preparatu s NR a 75% glycerolem

— konfokalni mikroskopie

52 Bi1130 - Analyza lipidG a sacharida
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Akumulace neutralnich
lipidi béhem oogeneze u
Drosophila melanogaster.

Stg.1l0

Stg.11

Stg.12

DOI: 10.1016/S0925-4773(03)00158-8

Stg.14
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BODIPY fluorescencni znaceni

— znaceni zivych (prutokova cytometrie) i fixovanych bunék a tkani
— barveni vnitrobunéénych lipida, tukovych kapének a bunécnych
membran

Fluorescence-based fixative and vital staining of lipid droplets in Caenorhabditis elegans
reveal fat stores using microscopy and flow cytometry approaches
doi: 10.1194/jir.D011940
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Dekujeme Vam za pozornost
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