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Wprowadzenie
Pedro Domingues?, Antonia Garcia? Elzbieta Skrzydlewska®

Mass Spectrometry Center, Department of Chemistry, University of Aveiro, 3810-193 Aveiro,
Portugal, QOPNA (Quimica Orgénica de Produtos Naturais e Agroalimentares)

*Centre for Metabolomics and Bioanalysis (CEMBIO), Facultad de Farmacia, Universidad San Pablo
CEU; Boadilla del Monte, 28668 Madrid, Spain

® Department of Analytical Chemistry, Medical University of Bialystok, 15-089 Bialystok, Poland

. Wstep

Obserwowany w obecnej dekadzie wyktadniczy wzrost badan genomicznych sprzyja
szybkiemu rozwojowi pokrewnych badan omicznych, ale opartych o spektrometri¢ mas. W
zwigzku z tym widoczny jest w ostatnich latach szybki rozwoj badan w dziedzinie
proteomiki. Jednocze$nie do badan naukowych wprowadzana jest réwniez ipidomika i
metabolomika. To zréznicowane tempo rozwojunauk omicznych determinuja rézne czynniki,
takie jak niewystarczajacy rozwdj narzedzi bioinformatycznych, jak rowniez brak
wykwalifikowanych specjalistow w tych dziedzinach. Dlatego opracowano kurs AACL.ifeSci,
ktorego celem jest zapewnienie zaawansowanych szkolen dla doktorantow z nauk
biomedycznych/farmaceutycznych w zakresie spektrometrii mas i lgczonych technik
separacyjnych stosowanych w metabolomice, lipidomice i proteomice.

Ostatnie dziesigciolecie to jednocze$nie szybki rozwoj chordb cywilizacyjnych, co jest
uwazane za gléwng przyczyne zwigkszonej zachorowalnosci 1 $miertelnosci w Europie. W
tym kontekscie badania jakosciowe 1 ilosciowe skladnikow organizmu cztowieka majace na
celu zrozumienie metabolizmu, a takze identyfikacj¢ biomarkeréw chorobowych oraz
proponowanie nowych podej$¢ terapeutycznych sa postrzegane, jako jeden z mozliwych
srodkow zaradczych. W zwiazku z tym niezbednymi narz¢dziami wykorzystywanymi do
wyjasnienia biochemicznych podstaw funkcjonowania organizmu poprzez charakterystyke i
kwantyfikacj¢ puli czasteczek biologicznych sa: metabolomika, lipidomika i proteomika.
Poniewaz pojedyncze zwiazki uwaza si¢ obecnie za mato specyficzne biomarkery, podejscie
omiczne daje nowe mozliwosci bardziej szczegotowego wgladu w mechanizmy zwigzane z
rozwojem chorob. Takie podejscie poprawia efektywnos$¢ diagnostyczng, ale rowniez ulatwia
monitorowanie farmakoterapii, a takze pozwala na spersonalizowanie terapii.

Nauczanie podejscia omicznego na uniwersytetach europejskich jest zrdznicowane.
Podejscie omiczne jest na ogot przekazywane studentom przez jednostki, ktore zajmujg sie
zaawansowang chemig analityczng [AAC] 1 zapewniaja studentom elementy analizy
instrumentalnej niezbednej do badan biomedycznych. Jednak liczba wyspecjalizowanych
jednostek 1 zespotéw dydaktycznych majgcych dostep do sprzgtu niezbednego do
kompleksowego podejScia omicznego jest ograniczona. Brakuje réwniez pracownikow
naukowo-dydaktycznych posiadajagcych kwalifikacje do nauczania AAC jak roéwniez
materiatow dydaktycznych 1 skutecznego systemu wymiany doswiadczen na rdéznych
poziomach. Tak wiec tylko w niektorych przypadkach doktoranci mogg by¢ odpowiednio
przeszkoleni w zakresie AAC oraz naby¢ umiejetnosci niezbednych do integracji AAC z
potrzebami stuzby zdrowia, w tym szpitalnych laboratoriow diagnostycznych.



Wykorzystanie  zaawansowanej chemii  analitycznej w  naukach  badaniach
biomedycznych i farmaceutycznych (ACCLifeSci) stato si¢ podstawa projektu edukacyjno-
naukowego koordynowanego przez profesor Elzbiet¢ Skrzydlewska, dziekana Wydziatu
Farmaceutycznego MUB z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej i finansowanego w ramach
programu Erasmus + 1 realizowanego dzi¢ki partnerskiej wspotpracy trzech uniwersytetow:

— Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Polska, Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej, Zaktad Chemii Analitycznej (prof. Elzbieta Skrzydlewska)

— Uniwersytet w Aveiro, Portugalia, Wydziat Chemii, Centrum Spektrometrii Masowej
(prof. Pedro Domingues)

— Uniwersytet San Pablo-CEU, Hiszpania, (prof. Coral Barbas).

Projekt AACLifeSci zostat zrealizowany przy wsparciu Komisji Unii Europejskiej.
Celem projektu byto dostosowanie programow studiow doktoranckich trzech partnerskich
uniwersytetow do potrzeb zwigzanych z analiza biomolekularng poprzez wykorzystanie
zaawansowanych technik analitycznych w zakresie omik poprzez wymian¢ doswiadczen na
poziomie europejskim. Projekt ten polegal na przygotowaniu kadry akademickiej trzech
partnerskich uniwersytetow do ksztalcenia doktorantow w stosowaniu technik AAC w
metabolomice, lipidomice 1 proteomice wprowadzajac modyfikacje w programach studiow 1
tworzac zasoby edukacyjne, w tym podrgcznik i e-materiaty dla doktorantow. W ramach
projektu wykorzystano partnerskie dziatania edukacyjne /szkoleniowe/ i dydaktyczne, ktore
obejmowaty wymiane dos§wiadczen i dobrych praktyk, oraz tworzenie stabilnej i aktywne;j
sieci wspolpracy migdzynarodowej, a takze osobisty i spoteczny rozwoj uczestnikow.

Pelny kurs zostat podzielony na cztery moduty, co pozwala na uporzadkowang nauke w
postaci wyktadow i zaje¢ praktycznych. Pierwszy modut kursu obejmie gtowne aspekty
biomolekularnej spektrometrii mas, w tym najnowsze osiggnigcia instrumentalne i ich zalety,
a takze interpretacji widm masowych w celu identyfikacji 1 potwierdzania struktury
zwigzkéw. Przedstawione zostang réwniez podstawy wysokosprawnych technik
separacyjnych sprzezonych ze spektrometrig mas, w tym mechanizmy rozdzialu zwigzkow i
oprzyrzadowanie. Ten modut zapewni podstawy analityczne, dzigki ktorym doktoranci beda
mogli dalej rozwija¢ swoja wiedz¢ w dziedzinie nauk omicznych opartych o spektrometri¢
mas. Dalsze moduly omawiajg podstawy badan metabolomicznych, lipidomicznych i
proteomicznych. Moduly te przedstawig metody analityczne, metody przetwarzania, analizy i
procesowania danych dla kazdej z omawianych metodologii. Zostang réwniez opisane
niektore z zasobow bioinformatycznych obecnie uzywanych, a ktoére studenci beda mieli
okazje przetestowac na zajeciach praktycznych.

I1. Zalozenia kursu i efekty ksztalcenia

ZaloZenia

Celem kursu jest zapoznanie studentow z teoretycznymi i praktycznymi umiejetnosciami
z zakresu chemii, biochemii i bioinformatyki w odniesieniu do technik separacyjnych, w tym
chromatograficznych i spektrometrii mas dedykowanych metabolomice, lipidomice i
proteomice. Przedstawione bedg teoretyczne podstawy metod separacyjnych i spektrometrii
mas oraz szczegOlowo zostang omoéwione dziedzin omiczne. Studenci zapoznajg si¢ z
réznymi aspektami omik i sposobami ich zastosowania w badaniach naukowych. Wyjasnione
zostanie praktyczne zastosowanie tych metod w nauce oraz ich zalety i ograniczenia.
Praktyczne umiejetnosci beda glownie koncentrowaé si¢ na wykorzystaniu ogolnodostgpnych



baz danych i darmowych narzedzi informatycznych do przetwarzania i analizy otrzymanych

danych omicznych.

Na zakonczenie tego kursu studenci powinni umie¢ analizowaé naukowe problemy
zwigzane z erg post genomowa i wiedzie¢, jak zdoby¢ i jak przeprowadzi¢ prosta analize
danych omicznych uzyskanych za pomocg spektrometrii masowej. Zrozumienie zasad, metod
1 zastosowan najnowszych technik omicznych w znaczacy sposob pozwoli studentowi
odnalez¢ si¢ w pracy zarowno w nauce jak i przemysle.

Specyficzne efekty ksztalcenia:

Po ukonczeniu kursu studenci beda:

1. dokonywa¢ krytycznego przegladu dostgpnych rodzajow analizatorow masy i metod
jonizacji z uwzglednieniem ich wad i zalet, w tym krytycznej analizy tandemowej
spektrometrii mas;

2. rozpoznawaé¢ sposoby fragmentacji czasteczek organicznych, gléwnie drobno-
czasteczkowych metabolitow peptydow i lipidow;

3. omawia¢ kompleksowo rdézne mechanizmy separacji sprzezonej z MS dla
metabolomiki,lipidomiki i proteomiki;

4. zna¢ 1 rozumie¢ rozne metody przygotowania probek i ich ograniczenia dla kazdej z
omicznych aplikacji;

5. identyfikowaé wszystkie etapy omicznych badan i ich zréznicowane podej$cia stosowane
w metabolomice, lipidomice i proteomice;

6. omawia¢ wykorzystanie powszechnie dostgpnego oprogramowania do ponownego
przetwarzania danych i analizy szlakow metabolicznych;

7. posiada¢ niezbgdne umiejetnosci w zakresie korzystania z zasobow ogoélnodostepnych baz
danych;

8. wyjasnia¢ nie specjalistom, jakich informacji w réznych dziedzinach Life Science moga
dostarczy¢ badania omiczne.

I11. Forma i sposoby realizacji tresci programowych przedmiotu

Kurs sktada si¢ z czterech niezaleznych, ale $cisle powigzanych modutow:
Modut 1 - Zastosowanie metod wykorzystujacych potaczenie technik separacyjnych
i spektrometrii mas w naukach biomedyczno-farmaceutycznych
Modut 2 - Metabolomika;
Modut 3 - Lipidomika;
Modut 4 - Proteomika.

Kazdy z tych moduléw analizuje gltéwne teoretyczne i techniczne aspekty, ktore sa
niezb¢dne do lepszego zrozumienia podejscia omicznego w celu rozwigzania problemow
nauk przyrodniczych. Wiedza i umiejetnosci, ktére beda nabyte podczas tego kursu zostaty
uznane za odpowiednie dla poziomu wiedzy na studiach doktoranckich.

Kurs sktada si¢ z réznych tematycznie zaje¢ praktycznych w ramach ktérych studenci
moga zdoby¢ praktyczng wiedze 1 umieje¢tnosci aplikacyjne niezbedne w kazdym module.
Kazdy modut jest niezalezny. Jednak znajomos$¢ zagadnien zwigzanych z modutem 1 -
Techniki separacyjne i spektrometria mas w naukach biomedyczno-farmaceutycznych jest
niezbedna do zrozumienia nastepnych modutéw.



Program studiow doktoranckich na Uniwersytecie Medycznym w Bialymstoku,
Wydzial Farmaceutyczny z OML, po wprowadzeniu zalozen projektu AACLifeSci

Wydziat Farmaceutyczny =z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Medycznej
Uniwersytetu w Biatymstoku oferuje studia doktoranckie w dziedzinie nauk medycznych,
dyscyplina biologia medyczna i w dziedzinie nauk farmaceutycznych.

Program studiéw doktoranckich w dziedzinie w naukach medycznych trwa cztery lata.
Drugi rok obejmuje kurs ,,Nowoczesne techniki analityczne w naukach biomedycznych”,
ktory zostal przedtuzony z 15 do 30 godzin w oparciu o zatozenia projektu AACLifeSci. Kurs
odpowiada 3 punktom ECTS.

Celem tego kursu jest dostarczenie studentom strategii i metod nowoczesnej i
specjalistycznej analizy biochemicznej wykorzystywanej gléwnie w laboratoriach
badawczych.

Po zakonczeniu tego kursu studenci powinni:

e mie¢ wiedze na temat technik przygotowania probek stosowanych w metabolomice,
lipidomice i proteomice;

e zna¢ 1 umie¢ opisaé wspoOlczesne techniki separacyjne, w tym techniki
chromatograficzne i elektromigracyjne;

e zna¢ metodyke badawcza stosowang w analizie klasycznej 1 omicznej;

e wykaza¢ si¢ znajomos$cig poje¢ i praktycznych zastosowan biostatystycznej oceny
wynikow badan;

e umie¢ zaproponowa¢ technike analityczng dla rozwigzania konkretnego problemu
naukowego z dziedziny nauk biomedycznych;

e umie¢ przeprowadzi¢ analiz¢ metabolomiczng / lipidomiczng / proteomiczna;

e potrafi¢ interpretowac uzyskane wyniki za pomocg metod statystycznych;

e posiada¢ umiejetno$¢ wyciggania wnioskow z badan w celu rozwigzania problemow.

UMB
nauki
biomedyczne

Spektrometria
mas itechniki ~ Metabolomika Lipidomika Proteomika
separacyjne

Nowoczesne techniki analityczne w naukach biomedycznych

Calkowita
liczba godz.

Wyktady i 6h 2h 1h 1h 2h
workshopy

Zajecia 24h 10h 4h 5h 5h
praktyczne

Praca wilasna 57h 15h 10h 14h 18h
studenta

Calkowita praca 87h 27h 15h 20h 25h
studenta

Program studiow doktoranckich w dziedzinie w naukach farmaceutycznych trwa rowniez
cztery lata. Drugi rok obejmuje kurs ,,Zaawansowane techniki analityczne w badaniach
omicznych, ktéry jest realizowany w ciggu 15 godzin w oparciu o zawartos¢ AACLifeSci.
Kurs odpowiada 1 punktowi ECTS. Jednak kurs ten jest poprzedzony kursem ,,Elementy
nowoczesnej analizy farmaceutycznej”, dostarczajacym znajomosci technik separacyjnych i
spektrometrii mas oraz analizy targetowej. Dlatego drugi kurs zawiera informacje tylko o
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analizie omicznej. 30 godzin przypadajacych na ten kurs jest przeznaczonych na AACLifeSci,
ktéry odpowiada 4 punktom ECTS.

Celem tego kursu jest przedstawienie studentom strategii i metod analizy omicznej
wykorzystywanych w laboratoriach badawczych.

Po zakonczeniu tego kursu studenci powinni:

» zna¢ metody przygotowania probek biologicznych do analizy omicznej;

» zna¢ metodologi¢ badan stosowang w analizie klasycznej 1 omicznej;

» wykaza¢ si¢ znajomosciag pojec i praktycznych zastosowan biostatystycznej oceny wynikow
badan;

* umie¢ przeprowadzi¢ analiz¢ metabolomiczng / lipidomiczng / proteomiczng;

* potrafi¢ interpretowac uzyskane wyniki za pomocg metod statystycznych;

* posiadac¢ umiejetno$¢ wnioskowania i wyciggania wnioskow z badan w celu rozwigzania
problemow.

UMB Calkowita Spektrometria mas
nauki farma- . W i techniki Metabolomika Lipidomika Proteomika
liczba godz. .
ceutyczne separacyjne
Elementy
wspotczesnej Zaawansowane techniki analityczne w
analityki badaniach omicznych
farmaceutycznej
WA < gh 5h 1h 1h 1h
workshopy
Zajecia 29h 10h 4h 4h 4h
praktyczne
Praca wiasna 30h 14h 3n 5h 6h
studenta
Catkowita praca
studenta 58h 2%h 8h 10h 11h

Program studiow doktoranckich Uniwersytetu CEU San Pablo w Madrycie
po wprowadzeniu zalozen projektu AACLifeSci

Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytetu San Pablo-CEU ksztatci magistrow ,,Odkrywanie
lekow”. Przyszty magister jest ksztalcony we wspotpracy trzech uniwersytetow: University
Complutense, San Pablo-CEU i Alcala University, ktore sg zlokalizowane w prowincji
Madryt. Wspomniane uniwersytety wspolpracuja rowniez w ramach studiow doktoranckich w
zakresie chemii medycznej. W roku akademickim 2016/2017 rozpoczeto czwarty cykl tego
typu studiow.

Program studiéw magisterskich obejmuje jeden cykl akademicki z 60 punktami ECTS. W
drugim semestrze realizowane sg 30 godzinne zajgcia fakultatywne: Zaawansowane techniki
bioanalityczne, ktore wycenione sg na 3 punkty ECTS. Celem tego kursu jest dostarczenie
studentom wiedzy i umiejetnosci w zakresie nowoczesnych technik bioanalizy, glownie
opartych o spektrometri¢ mas sprzgzong z technikami separacyjnymi o wysokiej
rozdzielczosci. Ponadto studentom dostarczana jest wiedza na temat metod oczyszczania i
wstepnego zat¢zania probek. Zajecia obejmuja nauke teorii i praktyki poprzez prace z
rzeczywistymi probkami w nowoczesnym laboratorium.

Po zakonczeniu tego kursu studenci powinni:
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e umie¢ wybra¢ 1 zastosowa¢ odpowiednie metody analityczne, biorgc pod uwage
podstawowe oprzyrzadowanie, zakres i zastosowania metod stosowanych obecnie do
charakterystyki jakosciowej i analizy farmaceutykéw oraz probek biologicznych’

e umie¢ wybra¢ i1 zastosowa¢ odpowiednig metod¢ analityczng do analizy aktywnych
sktadnikow 1 ich metabolitow w probkach biologicznych oraz analizy sktadnikéw
aktywnych ktérych zawartos¢ w koncowym produkcie farmaceutycznym jest bardzo mata;

e wskaza¢ i scharakteryzowa¢ wszystkie etapy badania oraz ich rézne podejscia stosowane
w metabolomice.

CEU Catkowita Spektrometria  Chromatografia Oczyszczanie |
Odkry\{vanle Ilczb_a mas | tech_nlkl i EC w Metabolomika zat¢zanie
lekoéw godzin separacyjne bioanalizie probek
Zaawansowane techniki bioanalityczne
Wyktady i
workshopy 24h 11h 8h 3h 2h
Zajecia 6h 2h 2h 2h
praktyczne
Praca wlasna
studenta 60h
Calkowita 90h
praca studenta
ECTS 3

Zajecia z ,,Zawansowanych technik bioanalitycznych” bada prowadzone w oparciu 0 manual
AACLifeSci w drugim semestrze roku akademickiego i obejmuja 3 punkty ECTS.
Zajgcia zostang zorganizowane w nastepujacy sposob

Catkowita (1) Spektrometria mas

CEU liczba & Metabolomika Lipidomika Proteomika
godzin  (2) techniki separacyjne

Wyktady i (1) 6h
workshopy 22h (2) LC:2h; GC:1h; CE:1h 4h 4n 4h
Zajgeia 8h oh oh 2h 2h
praktyczne
Pracawlasna 4 30h 10h 10h 10h
studenta
Catkowita
praca 90h 42h 16h 16h 16h
studenta
ECTS 3 1.4 0.53 0.53 0.53

Program studiow doktoranckich Uniwersytetu w Aveiro w zakresie biochemii,
po wprowadzeniu zalozen projektowych AACLifeSci

Program studiéow doktoranckich Uniwersytetu Aveiro w zakresie biochemii jest
realizowany w ciggu czterech lat. Pierwszy rok obejmuje siedem przedmiotéw, z ktérych
cztery sg opcjonalne. Dwa z tych przedmiotow (zaawansowane kursy z biochemii | i z
biochemii II) beda realizowane w oparciu o manual AACLifeSci. Te przedmioty sktadaja si¢
z trzech opcjonalnych modutow, z ktérych kazdy odpowiada 3 punktom ECTS. Aby
ukonczy¢ studia kazdy student musi zaliczy¢ dwa z tych modutow. Oceniony bedzie kazdy
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modul, a ocena koncowa zostanie wystawiona na podstawie S$redniej wazonej oceny
uzyskanej w dwoch modutach. Kursy i odpowiednie moduty to:

Zaawansowany kurs Biochemii I:
Celem tego kursu jest przekazanie studentom zaawansowanych umiejetnosci w zakresie

strategiii metod nowoczesnej i specjalistycznej analizy biochemicznej wykorzystywanej w

laboratoriach badawczych i klinicznych oraz w przemysle.

Po zakonczeniu tego kursu studenci powinni:

e rozumie¢ podstawy i zna¢ zastosowania spektrometrii mas i jej potaczenia z technikami
chromatograficznymi;

e umie¢ krytycznie oceniaC metody stosowane w badaniach lipidomicznych i
metabolomicznych;

e umie¢ zaplanowa¢ eksperymenty lipidomiczne lub metabolomiczne;

e umiec analizowa¢ dane lipidomiczne lub metabolomiczne.

Uniwersytet w Aveiro Catkowita liczba godz. Proteomika  Glikomika  Bioinformatyka

Wyktady i workshopy 20h 10h 10h 10h
Zajecia praktyczne 5h 5h 5h
Praca wlasna studenta 150h 75h 75h 75h
Calkowita praca

studenta 180h 90h 90h 90h
ECTS 6 3 3 3

Zaawansowany kurs Biochemii 11
Kurs ma na celu dostarczenie studentom zaawansowanych umiej¢tnosci w zakresie

strategii i metod nowoczesnej i specjalistycznej analizy biochemicznej w zakresie proteomiki,

glikomiki i bioinformatyki.

Po zakonczeniu kursu student musi umie¢:

e krytycznie oceni¢, ktore metody nalezy zastosowa¢ w celu rozwigzania konkretnych
problemoéw zwiazanych z proteomika i glikomika;

e zaplanowac¢ eksperymenty z proteomikg 1 glikomika;

¢ analizowa¢ dane uzyskane w badaniach proteomicznych i glikomicznych;

e wybra¢ 1 zastosowa¢ odpowiednie algorytmy 1 mnarzedzia w tych aplikacjach
biochemicznych.

Uniwersytet w Aveiro ~ Catkowita liczba godz. ~ Proteomika Glikomika Bioinformatyka

Wyktady i workshopy 20h 10h 10h 10h
Zajecia praktyczne 10h 5h 5h 5h
Praca wlasna studenta 150h 75h 75h 75h
P 180h 90h 90h 90h
ECTS 6 3 3 3
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AACLifeSci zostanie w pelni zintegrowane z czterema modutami programu studiéw
doktoranckich w zakresie biochemii Uniwersytetu w Aveiro, z ktorych kazdy odpowiada 3
punktom ECTS, co w sumie daje 12 punktow ECTS.

Modut 1- Chromatografia i Spektrometria mas dla nauk przyrodniczych (3 ECTS)

Modut 2- Metabolomika (3 ECTS)

Modut 3- Lipidomika (3 ECTS)

Modut 4- Proteomika (3 ECTS)

V. Literatura dodatkowa

Modul I

1. H.J. Hiilbschmann. Handbook of GC-MS: Fundamentals and Applications (3rd Edition).
Somerset, NJ, USA: Wiley, 2015. ProQuest ebrary. Web. 8, 2015.

2. L.R. Snyder, J.J. Kirkland, J.W. Dolan. Introduction to modern liquid chromatography.
Wiley, 2011.

3. E. De Hoffmann, V. Stroobant. Mass spectrometry: principles and applications. Wiley,
2007.

4. D.R. Baker. Capillary electrophoresis. Wiley, 1995.

5. https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G7100-90001_CEMSAnalysis_
ebook.pdf

Modul IT )
1. A. Garcia, J. Godzien, A. Lopez-Gonzalvez, C. Barbas. Capillary electrophoresis mass
spectrometry as a tool for untargeted metabolomics. Bioanalysis, 2017, 9(1):99-130.

Modut 111

1. L. Feng, G.D. Prestwich (ed.) Functional Lipidomics. Taylor & Francis, Boca Raton,
2006.

2. D. Armstrong. Lipidomics: Volumes 1e 2: Methods and Protocols (Methods in Molecular
Biology). Humana Press, 2009, 1.

3. U. Loizides-Mangold. On the future of mass-spectrometry-based lipidomics. FEBS J.,
2013, 280(12):2817-29.

4. R. Harkewicz, E.A. Dennis. Applications of mass spectrometry to lipids and membranes.
Ann. Rev. Biochem., 2011, 80:301-25.

Modul IV

1. J. Lovric. Introducing Proteomics: From concepts to sample separation, mass
spectrometry and data analysis, Wiley. ISBN: 978-0-470-03523-8, 2011.

2. R. Aebersold, M. Mann. Mass-spectrometric exploration of proteome structure and
function, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 2015, 16(5):269-80.

3. AM. Silva, R. Vitorino, M.R. Domingues, C.M. Spickett, P. Domingues. Post-
translational Modifications and Mass Spectrometry Detection, Free Radic. Biol. Med.,
2013, 65:925-41.
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Modul 1

Zastosowanie metod wykorzystujacych polaczenie technik separacyjnych
I spektrometrii mas w naukach biomedyczno-farmaceutycznych

Wojciech Luczaj!, Antonia Garcia?, Agnieszka Gegotek!, Katarzyna Bielawskal,
Elzbieta Skrzydlewska®

'Department of Analytical Chemistry, Medical University of Bialystok, 15-089 Bialystok, Poland
“Centre for Metabolomics and Bioanalysis (CEMBIO), Facultad de Farmacia, Universidad San Pablo
CEU; Boadilla del Monte, 28668 Madrid, Spain

I. Wprowadzenie

Pierwszy modut kursu ACCLifeSci dotyczy podstawowych zagadnien zwigzanych z
wykorzystaniem spektrometrii mas w badaniach bimolekularnych. W ramach tego modutu
zostang oméwione Najnowsze rozwigzania techniczne stosowane w spektrometrach mas z
uwzglednieniem ich zalet i ograniczen. Zalozeniem kursu jest rowniez przekazanie wiedzy
dotyczacej interpretacji widm masowych w celu identyfikacji zwiazkow i przewidywania ich
struktury. Zostang takze przedstawione podstawowe zagadnienia dotyczace potaczenia
wysokosprawnych  technik separacyjnych ze spektrometria mas, oraz doktadnie
scharakteryzowane poszczegélne elementy wchodzace w sktad zestawu LC-MS. Szczegolna
uwaga zostanie takze poswigcona wyjasnieniu mechanizmu rozdziatu chromatograficznego.
W zwiagzku z powyzszym gtéwnym zatozeniem modutu jest nabycie przez studentow wiedzy
i umiejetnosci wykorzystywania podstawowych narzedzi analitycznych, co umozliwi im
prowadzenie badan ,,omicznych” wykorzystujacych spektrometri¢ mas.

I1. Zalozenia i efekty ksztalcenia

ZaloZenia
Glownym zatozonym celem jest przekazanie studentom wiedzy teoretycznej z zakresu
chemii, biochemii, bioinformatyki oraz umozliwienie zdobycia praktycznych umiejg¢tnosci
przeprowadzania analiz opartych o metody taczace techniki separacyjne ze spektrometrig mas
W przetozeniu na ich wykorzystanie w naukach o zyciu. Omoéwione zostang potencjalne
mozliwosci wykorzystania tych potgczen w badaniach omicznych, z przedyskutowaniem ich
zalet, ograniczen oraz naukowych zastosowan. Rozwijane w ramach kursu praktyczne
umiejetnosci oparte bedag w duzym stopniu o ogdlnodostepne bazy danych oraz darmowe
programy informatyczne wykorzystywane w analizach omicznych.
Specyficzne efekty ksztalcenia:
Po ukonczeniu kursu studenci powinni potrafic:
1. opisa¢ podstawowe mechanizmy zwigzane z procesem jonizacji zwigzkow, ich rozdziatu
oraz detekcji z wykorzystaniem spektrometrii mas;
2. opisa¢ podstawowe zalozenia tandemowej spektrometrii mas, jej zastosowanie oraz
dedykowang aparature¢ analityczna,
3. przeprowadzi¢ identyfikacje zwigzkdéw na podstawie widm masowych;
4. opisa¢ zasadg rozdzialu, optymalizacji i wykrywania zwigzkow przy uzyciu chromatografii
cieczowej, gazowej oraz elektroforezy kapilarnej;
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5. przewidzie¢ jak zmiana parametrow wptynie na rozdzial chromatograficzny prowadzony z
wykorzystaniem tych metod;

6. opisa¢ budowe i zasade¢ dzialania modutdéw wchodzacych w sktad zestawu stanowigcego
potaczenie modutu separacyjnego i spektrometru mas;

7. wybra¢ najodpowiedniejsza metodologic w celu efektywnego rozdziatu 1 detekcji
analizowanych zwigzkow;

8. dokona¢ wyboru zestawu aparatury analitycznej i uzasadni¢ ten wybdr w oparciu 0
wydajno$¢ oraz wymagania jakie determinujg poszczegolne podejécia ,,omiczne”.

I11. Spis tresci

Modul 1 — Zastosowanie metod laczacych techniki separacyjne ze spektrometria
mas w haukach biomedyczno-farmaceutycznych
I. Wprowadzenie

Il. Zalozenia i efekty ksztalcenia
III. Spis tresci
1. Spektrometria mass
1.1. Wprowadzenie
1.2. Metody jonizacji probek biologicznych w spektrometrii mas
1.3. Typy analizatoréw stosowanych w spektrometrii mas
1.4. Tandemowa spektrometria mas
1.5. Interpretacja widm masowych
2. Techniki separacyjne sprz¢zone ze spektrometrig mas
2.1. Chromatografia cieczowa — spektrometria mas (LC-MS)
2.1.1.Wprowadzenie do LC-MS
2.1.2. Teoretyczne podstawy chromatografii cieczowej
2.1.2.1. Proces rozdzialu chromatograficznego
2.1.2.2. Chromatografia w normalnym uktadzie faz (NP)
2.1.2.3. Chromatografia w odwroconym uktadzie faz (RP)
2.1.2.4. Chromatografia oddzialywan hydrofilowych (HILIC)
2.1.2.5. Chromatografia jonowymienna
2.1.3. Moduty systemu LC-MS
2.2. Chromatografia gazowa — spektrometria mas (GC-MS)
2.2.1. Wprowadzenie do GC-MS
2.2.2. Podstawy teoretyczne GC-MS
2.2.2.1. Proces chromatograficzny
2.2.2.2. Kolumny chromatograficzne
2.2.2.3. GCxGC/MS
2.2.2.4. Przygotowanie probek do analizy chromatograficzne;.
Derywatyzacja.
2.2.3. Polaczenie GC-MS
2.3. Elektroforeza kapilarna — spektrometria mas (CE-MS)
2.3.1. Wstep do CE-MS
2.3.2. Teoretyczne zasady techniki CE-MS
2.3.2.1. Kapilarna elektroforeza strefowa
2.3.2.2. Micelarna chromatografia elektrokinetyczna
2.3.2.3. Elektrochromatografia kapilarna
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2.3.2.4. Kapilarna elektroforeza zelowa
2.3.2.5. Aparatura
3. Czgs$¢ praktyczna
3.1. Rejestracja widm masowych ESI-MS
3.2. Rejestracja widm masowych ESI-MS/MS
3.3. Interpretacja widm masowych
3.4. Wykorzystanie metody GC-MS w trybie pracy monitorowania pojedynczych
jonow
3.5. Wykonanie analiz przy uzyciu metody HPLC-MS oraz konfiguracja
parametréw dla trybu data dependent MS/MS

1. Spektrometria mas

1.1. Wprowadzenie

W ostatnich latach dokonat si¢ ogromny postep zwigzany z rozwojem spektrometrii mas
(MS), jako techniki analitycznej. Dlatego obecnie technika ta jest szeroko stosowana do
identyfikacji biatek, lipidow i metabolitow drobnoczasteczkowych oraz ilosciowej oceny ich
zawartosci w materiale biologicznym. Zastosowanie ulepszonych technik jonizacji probek,
fragmentacji zwiazkoéw oraz pojawienie si¢ bardziej czutych i doktadniejszych analizatorow
spowodowato, ze spektrometria mas pozostaje w $cistym zwigzku z naukami o zyciu. Do tego
przyczynit si¢ rowniez znaczny rozwoj technik separacyjnych stosowanych w potaczeniu ze
spektrometriag mas. Z uwagi na powyzsze tematyka prowadzonych zaje¢ oparta bedzie o
zagadnienia zwigzane Z nowoczesng Spektrometrig mas oraz jej praktycznym wykorzystaniu
w polaczeniu z réznymi technikami separacyjnymi.

Spektrometria mas jest wyspecjalizowang technika analityczna pozwalajaca na doktadne
okreslenie masy badanego zwiazku, jego budowy strukturalnej jak rowniez ilosci w badanym
materiale. Procedura analityczna oparta o technike MS obejmuje kilka etapéw poczgwszy od
jonizacji probki w zrodle, przez rozdzielenie powstatych jonéw w analizatorze w oparciu 0
stosunek ich masy do tadunku (m/z), nastepnie ich identyfikacj¢ w detektorze oraz
interpretacje widm masowych, stanowigcych koncowy wynik przeprowadzonych analiz. Z
kolei tandemowa spektrometria mas (MS/MS), dzigki sfragmentowaniu wyizolowanych
jonéw analitu, umozliwia uzyskanie dodatkowych szczegotowych informacji na temat ich
struktury.

1.2. Metody jonizacji prébek biologicznych w spektrometrii mas

Istnieje kilka metod jonizacji zwigzkow organicznych umozliwiajacych ich analize
technikg MS. Jonizacji elektronowa (EI - Electron impact ionization) stanowi tradycyjng juz
metod¢ uzywana do jonizacji lotnych zwiazkow, charakteryzujacych si¢ niska masa
czasteczkowa. Zwiazki jonizowane przy uzyciu tej metody oprocz lotnosci powinny réwniez
charakteryzowac si¢ wysoka odpornoscig na zmiany temperatury. W chwili obecnej ten typ
jonizacji stosowany jest przede wszystkim w potaczeniu z chromatografiag gazowg (GC - gas
chromatography).
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Rycina 1.1. Jonizacja i fragmentacja w zrodle typu EI.

W metodzie tej dochodzi do jonizacji czasteczki zwiazku znajdujacego si¢ w fazie
gazowej poprzez bombardowanie jej rozpedzonymi elektronami. Efektem procesu jest takze
fragmentacja zwiazku, co z kolei umozliwia jego doktadng identyfikacj¢ dzigki istnieniu
bibliotek widm fragmentacyjnych zwigzkéw, uzyskanych przy uzyciu tego typu jonizacji.
Sam mechanizm jonizacji metodg El polega na oderwaniu pojedynczego elektronu od
czasteczki  zwigzku, dzieki czemu powstaje kationorodnik (M*), ktorego stosunek m/z
liczbowo odpowiada masie molekularnej zjonizowanego zwigzku (Rycina 1.1).

Podstawowg wadg tego typu jonizacji jest fakt, ze analizowane zwigzki muszg by¢ lotne,
co w konsekwencji wyklucza analiz¢ zwigzkow polarnych, nielotnych oraz labilnych
termicznie, chyba, ze zostang one poddane derywatyzacji majacej na celu uzyskanie ich
lotnych pochodnych. Kolejnym podstawowym ograniczeniem jonizacji elektronowej jest
fragmentacja zwiazku, skutkiem czego jest brak obecnosci jonu molekularnego
analizowanego zwigzku na widmie masowym. W konsekwencji wazna informacja analityczna
dotyczaca doktadnej masy zwigzku zostaje utracona. Z uwagi na tg niedogodnos¢ pod koniec
lat osiemdziesigtych opracowano dwie nowe metody jonizacji typu elektrosprej (Electrospray
ionization ESI) oraz laserowa jonizacja wspomagana matrycg (MALDI - matrix-assisted laser
desorption ionization). Obie metody w odrdéznieniu od metody El pozwalaja na jonizacjg
nielotnych oraz labilnych termicznie zwigzkoéw organicznych, dzigki czemu obecnie sg one
najczesciej stosowanymi metodami jonizacji zwigzkow wielkoczasteczkowych takich jak
biatka czy peptydy. Z uwagi na fakt, ze gléwnym jonem powstajacym w wyniku procesu
jonizacji jest jon molekularny, a fragmentacja zachodzi w znikomym stopniu, MALDI i ESI
zaliczane sg do tzw. ,,migkkich” metod jonizacji (soft ionization techniques). Najwigksza
zaleta obu metod jest pomini¢cie etapu derywatyzacji zwigzkoéw, co niezbegdne jest w
przypadku analiz technikag GC-MS.

Zarébwno metoda ESI jak i MALDI roznig si¢ znacznie pod wzglgdem mechanizmu
jonizacji od metody El. W przypadku ESI za powstawanie jonéw odpowiedzialne jest
wysokie napigcie przytozone do metalowe] kapilary, przez ktorg przeptywa faza ruchoma
zawierajgca analizowany zwigzek. Wysokie napiecie powoduje, ze w zrodle ESI powstaje
rozproszony stozek natadowanych na powierzchni kropli (spray), ktore nastgpnie ulegaja
desolwatacji, w wyniku czego krople staja si¢ coraz mniejsze przeobrazajac si¢ W Kilka
znacznie mniejszych kropli dzigki tzw. “wytadowaniom Coulomba” bedacych skutkiem
odpychania si¢ jednoimiennych tadunkéw zgromadzonych na powierzchni kropli (Rycina
1.2). Efektem koncowym calego procesu jest wytworzenie naladowanych jonoéw analitu
rozproszonych pod ci$nieniem atmosferycznym w fazie gazowe;j.

Gtowng zaletg ESI jest jonizacja zachodzaca bezposrednio w roztworze, dzigki czemu
termolabilne zwigzki nie ulegajac jednoczesnej degradacji. Szybkos¢ przeptywu fazy
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ruchomej ma istotny wptyw na efektywno$¢ jonizacji w zrédle ESI. Najbardziej efektywna
jonizacja ma miejsce, gdy predko$¢ przepltywu fazy ruchomej w systemie stanowigcym
polaczenie chromatografu cieczowego ze spektrometrem mas, zawierajagcym zrodto ESI (LC-
ESI-MS) zawiera si¢ w przedziale od 5 do 100 pL min™. Najczeéciej stosowang faza ruchomg
przy metodzie ESI jest mieszanina wody z acetonitrylem lub metanolem. Czyste
rozpuszczalniki organiczne, jako ciecze niepolarne nie zapewniajg Wwystarczajaco
efektywnego procesu jonizacji. Dodatek niewielkiej ilosci kwasu octowego lub mrowkowego
(0.1%-1%) do fazy ruchomej wspomaga jonizacj¢ ESI w trybie pozytywnym z uwagi na
zwiekszong tendencje¢ do protonowania zwigzkow. Z kolei dodatek soli (takich jak mréwczan
amonu czy szczawian amonu) znacznie wspomaga zjawisko przechodzenia analitu z
czasteczek obojetnych w jony natadowane ujemnie, dzigki tworzeniu odpowiednich adduktow
z jonami soli.

Rycina 1.2. Mechanizm jonizacji typu elektrosprej (ESI).

Jonizacje MALDI powoduje napromieniowanie probki, wczesniej poddanej krystalizacji
w matrycy, wiazka lasera o odpowiedniej energii w postaci krotkiego nanosekundowego
impulsu. Doktadny mechanizm jonizacji MALDI jest nadal przedmiotem wyjasnien.
Przypuszcza si¢, ze obejmuje on desorpcj¢ probki oraz jej jonizacje na zasadzie transferu
protonu przy udziale zwigzkéow matrycy. Glownymi etapami w procesie jonizacji metoda
MALDI jest rozpuszczenie analitu w roztworze zawierajagcym zwigzki matrycy, ktory
nastepnie jest odparowywany. W kolejnym etapie, odbywajacym si¢ pod pordznig, na skutek
impulsu lasera (Rycina 1.3) dochodzi do desorpciji.

)@ jon
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Rycina 1.3. Mechanizm laserowej jonizacji wspomaganej matrycg (MALDI).
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Kluczowa rolg¢ w procesie jonizacji metoda MALDI spelnia matryca, ktoéra najczgsciej
stanowig matoczasteczkowe zwiazki organiczne, takie jak 2,5-dihydroksybenzoesowy kwas
(DHB), kwas nikotynowy, synapinowy czy kwas 3,5-dimetoksy-4-hydroksycynamonowy.
Dobor matrycy uzalezniony jest od wlasciwosci analitu oraz dlugosci fali S$wiatta
emitowanego przez laser, ktora najczeSciej wynosi 337 nm. Nalezy podkresli¢, ze rodzaj
matrycy decyduje o efektywnosci jonizacji w trybie pozytywnym badz negatywnym.
Przyktadowo DHB nadaje si¢ do analizy lipidow zaréwno W trybie jonizacji pozytywnej jak i
negatywnej, podczas gdy p-nitroanilina  zapewnia  wigkszag czulo$¢  analiz
fosfatydyloetanoloamin w trybie jonizacji negatywne;j.

Zarowno jonizacja MALDI jak i ESI ma szereg wspolnych zalet, posrdd ktorych nalezy
wymieni¢ Wysoka czuto$¢ umozliwiajgca przeprowadzenie analiz probek zawierajacych
pikomolowe ilo$ci analitu. Dodatkowo prosta obstuga tych zrodet powoduje, ze sg one
powszechnie stosowane w przypadku aplikacji majacych na celu przeprowadzenie szybkich
analiz skriningowych. Jesli chodzi o wady, to w przypadku jonizacji MALDI gtowng stanowi
jednoczesna jonizacja czgsteczek analitu oraz zwigzkéw matrycy, co utrudnia interpretacje
widm masowych w zakresie niskich warto$ci m/z (ponizej 800 Da), obejmujacym sygnaty
pochodzace od jonoéw fragmentacyjnych, co w konsekwencji stwarza duzy problem w
doktadnym okresleniu budowy strukturalnej analizowanych zwiagzkow.

Innym typem “jonizacji migkkiej” wykorzystywanej obecnie do jonizacji zwigzkéw
nielotnych jest jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym APCI (atmospheric-
pressure chemical ionization). W przypadku jonizacji APCI podobnie jak w ESI, strumien
fazy ruchomej zawierajacej analit ulega rozproszeniu z utworzeniem matych kropli jak
opisano wyzej. Natomiast gldéwng roznice stanowi mechanizm formowania tych kropli, a w
dalszym etapie rowniez jonow. W przypadku APCI wymaga to zastosowania zardwno
wysokiej temperatury jak i gazu nebulizujacego. Uzyskany aerosol jest nastgpnie poddawany
dziataniu pola elektrycznego znajdujacego si¢ w obszarze gdzie dochodzi do tzw. wytadowan
koronowych (corona discharge), ktore inicjuja szereg procesow takich jak wytworzenie
plazmy gazowej oraz przeniesienie protonu, prowadzacych w konsekwencji do wytworzenia
jonéw w fazie gazowej. Generalnie jonizacja APCI jest zalecana w przypadku zwigzkow
mniej polarnych, natomiast wymoég stosowania duzych szybkosci przeplywu fazy ruchomej
predysponuje do stosowania jej w systemach HPLC wyposazonych w klasyczne kolumny
chromatograficzne. W tabeli 1.1. zebrano podstawowe dane dotyczace réznych metod
jonizacji 1 poréwnano je ze soba.

1.3. Typy analizatorow stosowanych w spektrometrii mas

Widmo masowe stanowi szereg sygnatow, dla ktorych przypisana jest warto$¢ stosunku
m/z (masy do ladunku) jonéw wytworzonych w procesie jonizacji zwigzku. Otrzymanie
widma masowego warunkuje mozliwo$¢ rozdzielenia jonéw o réznych masach oraz
okreslenia ich relatywnej ilosci. W tym celu stosuje si¢ rdzne technologie wykorzystywane
przez analizatory MS, ktore réznig si¢ rozdzielczo$cia, doktadnoscia pomiaru masy,
dynamicznym zakresem pomiaru oraz mozliwoscig przeprowadzania tandemowych
eksperymentow MS/MS lub brakiem takiej mozliwosci. Podstawowe parametry
charakteryzujace analizator MS definiuje si¢ nast¢pujaco:

Rozdzielczos¢ — termin ten w chemii analitycznej odnosi si¢ do roéznych obszarow
zainteresowan i najcze$ciej definiuje mozliwo$¢ rozdzielenia dwoch sygnatéw o bardzo
zblizonych wtasciwos$ciach. Zblizone wtasciwosci sygnatdéw w spektrometrii mas odnosza si¢
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do zblizonych warto$ci stosunku m/z jonow, dlatego rozdzielczo$¢, jak 1 zdolnio$¢
rozdzielcza (RP) w tej technice definiowana jest ponizszymi wzorami:

R =m/4m,
RP = m1/(m2-my),

gdzie R - rozdzielczos¢, RP — zdolno$c rozdzielcza, m — warto$¢ stosunku m/z i Am — roznica
mas, my — warto$¢ stosunku m/z 1zejszego jonu, (M1-Mz) — réznica w wartosci stosunku m/z
nastepujagcych po sobie jondéw (wyrazona w Da) mierzona jako szeroko$¢ piku na
specyficznie zdefiniowanej jego wysokosci; zazwyczaj jest to szeroko$¢ w potowie
wysokosci piku (FWHM - full width at half maximum).

Doktadnosé ( mass accuracy) — daje informacje na temat tego czy zmierzona warto$¢ zgodna jest
z wartos$cig rzeczywista. Doktadno$¢ pomiaru masy w spektrometrii mas okreslana jest jako
btad pomiaru wyrazany w ppm i obliczany na podstawie ponizszego wzoru:

Blqd pomiaru masy (mass error) = (wyliczona teoretycznie doktadna masa monoizotopowa —
doktadna masa zmierzona) / wyliczona teoretycznie doktadna masa monizotopowa x 10°

Analizator zapewniajacy pomiar masy z doktadnoscig okoto + 0.1Da charakteryzuje si¢
doktadno$cig pomiaru masy jednej jednostki (one unit). Zazwyczaj wigksza rozdzielczosé
instrumentu umozliwia doktadniejszy pomiar masy, co w praktyce oznacz lepsze mozliwosci

spektrometru mas do identyfikacji zwigzkow.

Tabela 1.1. Charakterystyka roznych technik jonizacji.

“rad e Zakr Sposob
Lo Analit es wprowadzani Zalety Wady
Jonizacyl mas a probek
zwigzki analiza zwigzkow
drobnoczasteczkowe analiza zwigzkow tylko lotnych -
niepolarne GC nierozpuszczalnych i wymog stabilnosci
lotne ' <1 lub niepolarnych, termicznej,
El i kDa probki brak supresji jonow, zwiazki o niskich
Sta.b' ne ciekle/state tatwa do aplikacji z GC, masach
termicznie, istnienie bibliotek widm czasteczkowych
jonizacja twarda
ol . analiza zwigzkow wymagana
e termolabilnych rozpuszczalnos¢ w
tj. peptydy, <200 LC wielkoczgsteczkowych, polarnych
ESI biatka, KDa lub wysoka czutosé, rozpuszczalnikach, -
cukry, Z roztworu latwa do aplikacji z LC, ~ wrazliwa na obecnos¢
nukleotydy jonizacja migkka soli w probee,
supresja jonéw
o analiza zwigzkow . .
zwiazki polarne: Zwiazki termolabilﬁych szerok; wybor
i . ’ matryc,
MALDI t) .bpeptydy, <500  rozpuszczalne w1e1kocza,stecz'k’owych,_ trudnosci w analizach
iatka, kD tates wysoka czutos¢, mniej iloéciowvch
cukry a W staic) wrazliwe na obecno$é owyen,
! matrycy li 5b supresja Jonow
nukleotydy _soli w probee,
jonizacja migckka
NPT wymagana
A i rozpuszczalnosé
Ppolarne: LC wysokie szybkosci analitow w
APCI t.j. peptydy, <1 lub przeptywu, rozpuszczalnikach
biatka, kDa fatwa do aplikacji z LC, polarnych,
cukry, Z roztworu jonizacja migkka wrazliwa na obecnos¢
nukleotydy soli w probce,

supresja jonow
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Liniowy zakres dynamiczny — definiowany jest jako zdolno$¢ spektrometru mas do
rejestracji przyrostu sygnatu warunkowanego zwickszajaca si¢ iloscig analitu. Zakres
liniowo$ci ma kluczowe znaczenie je$li chodzi o doktadno$¢ pomiaréw, zwlaszcza w
przypadku analiz ilo§ciowych.

Istnieje kilka typow urzadzen uzywanych w spektrometrii mas, ktore umozliwiajg
separacje jonOw z uwagi na r6zng ich mase, zwanych analizatorami, lecz kazdy z nich posiada
zarObwno swoje zalety jak wady. Analizatory mas wykorzystywane do analiz prébek
biologicznych to kwadrupole, putapki jonowe, anlizatory czasu przelotu, oraz wprowadzone
w ostatnich latach putapki jonowe typu orbitrap.

Kwadrupol (Q), jest zbudowany jak jego sama nazwa wskazuje z czterech rownolegle
utozonych pretow, jak zostato to zilustrowane na rycinie 1.4. Do kazdej z dwoch par pretow
kwadrupola, utozonych na przeciw siebie przylozone jest zardwno napigcie state jak i
zmienne. Zastosowanie specyficznych wartosci obu napig¢ pozwala jonom o konkretnej
warto$ci m/z zachowac stabilng trajektori¢ podczas poruszania si¢ wewnatrz analizatora,
dzigki czemu swobodnie go opuszczaja i trafiaja do detektora, podczas gdy pozostate jony
beda usuwane z analizatora. Opisana sytuacja obrazuje podstawowy tryb pracy kwadrupola,
zwany monitorowaniem wybranych jonow SIM (selected ion monitoring), ktory przy
zapewnieniu odpowiedniego stosunku sygnatu do szumu z powodzeniem stosowany jest w
przypadku targetowych analizach ilo$ciowych. Z drugiej strony anlizator typu kwadrupola
moze by¢ wykorzystywany do skanowania w tzw. pelnym zakresie mas (full-scan mode).
Podczas tego trybu pracy na skutek zmiany w czasie stosunku przylozonego statego i
zmiennego napigcia wszystkie jony powstate w Zrodle Sa przepuszczone przez kwadrupol i
trafiaja do detektora w odpowiednim czasie. W wyniku skanowania w pelnym zakresie mas
uzyskiwane jest widmo masowe, ktore w przypadku kwadrupola charakteryzuje si¢ niska
rozdzielczoscia.

detektor
jonow

zrodto jonizacji

Rycina 1.4. Schemat kwadrupulowego analizatora mas (Q).

Putapka jonowa (IT) (ion-trap) jest analizatorem mas, ktory jak sama jego nazwa
wskazuje powoduje uwigzienie jondéw wykorzystujac do tego celu kwadrupolowe pole
magnetyczne. Istnieja dwa typy putapek jonowych 2D i 3D, ktére zatrzymuja jony
odpowiednio w plaszczyznie dwuwymiarowej lub przestrzeni trojwymiarowej. Putapki
jonowe 3D, zwane takze kwadrupolowymi putapkami jonowymi sktadajg si¢ z czterech
elektrod: dwoch pierscieniowych 1 dwoch eliptycznych potaczonych z elektrodami.
Przylozenie do elektrod odpowiedniej wartosci statego napigcia powoduje zatrzymanie jonow
(Rycina 1.5). Wszystkie jony wprowadzone do putapki ze zrodia jonizacji sg w niej
Luwiezione” na skutek dziatania trojwymiarowego kwadrupolowego, zmiennego pola

elektrycznego. W wyniku przylozenia odpowiedniej wartosci napigcia do elektrod
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pier§cieniowych jony o specyficznej wartosci stosunku m/z nie sg zatrzymywane, opuszczaja
putapke i trafiajg do detektora. Zmiana warto$ci napiecia skutkuje tym, ze jony o innych
wartosciach m/z trafiajg do detektora. W przypadku putapki jonowej typu 2D, tzw. liniowej
pulapki jonowej, jony wic¢zione sa na skutek dziatania zmiennego pola elektrycznego
wytworzonego w plaszczyznie dwuwymiarowej. Wewnatrz putapki 2D hamujacy potencjat
jest przytozony do elektrod na poczatku i koncu kwadrupola w celu ograniczenia ruchow
jonéw. Oba analizatory typu pulapki jonowej sg instrumentami o niskiej rozdzielczoSci.
Jednak liniowa putapka jonowa charakteryzuje si¢ wiekszymi mozliwosciami w zakresie
ilosci zatrzymywanych jondéw, jak rowniez szybkosci skanownia. W przypadku obu
analizatorow niezbedny jest hel, jako gaz obojetny, zapewniajacy odpowiednig trajektori¢
ruchu jonéw, jak rowniez w celu przeprowadzenia eksperymentow MS",
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Rycina 1.5. Schemat analizatora mas typu putapki jonowej 3D.

Analizator czasu przelotu (TOF; time-of-flight) (Rycina 1.6) wykorzystuje fakt, ze
predkosc jonow powstatych w zrodle i obdarzonych taka sama energig kinetyczng (Ex), to ich
predkos¢ bedzie zalezna od ich wartosci stosunku m/z, co ujmuje nastepujaca zaleznosé
(Ex=mv?/2z). W praktyce to oznacza, ze Czas jaki potrzebuja te jony na pokonanie drogi
wewnatrz rury analizatora czasu przelotu, roéwniez bedzie zalezal od ich stosunku m/z. W
konsekwencji po uptywie czasu, w trakcie ktorego wszystkie jony dotra do detektora
uzyskiwane jest kompletne widmo masowe analizowanej probki.

napiecie

przyspieszajace
jony, V

m > m, > my

.
é?) ——— C - \\) —— --> ”> Detektor jonow

modut jonizacji separacja jonow
Rycina 1.6. Mechanizm separacji jonow w analizatorze mas czasu przelotu (TOF).

Najwazniejszg zaletg analizatora TOF jest znacznie wyzsza rozdzielczo$¢ w porownani do
potréjnego kwadrupola jak rowniez putapki jonowej, co umozliwia bardziej doktadny pomiar
stosunku m/z. Rozdzielczos¢ w przypadku analizatora TOF determinowana jest mozliwoscia
zmierzenia nawet znikomych réznic w czasie, w ktorych do detektora trafiajg jony o zblizonej

warto$ci m/z. Mozliwo$¢ pomiaru tych rozbieznosci w czasie mozna zwigkszy¢ poprzez
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zwigkszenie dlugosci rury czasu przelotu, co w konsekwencji wydluzy czas jaki jony
potrzebuja na pokonanie dystansu od zroédlta do detektora. Innym rozwigzaniem
pozwalajacym na zwigkszenie rozdzielczosci jest zastosowanie w analizatorach TOF
zwierciadet, zwanych reflektronami, umieszczanych na koncu rury czasu przelotu. Wigzka
jonoéw jest odbijana od reflektronu wydtuzajagc w ten sposdb dwukrotnie droge wedrowki
jonéw. Reflektron dodatkowo zwigksza rozdzielczo$¢ analizatora poprzez zmniejszenie
rozproszenia energii kinetycznej. Inng dodatkowa zaletg analizator6w TOF jest duza szybkos¢
skanowania, ktorg ogranicza jedynie czas jaki jest potrzebny najci¢zszym jonom na dotarcie
do detektora. Kolejng istotng zaletg liniowego analizatora TOF jest brak ograniczenia zakresu
mierzonych mas, co jednocze$nie predysponuje uzycie tego analizatora do analiz np.
nietknietych, catych biatek.

Na przestrzeni ostatnich lat opracowano nowy typ analizatora nazwanego orbitrap, ktory
stanowi modyfikacj¢ putapki jonowej. Analizator typu orbitrap, sktada si¢ z dwoch elektrod,
centralnej - wewngtrznej oraz zewnetrznej, ktorych ksztatt przypomina zwezajace si¢ beczki.
Jony wigzione sa wewnatrz analizatora wokot centralnej elektrody, natomiast wartosci m/z
obliczane s3 na podstawie tranasformacji Fouriera w oparciu o czestotliwos¢ oscylacji
zatrzymywanych jonoéw. Ten typ analizatora charakteryzuje si¢ wysoka rozdzielczoscig rzedu
powyzej 500,000 FWHM (full width at half maximum), wysoka doktadnoscig pomiaru masy
(<1pp z wewnetrzng kalibracja) oraz wysoka czutoscig. Jako podsumowanie, tabela 1.2
przedstawia poréwnanie podstawowych parametrow réznych analizatoréw stosowanych w
spektrometrii mas.

Tabela 1.2. Pordwnanie parametrow roznych analizatoréw mas.

Analizator Q IT TOF Orbitrap
Szybko$¢  zbierania
danych (Hz) 2-10 2-10 10-100 1-18
Dokladno$¢ pomiaru - 8 10 )
(ppm) niska niska 1-102 ppm 1-5 ppm
Zakres pomiaru <3000 <6000 <100,000° <6000
(m/z)
Rozdzielczos¢ jednostka jednostka <50,0002 <500,000°
duza szybkos¢ duza doktadno$¢
tatwa aplikacja skanowania, pomiaru masy,
r6m E 'r'dJ‘} ]atwa aplikacj.a szeroki zakres mOZhWOéé analizy \%%
0z O}rlﬁz ai-? ¢ ro6znych technik mas, dwoch polaryzacjach
Zalety J I, jonizacji, duza dokladnosé jednoczesnie,
szerszy zakres MSP : wysoka czuto$¢,
dynamiczny pomv:/?/rs%gasy’ wysoka
rozdzielczo$é rozdzielezosé
niska rozdzielczos¢, roz dgiizlkcazoéé
mata doktadnos¢ mala ’ mniejsza szybko$¢
pomiaru masy, A wezszy zakr skanowania w
. ki Yy NS ; A
Wady waski zakres mas, pglr?]i a?ljl I:T(]);gy, dynamiczny ~ porownaniu z QTOF,
mata szybko$¢ waski zakres W porownaniu wezszy zakres
skanowania, mas doQ dynamiczny w
MS/MS wymaga mata szybkosé poréownaniu do Q
kilku analizatorow skanowania

a) w hybrydowej/reflektronowej konfiguracji; b) rozdzielczos¢ robocza (FWHM)
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1.4. Tandemowa spektrometria mas

Tandemowa spektrometria mas (MS/MS) jest definiowana jako technika, ktora obejmuje
jednoczesnie dwa eksperymenty MS, pomiedzy ktorymi ma miejsce fragmentacja jonow.
Analizy MS/MS moga by¢ prowadzone jedynie przy wykorzystaniu tandemowych
spektrometréw mas, ztozonych z dwoch oddzielnych analizatoréw mas. Oba moduty
analizatorOw przedzielone sa komorg zawierajaca gaz kolizyjny, w ktorej dochodzi do
fragmentacji jonow metoda dysocjacji indukowanej kolizyjnie CID (collision-induced
dissociation). Tandemowe eksperymenty MS wykorzystywane sa przede wszystkim do
targetowych analiz ilosciowych, w ktorych duza doktadno$¢ pomiaru masy jak i wysoka
rozdzielczo$¢ nie jest wymagana, jak rowniez analiz jakoSciowych majacych na celu
identyfikacje zwiazkow.

Tandemowym spektrometrem mas najczeSciej wykorzystywanym do targetowych
oznaczen ilosciowych jest potrdjny kwadrupol (QqQ). Ten spektrometr masowy jak sama
nazwa wskazuje sktada si¢ z trzech analizatorow kwadrupolowych (Rycina 1.7), z czego w
rzeczywistosci drugi kwadrupol (Q2) stanowi komora kolizyjna (q), w ktérej dochodzi do
dysocjacji jonéw indukowanej kolizja z czgsteczkami gazu obojetnego (CID). Zatem w
drugim module (Q2) potréjnego kwadrupola, jony wybrane z pierwszego kwadrupol (Q1),
ulegajg fragmentacji, a powstale jony fragmentacyjne transmitowane sa do trzeciego
kwadrupola (Q3).
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Rycina 1.7. Tandemowa spektrometria mas w oparciu o dziatanie potrdjnego kwadrupola.

Oprocz potrdjnego kwadrupola innymi powszechnie stosowanymi tandemowymi
spektrometrami mas, sg spektrometry hybrydowe, wykorzystujace potaczenie roznego rodzaju
analizatorow. Typowym przykladem hybrydowego spektrometru mas jest polaczenie
kwadrupola z analizatorem czasu przelotu (QqTOF) (z ang. quadrupole time-of-flight) czy
potaczenia kwadrupola z analizatorem orbitrap (QqOrbitrap). Przyktadem innego znanego
tandemowego spektrometru mas jest putapka jonowa, w ktorej wszystkie etapy analizy w
trybie MSMS odbywaja si¢ w obrgbie jednego analizatora (putapki jonowej). W przypadku
putapek jonowych wykorzystywane sg inne mechanizmy fragmentacji, przede wszystkim
oparte o zjawisko dysocjacji zwiazanej z przeniesieniem elektronu (ETD - electron-transfer
dissociation) lub dysocjacji bedacej wynikiem wysokoenergetycznych kolizji (HCD - higher-
energy collisional dissociation).

Wyré6znia si¢ cztery gtowne typy analiz w trybie MS/MS, ktére mozna przeprowadzi¢
przy uzyciu tandemowych spektrometrow mas, z €zego trzy z nich mozliwe sg tylko przy
zastosowaniu potrojnego kwadrupola:

Skanowanie jonow wtornych (product-ion scan): w pierwszym module tandemowego
spektrometru mas (Q1l) wybierane sg jony molekularne oznaczanego zwiagzku.
Wyselekcjonowane jony poddawane sa nastgpnie fragmentacji w komorze kolizyjnej (q) na
skutek zderzen z czgsteczkami gazu kolizyjnego. W trzecim kwadrupolu (Q3) uzyskiwane
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jest widmo fragmentacyjne w wyniku skanowania jondw potomnych powstatych w komorze
kolizyjnej. Ten typ analizy moze by¢ przeprowadzony przy uzyciu wszystkich dostepnych
rodzajow tandemowych spektrometrow mas.

Skanowanie jonoéw pierwotnych/macierzystych (z ang. precursor-ion scan): trzeci
kwadrupol (Q3) przepuszcza jedynie jony fragmentacyjne o znanych wartosciach m/z,
podczas gdy pierwszy kwadrupol (Q1) pracuje w trybie skanowania w zadeklarowanym
zakresie mas przepuszczajac wszystkie jony prekursorow, ktore w kolejnym etapie ulegaja
fragmentacji w komorze kolizyjnej (g). Detektor rejestruje sygnal, tylko wtedy gdy jon
przepuszczony przez modut Q1 po sfragmentowaniu daje jon fragmentacyjny selektywnie
przepuszczany przez modut Q3. Skanowanie jonéow pierwotnych mozliwe jest tylko przy
uzyciu tandemowego spektrometru mas typu potrojnego kwadrupola.

W trybie skanowania utraty czgsteczki obojetnej (neutral loss scan mode), oba
kwadrupole Q1 i Q3 pracujg w trybie skanowania, przepuszczajac jony tylko wtedy gdy
roznica w ich wartosciach m/z odpowiada masie neutralnej czasteczki utraconej w wyniku
fragmentacji w komorze kolizyjnej (q). Jony potomne, ktore powstaly na skutek utraty innej
masy niz masa wybranej neutralnej czasteczki np. wody, nie sg przepuszczane przez Q3 do
detektora. Ten typ tandemowego eksperymentu przeprowadzi¢ mozna tylko przy uzyciu
potrdjnego kwadrupola.

Monitorowanie reakcji wielokrotnych/nastgpczych MRM (multiple reactions monitoring)
oraz monitorowanie wybranych reakcji fragmentacji SRM (selected reaction monitoring) sa
typowymi trybami pracy tandemowego spektrometru mas, wykorzystywanymi do analiz
ilosciowych. W trybie SRM monitorowane jest przejscie jonu molekularnego w jon potomny
powstaly w wyniku fragmentacji, wyselekcjonowany jako specyficzny fragment czasteczki
jonu molekularnego. Taki tryb pracy uzyskiwany jest w chwili gdy w poszczegolnych
kwadrupolach przepuszczane sa tylko pojedyncze, wyselekcjonowane dwa jony. Jon
prekursora wybierany jest przez modut Q1, a charakterystyczny jon fragmentacyjny przez
modut kwadrupola Q3. Zasada pracy spektrometru w trybie MRM jest taka sama jak w trybie
SRM, z t3 réznicg, ze monitorowanych jest wigcej niz jedna para jondw prekursor —
charakterystyczny  fragment.  Pofaczenie rozdzialu  chromatograficznego  metoda
chromatografii cieczowej z identyfikacja zwigzkow przy uzyciu tandemowego spektrometru
mas pracujacego w trybie SRM/MRM pozwala na znaczne zwigkszenie specyficznosci
pomiaru dzigki wyeliminowaniu par prekursor — charakterystyczny fragment,
odpowiadajacych jonom pochodzacym od innych substancji obecnych w analizowanej
probce. Podstawowa wadg tego trybu pracy jest brak mozliwosci jego zastosowania do
globalnych analiz specyficznych zwigzkéw, gdy nie mozna przyporzadkowaé im pary
charakterystycznych jonoéw prekursor - fragment. Z Kkolei detekcja substancji przy
zastosowaniu trybu MRM ma znaczng przewage nad trybem SIM z uwagi na znacznie wyzsza
czuto$é, selektywnos¢ oraz powtarzalnos¢ oznaczen. Dlatego w chwili obecnej tryb MRM
jest powszechnie stosowanym trybem w celu prowadzenia analiz ilosciowych z udziatem
potrojnego kwadrupola, jako detektora masowego.

1.5. Interpretacja widm masowych

W tym rozdziale omowione zostang podstawowe zasady interpretacji widm masowych
otrzymanych przy uzyciu metod jonizacji opisanych w rozdziale 1.2. Na wstepie nalezy
podkresli¢, ze na widmach masowych uzyskanych w wyniku jonizacji elektronowej obecne sg
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jedynie jony natadowane dodatnio, co odrdoznia te widma od widm uzyskanych technikami
MALDI, ESI czy APCI, przy uzyciu ktorych mozliwa jest rowniez jonizacja negatywna.

Specyficzng cechg jonizacja ESI, jest tworzenie jonéw natadowanych wielokrotnie.
Liczba powstajacych tadunkoéw na czasteczce zwiagzku zalezy od jego struktury, a konkretnie
liczby grup, w ktore moga przyjac¢ lub utraci¢ proton podczas odpowiednio pozytywnej lub
negatywnej jonizacji. Zjawisko to ma kluczowe znaczenie podczas interpretacji widm
masowych zwigzkoéw wielkoczasteczkowych takich jak np. natywne biatka (Rycina 1.8),
podczas gdy zwigzki o niskich masach czasteczkowych zazwyczaj posiadajg znacznie mniej
potencjalnych miejsc, gdzie mogloby dojs¢ do protonacji/deprotonacji. Dlatego widma
masowe zwigzkow 0 niskich masach czasteczkowych z reguly nie zawieraja sygnatow
pochodzacych od jondéw wielokrotnie naladowanych.
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Rycina 1.8. Widmo ESI-MS tioredoksyny (12 KDa), jako przyktad widma zwigzku
ulegajacego wielokrotnej jonizacji [Q-Orbitrap, Thermo Fisher, Q Exactive
Plus].

Na widmach masowych ESI zwigzkow o niskich masach czasteczkowych obdarzonych tylko
jednym ugrupowaniem polarnym, jako sygnat o najwigkszej intensywnos$ci obserwowany jest
gtéwnie jon molekularny, odpowiadajacy zazwyczaj jego protonowanej [M+H]* lub
deprotonowanej [M—H]~ formie, dzieki czemu budowe strukturalng takich zwigzkow jest
tatwo przewidzie¢ (Rycina 1.9). Z uwagi na fakt, ze niektore zwigzki jonizujg lepiej w trybie
negatywnym niz pozytywnym i odwrotnie, uzasadnione jest przeprowadzi¢ ich analizy w obu
trybach jonizacji. Dodatkowo mozliwo$¢ tworzenia adduktow z takimi jonami jak Na®, K,
H30", NH4" oraz zwigzkami dodanymi do fazy ruchomej (np. solami w postaci mrowczanow
1 octanow) musi by¢ bezwzglednie brana pod uwage podczas interpretacji sygnaldw na
widmie ESI. Widma masowe otrzymane w wyniku jonizacji APCI i MALDI sg podobne do
widm ESI, poniewaz zazwyczaj jony molekularne sa obserwowane jako gltéwne jony, jak
rowniez prawdopodobienstwo tworzenia przez nie jondw wielokrotnie natadowanych jest
rowniez male.

W dalszej czeg$ci rozdziatu zostanie oméwionych kilka aspektow wykorzystywanych
podczas interpretacji widm masowych. Na widmach masowych mozna obserwowac sygnaty
pochodzace od innych jonéw niz jony molekularne zwigzkoéw. Sygnaty te pochodza od jonow
fragmentacyjnych i ich intensywnos¢ zalezy od wielu czynnikéw takich jak metoda jonizacji,

typ fragmentacji czy obecno$¢ nietrwalych/labilnych ugrupowan w obregbie czasteczki
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zwigzku. W wyniku analiz wykorzystujacych migkka jonizacj¢ zazwyczaj na widmie nie
obserwowane sa jony fragmentacyjne, chyba ze sg prowadzone przy uzyciu tandemowego
spektrometru mas. Z drugiej jednak strony podczas jonizacji elektronowej w analizowane
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Rycina 1.9. Widmo masowe ESI dla anandamidu, otrzymane w trybie pozytywnej jonizacji;
sygnat przy m/z 348.3 odpowiada dodatnio naladowanemu jonowi
molekularnemu [M+H]* anandamidu [Putapka jonowa, Bruker Daltonics,
Esquire 6000].

zwigzki W znacznym stopniu ulegaja w zrodle fragmentacji. Nalezy podkresli¢, ze sposob
fragmentacji zwigzkéw nalezacych do tej samej grupy (np. bialek czy lipidow) jest bardzo
podobny. Dlatego wiedza na temat specyficznych mechanizméw fragmentacji zwigzkow z
danej klasy jest bardzo istotna do ich identyfikacji na podstawie widm masowych.
Przyktadowo zwiazki zawierajace w swej strukturze lancuchy weglowodorowe podczas
jonizacji elektronowej daja na widmie masowym seri¢ sygnatow roznigcych si¢ o 14 Da, co
odpowiada grupie (-CH>-). Z kolei utrata czgsteczki wody oznacza obnizenie o 18 Da
warto$ci m/z jonu molekularnego danej substancji, z ktorej jest ona eliminowana. Jest to efekt
czesto obserwowany w przypadku zwiazkow bogatych w grupy hydroksylowe. Oprocz
przytoczonych przyktadow istnieje wiele innych specyficznych dla réznych grup zwiazkow
mechanizmow fragmentacji, ktore z powodzeniem sg wykorzystywane do ich identyfikacji.

2. Techniki separacyjne sprzezone ze spektrometria mas

2.1. Chromatografia cieczowa - spektrometria mas (LC-MS)

W chromatografii cieczowej zwigzki identyfikowane sg na podstawie ich czaséw retencji
(tr). Niestety w przypadku bardzo ztozonych probek zawierajacych zwigzki o zblizonych
warto$ciach czasu retencji, rozdziat chromatograficzny nie jest wystarczajacy do ich
identyfikacji. W takiej sytuacji istnieje potrzeba dostarczenia wigkszej ilosci informacji,
poprzez zastosowanie dodatkowej techniki, ktora w potaczeniu z rozdzialem
chromatograficznym zapewni wymierny efekt. Poniewaz spektrometria mas w chwili obecnej
stanowi najbardziej czulg technike analityczng, jej polaczenie z chromatografig cieczowa
(LC-MS) w celu identyfikacji zwigzkow jest bardzo porzadane. Jedng z podstawowych zalet
takiego potlaczenia jest zmniejszenie zjawiska supresji jonow, dzieki czemu zwigksza si¢
liczba wykrywanych substancji w porownaniu do sytuacji, w ktorej analizowana probka
wprowadzana jest bezposrednio z pompy strzykawkowej do zrodta jonow bez rozdzielenia
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chromatograficznego zawartych w niej zwiazkow. Spektrometria mas mimo wykorzystania
do analizy bardzo malej ilo$ci analitu, zazwyczaj rzedu piko, a nawet femtogramow jest w
stanie dostarczy¢ jednoczesnej informacji nie tylko na temat masy molekularnej zwigzku, ale
réwniez jego budowy strukturalnej. Dodatkowo MS zapewnia najwyzsza selektywnosé¢ z
uwagi na mozliwos¢ $ledzenia w trakcie analizy procesu fragmentacji jonow poszczegdlnych
zwiazkow. Dlatego tez z uwagi na powyzsze zalety potaczenie LC-MS stanowi idealng
technike stosowang zarowno do analiz iloSciowych jak i jakosciowych.

2.1.1. Wprowadzenie do LC-MS

Polaczenie rozdzialu chromatograficznego mieszaniny analizowanych zwiazkoéw z
mozliwosciami spektrometrii mas do ich bezbtednej identyfikacji posiada wiele zalet. LC-
MS pozwala na rozréznienie dwoch réznych zwiazkow posiadajacych ten sam czas retencji
tr, dzigki réznicom wynikajacym z ich widm masowych. Unikalna specyficznos$¢ i
selektywno$¢ techniki LC-MS pozwala uzyskac¢ precyzyjne wyniki analiz ilosciowych, co w
przypadku zastosowania tylko chromatografii cieczowej bytoby niemozliwe. “Migkkie”
techniki jonizacji (rozdziat 1.2), ktore najczgsciej sa stosowane w polagczeniach LC-MS
zapewniaja analiz¢ bardzo licznej grupy zwiazkéw, z uwzglednieniem zar6wno metabolitow
0 niskich masach czasteczkowych, lekow (0 masie ponizej 1000 Da) jak roéwniez
wielkoczasteczkowych polimeréw, ktoérych masa moze by¢ wigksza niz 10 000 Da.
Spektrometr mas jest jedynym narzedziem analitycznym pozwalajacym na jednoczesne
okreslenie doktadnej masy zwiazkéw jak 1 jego budowy strukturalnej, umozliwiajac w ten
sposOb bezbledng jego identyfikacje. Dodatkowo wysoka selektywnos¢ i specyficznosé¢ jaka
charakteryzuje si¢ spektrometr mas pozwalaja na przeprowadzenie doktadnych i precyzyjnych
analiz iloSciowych.

Pomimo wielu zalet potaczenia chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas istnieje
wiele aspektow, ktore nalezy wzigé pod uwage przed przystgpieniem do analiz z
wykorzystaniem takiego systemu. Przyktadowo rézne zwiazki posiadajg odmienng zdolno$é¢
do jonizacji w danych warunkach analizy, co determinuje r6zng czuto$¢ oznaczen pomimo
tych samych ilo$ci zwigzkow zawartych w analizowanej probce. Dodatkowym ograniczeniem
dla analiz prowadzonych z uzyciem potaczenia LC-MS jest zjawisko zwane supresja jonéw
(ion suppression) wynikajace z tlumienia sygnalu pochodzacego od analitu na skutek
obecnosci innych zwiazkéw wymywanych z kolumny chromatograficznej w tym samym
czasie, co w konsekwencji zmniejsza efektywnos$¢ jonizacji analitu.

2.1.2. Teoretyczne podstawy chromatografii cieczowej

Chromatografic mozna rozpatrywac¢ jako proces rozdzialu zwigzkow zawartych w
mieszaninie umozliwiajacy ich wykrycie oraz identyfikacje. Identyfikacja opiera si¢ o
chromatograficzne parametry retencyjne. Wedtug IUPAC - Migdzynarodowej Unii Chemii
Czystej i Stosowanej (The International Union of Pure and Applied Chemistry) Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) pojecie chromatografii definiowane jest nastepujaco:
“Chromatografia to fizyczna metoda rozdziatu zwigzkow znajdujacych si¢ w dwoch roznych
fazach, z ktorych jedna jest nieruchoma (stanowi faz¢ stacjonarng), a druga (faza ruchoma)
porusza si¢ w okreslonym kierunku. Faza ruchoma opisywana jest jako “poruszajaca faza
przechodzaca w okreslonym kierunku przez lub po powierzchni fazy stacjonarnej”. Faza
ruchoma moze by¢ zarowno ciecza, gazem lub ptynem nadkrytycznym, natomiast faze
stacjonarng moze stanowi¢ ciato state, zel badz ciecz.
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W sktad typowego systemu chromatograficznego wchodza cztery gtowne elementy:
podajnik probek, faza ruchoma, faza stacjonarna oraz detektor. Powszechnie
wykorzystywanych jest kilka technik chromatograficznych, dlatego w zaleznosci od ich
rodzaju znaczenie poszczegélnych elementow skladowych systemu moze by¢ inne.
Podstawowym zadaniem podajnika probek jest wprowadzenie analitu do fazy ciektej, bedacej
odpowiednim uktadem rozpuszczalnikéw. Najczesciej stosowanym rodzajem podajnika
probek jest petla iniekcyjna. Faza ruchoma i stacjonarna sg kluczowymi elementami kazdego
uktadu chromatograficznego odpowiedzialnymi za proces rozdzialu chromatograficznego. W
systemach wysokosprawnej/wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC), faza
ruchoma, ktérg stanowi rozpuszczalnik, badz uktad rozpuszczalnikdéw, przeptywa w systemie
ze stala predkoscig i pod wysokim ci$nieniem (zazwyczaj do 400 barow). Faza stacjonarna
natomiast upakowana jest wewnatrz kolumny chromatograficznej w sposob umozliwiajacy
wytrzymanie wysokich ci$nien.

2.1.2.1. Proces rozdzialu chromatograficznego

Podczas analiz prowadzonych technika HPLC wykorzystywane sa rozne mechanizmy
retencyjne maja miejsce. Niewatpliwie podstawowe oddzialtywania oparte sg o polarnosé
rozdzielanych zwiazkow. Do rozdzielenia zwigzkow zawartych w mieszaninie dochodzi
wtedy gdy wykazuja one inne powinowactwo zarowno do fazy stacjonarnej jak i ruchomej. W
takiej sytuacji czas jaki jest potrzebny na przebycie drogi w systemie od momentu nastrzyku
do wykrycia przez detektor dla kazdego zwigzku bedzie inny. Jesli wszystkie zwiazki obecne
w probce wykazuja powinowactwo tylko do fazy ruchomej i nie oddziatywuja z faza
stacjonarng, nie dojdzie do ich rozdzielenia poniewaz wszystkie w krotkim i1 tym samym
czasie dotrg do detektora. Natomiast w sytuacji gdy wszystkie zwigzki obecne w probce silnie
oddziatywuja z fazg stacjonarng, nie wykazujac przy tym zadnego powinowactwa do fazy
ruchomej, zostang zatrzymane na kolumnie i nie dotrg do detektora. Z tego powodu wiedza
dotyczaca wiasciwosci chemicznych analizowanych zwigzkow jest kluczowa w aspekcie
przeprowadzenia ich rozdzialu chromatograficznego. Jesli wihasciwosci te sa dobrze
scharakteryzowane, odpowiedni dobdor warunkéw chromatograficznych np. wiasciwosci
zastosowanej fazy stacjonarnej badz ruchomej umozliwia uzyskanie satysfakcjonujacego
rozdzialu chromatograficznego. Efektywnos$¢ rozdziatu chromatograficznego jest zalezna od
kilku parametrow zawartych w tabeli 1.3.

Czas retencji (tr), jest to czas potrzebny na wymycie analitu z kolumny do momentu jego
pojawienia si¢ w detektorze. Z uwagi na to, ze dlugos¢ kolumny oraz predkos¢ przeptywu
fazy ruchomej majg wplyw na tr, zostal wprowadzony inny parametr zwany wspolczynnikiem
pojemnosciowym (K). Parametr ten opisuje zalezno$¢ czasu retencji analitu od specyficznego
czasu jaki uplywa do momentu pojawienia si¢ w detektorze substancji nie oddzialtywujacej z
wypetnieniem kolumny (to). Czas to nazywany jest czgsto czasem martwym kolumny. Roznica
pomiedzy tr i to nazywana jest z kolei zredukowanym czasem retencji. Dlatego zalezno$¢
wspolczynnika pojemnosciowego od zredukowanego czasu retencji opisana jest ponizszym
roOwnaniem:

k = (tr — to)/to
Nalezy zwroci¢ uwage na to, ze aby uzyska¢ wystarczajgca rozdzielczo$¢ chromatograficzng
warto$ci K rozdzielanych substancji powinny by¢ w przedziale od 1 do 10. Efektywnos¢
rozdzialu dwoch substancji A 1 B warunkuje wspofczynnik podziatu (o), ktéory z kolei
okreslany jest stosunkiem ich wspotczynnikow pojemnosciowych ks i Ka:
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o = kelka

Tabela 1.3. Parametry warunkujgce rozdziat chromatograficzny.

Parametr

Czas retencji

Czas martwy

Zredukowany czas
retencji

Wspélezynnik
pojemnosciowy
Selektywnos¢
(wspotezynnik podziatu)

Rozdzielczo$é

Liczba potek
teoretycznych

Symbol

tr

to

(tr — to)

Definicja
czas jaki potrzebny jest na wymycie analitu do
momentu pojawienia si¢ w detektorze
czas jaki uptywa do momentu pojawienia si¢ w
detektorze  substancji nie  oddziatywujacej z
wypetieniem kolumny
roznica pomigdzy czasem retencji a czasem martwym

stosunek zredukowanego czasu retencji do czasu
martwego

stosunek wspotczynnikow pojemnosciowych
rozdzielanych substancji
Charakteryzuje rozdzielenie dwoch pikow

chromatograficznych

liczba niewielkich pasm rozmieszczonych wzdhuz
kolumny, w ktéorych dochodzi do réwnowagowego
podziatu substancji miedzy faze stacjonarna i ruchoma

Rozdzial dwoch substancji ma miejsce wtedy gdy istnieje mozliwos¢ detekcji jednego z
nich w obecnosci drugiego. Mozliwos¢ taka opisuje inny parametr chromatograficzny —

rozdzielczos¢, opisany ponizszym réwnaniem:

R= (tg-ta)/0.5(Wa+ Wg)

w ktorym wa i Wg oznaczajg szerokosci u podstawy pikoéw odpowiadajacych rozdzielanym

substancjom A i B. Graficzne zilustrowanie parametrow chromatograficznych opisanych wyzej

przedstawia rycina 1.10.

Detector response

Time

Rycina 1.10. Parametry rozdzialu chromatograficznego w chromatografii cieczowej: to, czas
martwy; ta i ts, czasy retencji substancji A i B; w, szeroko$¢ piku.
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Jesli chodzi 0 kolumng chromatograficzna, jej sprawno$¢ jest podstawowym parametrem
decydujacym o jej wlasciwosciach chromatograficznych. Sprawnos$¢ kolumny, znana takze
pod pojeciem efektywnosci zalezy od liczby pélek teoretycznych (N). Parametr ten z kolei
odnosi si¢ do liczby niewielkich pasm rozmieszczonych wzdhuz kolumny, w ktorych
dochodzi do stanu rownowagi opisujgcego podziatu substancji mi¢dzy faze stacjonarna i
ruchoma. Liczba potek zalezy od dtugosci kolumny (L), podczas gdy inny parametr wysokos¢
putki (H), definiowany jako efektywno$¢ kolumny przeliczang na jednostke dtugosci od L nie
zalezy. Generalna zasada w chromatografii opiera si¢ na zaleznoS$ci, ze im mniejsza wysoko$¢
potki tym lepsza rozdzielczo$¢ chromatograficzna jest uzyskiwana. Podobnie wigksza liczba
polek teoretycznych jest réwniez jak najbardziej pozadana. Zalezno$¢ pomigdzy dwoma
wspomnianymi parametrami opisuje wzor:

H=L/N

Wiasciwosci fazy ruchomej rowniez odgrywaja istotng rolg w procesie rozdziatu
chromatograficznego. Jesli faza ruchoma zapewnia wystarczajacy rozdziat zwigzkow
polarnych, zwigzki mniej polarne bedg dluzej zatrzymywane na kolumnie i odwrotnie.
Natomiast nie zawsze istnieje mozliwos¢ uzyskania dostatecznego rozdziatu z
wykorzystaniem fazy ruchomej sktadajacej si¢ z jednego rozpuszczalnika. Zazwyczaj w takiej
sytuacji nalezy zastosowa¢ uklad dwoch lub wigcej rozpuszczalnikow. Rozdzielenie
zwigzkow uzyskane przy zastosowaniu stalego sktadu fazy ruchomej niezmieniajacego si¢
podczas trwania catej analizy odnosi si¢ do elucji izokratycznej. Natomiast, gdy sktad fazy
ruchomej ulega zmianie w trakcie analizy, mamy wowczas do czynienia z elucjg
gradientowg. W przypadku elucji gradientowej ilo$¢ rozpuszczalnika odpowiedzialnego za
lepsze wymywanie zwigzkow z kolumny zwieksza si¢ w czasie trwania analizy.

Pomimo, mozliwosci zmiany omoéwionych wyzej parametrow chromatograficznych, nie
zawsze udaje si¢ uzyska¢ efektywny rozdzial wszystkich sktadnikow zawartych w
analizowanej probce. Z tego powodu w zaleznosci od charakteru analizowanych zwigzkoéw
oraz polarnosci zarowno fazy stacjonarnej jak i ruchomej, w praktyce stosuje si¢ kilka
uktadéw chromatograficznych scharakteryzowanych w tabeli 1.4.

Tabela 1.4. Poréwnanie roznych uktadéw chromatografii cieczowe;.

Rodzaj rozdzielanych

Uklad LC Faza ruchoma Faza stacjonarna .
zwiazkow
NP rozpuszczalniki organiczne: = krzemionka, aminowa, zwiazki organiczne nie
dichlorometan, octan etylu | cyjankowa, diol rozpuszczalne w wodzie
ep woda/rozpuszczalnik C18, C8, C4, cyjankowa, zwiazki niepolarne,
organiczny aminowa stabe kwasy i zasady
acetonitryl z woda, polarna, czysta krzemionka | zwiazki polarne
HILIC  dodatki substancji
jonowych
IEC wodne roztwory buforowe, anionowa lub kationowa, Zwigzki jonowe,
zywice jonowymienne jony nieorganiczne
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2.1.2.2. Chromatografia w normalnym ukladzie faz (NP)

Rozdziat chromatograficzny w normalnym uktadzie faz uzyskiwany na skutek polarnych
oddzialywan rozdzielnych zwigzkow z fazg stacjonarng, stanowigcej wypeknienie kolumny.
Pojecie “normalny” uktad faz odnosi si¢ do uktadu, w ktorym faza stacjonarna jest polarna,
natomiast faza ruchoma jest niepolarna. Podczas procesu chromatograficznego w normalnym
uktadzie faz, zwiazki bardziej polarne sa dtuzej zatrzymywane na kolumnie, natomiast dzigki
zwigkszaniu polarno$ci rozpuszczalnikow, uzywanych w roli fazy ruchomej, mozliwe jest
skrocenie czasow retencji rozdzielanych substancji. Im bardziej polarne rozpuszczalniki
zostang uzyte do analizy, tym Szybciej zwigzki zostang wymyte z kolumny.

Niemodyfikowana krzemionka z wolnymi grupami silanolowymi na jej powierzchni, jako
grupami funkcyjnymi jest podstawowym wypetnieniem kolumn powszechnie stosowanym w
chromatografii w uktadzie NP. Faz¢ ruchomg z Kolei najczesciej stanowig takie
rozpuszczalniki jak dichlorometan, octan etylu, lub inne nie mieszajac e si¢ z woda
rozpuszczalniki. Z praktycznego punktu widzenia, glownym powodem stosowania
chromatografii NP jest oddzielenie frakcji zwigzkéw polarnych od zwiazkow niepolarnych,
poprzez zwigkszenie retencji polarnych substancji przy jednoczesnym wymyciu z kolumny
zwigzkow hydrofobowych, ktore nie sg na niej zatrzymywane. Nalezy rowniez podkresli¢, ze
chromatografia NP ma zastosowanie do rozdzielania izomeréw geometrycznych oraz
ro6znigcych si¢ potozeniem podstawnikow.

2.1.2.3. Chromatografia w odwréconym ukladzie faz (RP)

Chromatografia ~w  odwroconym  ukladzie faz  (reversed-phase)  stanowi
najprawdopodobniej podstawe okoto 60% metod analitycznych wykorzystujacych technike
HPLC. W ukfadzie RP rozdziat chromatograficzny ma miejsce dzigki oddziatywaniom
zwigzkow zawartych w probce z niepolarng fazg stacjonarng oraz polarng faza ruchoma. Faza
ruchoma jest znacznie bardziej polarna w pordwnaniu do fazy stacjonarnej, dlatego z
kolumny chromatograficznej zwigzki polarne wymywane s3 w pierwszej kolejnosci, a
nastepnie zwiagzki mniej polarne. W  chromatografii w ukladzie RP rozdziat
chromatograficzny oparty jest o roznice w hydrofobowosci obecnych w analizowanej
mieszaninie sktadnikow.

Istnieje kilka rodzajow faz stacjonarnych wykorzystywanych w wyokosprawnej
chromatografii cieczowej RP. Z reguly wypehienie kolumn chromatograficznych RP stanowi
krzemionka, na powierzchni ktérej sg zwigzane kowalencyjnie dtugotancuchowe
weglowodory. Najbardziej uniwersalng 1 zarazem najbardziej popularng faza stacjonarng jest
faza zawierajaca grupy oktadecysilanowe (C18 lub ODS). Natomiast typowa fazg ruchoma
stosowana w chromatografii RP jest uktad dwoch rozpuszczalnikow, z czego jeden stanowi
woda, a drugi rozpuszczalnik organiczny, w roli ktérego najczgsciej stosowany jest metanol
lub acetonitryl. Chromatografia cieczowa w uktadzie RP jest uniwersalna technika z uwagi na
fakt, ze umozliwia podczas jednej analizy jednoczesny rozdziat niepolarnych zwigzkoéw i
substancji o charakterze jonowym.

Jesli chodzi o analize probek biologicznych chromatografia NP i RP wykorzystywane sg
W odmienny sposob. Przyktadowo rozdziat fosfolipidow na klasy przy uzyciu kolumn NP,
mozliwy jest z uwagi na obecno$¢ w obrgbie ich struktury tzw. ,,gléw” polarnych (polar
head), podczas gdy roznica w hydrofobowosci ich tancuchow kwasow tluszczowych,
determinuje ich rozdziat przy zastosowaniu kolumn RP. Ponadto gradientowa chromatografia
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cieczcowa w uktadzie RP jest z powodzeniem wykorzystywana w metabolomice do
profilowania metabolitow.

2.1.2.4. Chromatografia oddzialywan hydrofilowych (HILIC)

Chromatografia oddziatywan hydrofilowych  (HILIC) (hydrophilic interaction
chromatography) jest rozwini¢gciem chromatografii w uktadzie faz normalnych. W HILIC
stosuje si¢ polarne wypelnienia kolumn chromatograficznych oraz uktad rozpuszczalnikow
typowy dla chromatografii RP, najcz¢éciej acetonitryl z niewielka iloscia wody. Do fazy
ruchomej dodawane sa sole octanu amonu lub mrowczanu amonu w celu zwigkszenia jej
polarno$ci oraz sity jonowej, natomiast wypehienie kolumn chromatograficznych typu
HILIC stanowi czysta krzemionka, lub krzemionka ze zwigzanymi na jej powierzchni
grupami aminowymi bagdz amidowymi.

Mechanizm rozdzialu w chromatografii HILIC jest ztoZzony i oparty o zjawisko ekstrakcji
w uktadzie rozpuszczalnik - rozpuszczalnik na granicy faz wytworzonej pomiedzy warstwa
wody na powierzchni polarnego wypeklienia a rozpuszczalnikiem organicznym fazy
ruchomej. Rozdzial chromatograficzny z uzyciem techniki HILIC polega na tym, ze zwiagzki
polarne zatrzymywane sg na kolumnie, podczas gdy zwigzki mniej polarne obecne sg przede
wszystkim w fazie ruchomej. Zastosowanie rozpuszczalnikow organicznych w chromatografii
typu HILIC, jest korzystne w aspekcie jej potaczenia ze spektrometrig mas. Rozpuszczalniki
organiczne obecne w fazie ruchomej dodatkowo zwigkszaja czuto$¢ analiz MS dzigki
ograniczeniu zjawiska supresji jonow.

2.1.2.5. Chromatografia jonowymienna

Chromatografia jonowymienna (IEC) (ion-exchange chromatography) zapewnia rozdziat
jonow lub substancji wykazujacych zdolnos¢ do przechodzenia w jony. W chromatografii tej
jako faza stacjonarna wykorzystywane sg materialy zawierajace jonowe grupy funkcyjne,
obdarzone przeciwnym tadunkiem anizeli jony rozdzielanych substancji. Dlatego anionowe
wypetnienie kolumny chromatograficznej stosowane jest przy rozdziale mieszaniny kationow
lub zwigzkéw natadowanych dodatnio, podczas gdy wypelnienie kationowe zapewnia
rozdzial mieszaniny anionow lub zwigzkow natadowanych ujemnie. W chromatografii IEC
faza ruchoma jest wysoce polarna, dlatego najczesciej stanowi jag woda z dodatkiem soli lub
wodny roztwdr buforowy. Zwigkszanie sity jonowej fazy ruchomej jest podstawowym
czynnikiem odpowiedzialnym za wymywanie rozdzielanych substancji z kolumny.

Chromatografia ~ jonowymienna  jest  stosowana do  rozdzialu = zardéwno
drobnoczasteczkowych jak i nieco wigkszych zwigzkow 0 znaczeniu biologicznym takich jak
aminokwasy, kwasy karboksylowe czy aminy. Niestety nalezy pamig¢ta¢ o tym, ze z uwagi na
zjawisko supresji jonow skutecznie wspomagane duza moca jonowa fazy ruchomej IEC,
bezposrednie potaczenie tej techniki separacyjnej ze spektrometria mas jest trudne do
realizacji.

2.1.3.Moduly systemu LC-MS

Schemat blokowy typowego systemu chromatografii cieczowej przedstawiono na rycinie
1.11. Zawiera on nast¢pujace moduty:
a) Pompa

Glownym zadaniem pompy, jako serca kazdego systemu chromatograficznego, jest
zapewnienie stabilnego przeptywu fazy ruchomej, ktorego szybko§¢ warunkuja parametry
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kolumny chromatograficznej, rodzaj zrédta jonizacji oraz typ spektrometru mas tworzacych
razem potacznie LC-MS. Przyktadowo predkos¢ fazy ruchomej rzedu 0.2 — 0.4 mL/min jest
zazwyczaj stosowana w systemach wyposazonych w zrodto ESI i kolumne UPLC o $rednicy
2.1 mm, podczas gdy szybko$¢ przeplywu 1 ml/min. jest preferowana w przypadku i zrédia
APCI i konwencjonalnej kolumny HPLC o $rednicy 4.6 mm.

W przypadku polaczenia LC-MS istotne jest, aby pompa nie generowata zadnej pulsacji,
co utrudniatoby odczyt i interpretacje wynikow otrzymywanych w postaci chromatogramow.
Ponadto, powstawaniu pecherzykow powietrza w fazie ruchomej zapobiega degazer,
stanowigcy dodatkowy modut chromatografu cieczowego kazdego systemu LC-MS.

Rycina 1.11. Blokowy diagram chromatografu cieczowego (1 — Zbiornik fazy ruchomej, 2 -
pompa, 3 — automatyczny podajnik probek (autosampler), 4 — kolumna
chromatograficzna, 5 - detektor, 6 — rejestrator/komputer).

b) Automatyczny podajnik probek (autosampler)

Obecnie w chromatografach cieczowych stosowany jest jeden typ podajnika probek, w
postaci iniekcyjnej lub zaworu dozujacego (loop injector lub valve injector). Proces
dozowania polega na tym, ze probka przy uzyciu strzykawki wprowadzana jest do strumienia
fazy ruchomej wypeliajac jednoczesnie petle dozujaca wykalibrowang na doktadnie
okreslong objetos¢. Kiedy petla jest wypelniona, faza ruchoma pomija jg i jest pompowana
przez zawor do kolumny w celu jej zrownowazenia. W chwili dozowania (nastrzyku) faza
ruchoma przeptywa przez petle, wymywajac jej zawarto$¢ 1 przenoszac probke na kolumne.
Parametry, ktorymi powinien si¢ charakteryzowa¢ kazdy podajnik probek to duza
powtarzalno$¢, doktadnos¢ dozowania oraz konstrukcja zapobiegajaca powstawaniu
pecherzykoéw powietrza w jego uktadzie.

c¢) Kolumny
Kolumny chromatograficzne stosowane w HPLC roznig si¢ migdzy sobg przede

wszystkim Srednica, dtugoscig oraz rozmiarem ziaren fazy stacjonarnej. Typowe kolumny
HPLC sa zdolne wytrzymywac¢ ci$nienie fazy ruchomej przeptywajacej przez wypetnienie
rzedu 400 barow. Ich srednica wynosi 4.6 mm, dtugosé¢ od 100 do 250 mm, natomiast rozmiar
ziaren zawiera si¢ w przedziale od 3 do 5 um. Skonstruowanie i wprowadzenie na rynek
pomp wykorzystywanych w ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC), zdolnych do
pracy pod cisnieniem 1200 bardéw, pozwolito na zmniejszenie S$rednicy ziaren fazy
stacjonarnej, co z kolei znacznie zwiekszylo mozliwosci rozdzielcze kolumn UPLC w
poréwnaniu z tradycyjnymi kolumnami HPLC. Dodatkowa korzyscia, wynikajaca ze
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zmniejszenia wielko$ci ziarna, jest zmniejszenie szybkosci przeptywu fazy ruchomej, co w
praktyce przeklada si¢ na zwigkszenie czuto§¢ oznaczen, oraz obnizenie limitu detekcji,
zwlaszcza w przypadku systemow nano-LC, dla ktérych juz $ladowe ilosci analitu sa
wystarczajace do przeprowadzenia analizy. Znanych jest wiele typow i rodzajow kolumn,
ktorych charakterystyke przedstawia tabela 1.5.

Tabela 1.5. Rodzaje kolumn HPLC i ich nomenklatura.

Typ kolumny Srednica _Wewnf;trzna Optymalna predkosé¢
(i.d.) przepltywu
nano-HPLC (z ang. nanobore) 0.075 mm 0.3 puL/min.
kapilarna 0.5 mm 10 pL/min.

P 1 mm 50 pL/min.
mikrokolumna 2.1 mm 250 pL/min.
HPLC o zmniejszonym ziarnie .

(z ang. narrow(small)-bore column) 9w 500 pL/min.
HPLC 4.6 mm 1250 pL/min.
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Proteome Res., 2015, 14(6):2714-2721.

d) Detektory

Detektory stosowane w chromatografii cieczowej charakteryzuje kilka parametrow takich
jak selektywnos$¢, czulo$¢ oraz limit detekcji. Selektywnosé definiowana jest jako zdolnosé
detektora do wykrycia substancji przy wyeliminowaniu sygnatu pochodzacego od
rozpuszczalnikow oraz innych substancji zawartych w analizowanej probce. Czufosé, ten
termin czgsto stosowany jest zamiennie z limitem detekcji, ktory okresla najmniejsza ilos$¢
substancji jakg detektor jest w stanie wykry¢ w danych warunkach analizy oraz wystarczajaca
na jej ilosciowe oznaczenie. Natomiast czuto$¢ charakteryzuje wielko$¢ sygnatu, jako
odpowiedz detektora w chwili, gdy oznaczana substancja zostanie w nim wykryta. Opisane
parametry charakteryzuja kazda metod¢ analityczng. Nalezy pamigtaé o tym, ze wyzsza
czuto$¢ w praktyce nie przeklada si¢ na obnizenie limitu detekcji, czy tez granicy
wykrywalnos$ci, poniewaz sygnaly pochodzace od zanieczyszczen obecnych w probce
rowniez charakteryzowac si¢ beda wyzsza intensywnoscig.

W chromatografii cieczowej sg stosowane rézne rodzaje detektorow wliczajac w to
detektor absorpcyjny UV, fluorescencyjny, elektrochemiczny, konduktometryczny,
refraktometryczny czy detektor masowy. Z analitycznego punktu widzenia kazdy z
wymienionych detektorow posiada swoje specyficzne zalety oraz wady, dlatego obecnie
najczesciej w potaczeniu z chromatografem cieczowym stosowany jest detektor masowy z
detektorem UV jako pomocniczym. Stosowanie tylko detektora UV ma sens jedynie wtedy,
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gdy dlugos¢ fali odpowiadajagca maksimum absorbcji analizowanego zwiazku (Amax) jest
znana. Wigkszo$¢ zwigzkow organicznych absorbuje $wiatto przy tej samej dtugosci fali,
dlatego detektor UV charakteryzuje niska selektywnos$¢. Niewatpliwie spektrometria mas, jest
technikg zapewniajaca kompletng informacj¢ analityczna, zwlaszcza w przypadku analizy
prébek o ztozonej matrycy. Detekcja MS wymaga minimalnej ilo$ci analitu, rz¢du
pikograméw, aby dostarczy¢ dokladng informacje na temat jego masy oraz struktury.
Spektrometria mas stanowi zatem idealng technike zaré6wno do ilosciowych jak i
jakosciowych oznaczen, dlatego w chwili obecnej detektor MS jest detektorem z wyboru
stosowanym w potaczeniu z chromatografig cieczows.

2.2. Chromatografia gazowa — spektrometria mas (GC-MYS)

2.2.1. Wprowadzenie do GC-MS

Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas stanowi potaczenie dwoch
zaawansowanych technik instrumentalnych. Czgsto wykorzystywana jest w analizie
zwigzkow organicznych i uznawana jest za najskuteczniejszg metodg identyfikacji zwigzkow
organicznych w zlozonych matrycach, w szerokim zakresie st¢zen. Jest to szczegodlnie
korzystne w przypadku analizy zwiazkoéw o matej masie czgsteczkowej oraz o $redniej lub
niskiej polarnoéci, o temperaturze wrzenia ponizej 350-400°C i wystepujacych na poziomie
ppb-ppm. Rozwoj w technologii wypetnien kolumn chromatograficznych zmierza obecnie do
tego, aby mozliwe byto wykorzystanie GC do analizy zwigzkow wysokowrzacych (o
temperaturze wrzenia powyzej 500°C). Mozliwosci analityczne GC-MS w duzym stopniu
zalezg jednak od spektrometrii mas. Wraz ze zmniejszajacym si¢ poziomem wykrywalnosci 1
rosnacg liczbg poszukiwanych zwigzkow, analiza danych moze by¢ klopotliwa 1 wymaga
dalszego rozwoju. Technika ta charakteryzuje si¢ ponadto wysoka selektywnos$cig 1 bardzo
wysoka czutoscia, zapewniajac szeroki zakres zastosowan. Jest to metoda wazna do
monitorowania zarowno w analizach $rodowiskowych, jak i1 biochemii. Metabolomiczne
podejscie oparte na GC-MS jest szeroko stosowane w celu zrozumienia procesow
prowadzacych do rozwoju choroéb takich jak m.in. nowotwory czy choroby uktadu krazenia.

2.2.2. Podstawy teoretyczne GC-MS

2.2.2.1. Proces chromatograficzny

Chromatografia gazowa wykorzystywana jest do oznaczania sktadu prébek zarowno
gazowych jak i ciektych, ale rowniez substancji zaadsorbowanych na powierzchni sorbentu
(np. mikroekstrakcja do fazy statej (SPME)). Zasada rozdziatu sktadnikow w GC polega na
przeniesieniu substancji (w postaci pary) w strumieniu gazu nosnego (faza ruchoma) przez
kolumng kapilarng pokryta wewnatrz cienka warstwa polimerowej fazy stacjonarnej. Podczas
wprowadzania analizowanej mieszaniny do GC, w dozowniku na skutek dziatania wysokiej
temperatury (200-300°C) sktadniki probki ulegaja odparowaniu i po zmieszaniu z gazem
nosnym (Ar, He, N2 lub H2) przenoszone sg na kolumne chromatograficzna.

Na kolumnie anality ulegajg rozdzieleniu pomigdzy faz¢ ruchomg (strumien gazu
nosnego) a faze stacjonarng (powloka polimerowa) w zaleznosci, gléwnie od ich struktury
chemicznej. Predkos¢ przeptywu analitow w kolumnie jest funkcjg ich podziatu pomiedzy
dwie fazy pozostajace w rownowadze, przy czym skladniki majace wigksze powinowactwo
do fazy stacjonarnej przemieszczaja si¢ wolniej od sktadnikow majacych wigksze
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powinowactwo do fazy ruchomej. Rozdziat sktadnikéw jest zatem wynikiem roéznego tempa
migracji spowodowanej réznymi wartosciami wspoétczynnika podziatu Ks. Wspodlczynnik
podziatu mozna wyrazi¢ rOwnaniem Nernsta:

Ks=CL/Ce

gdzie C_ i Cc wyrazajg stezenie analitu w fazie cieklej (stacjonarnej) i gazowej (ruchomej).
Wyzsze powinowactwo do fazy stacjonarnej oznacza wyzszg wartos¢ wspotczynnika Ks, co
skutkuje pdzniejszym opuszczeniem kolumny, czyli dluzszym czasem retencji (tr).

Sktadniki probki rozdzielone na kolumnie, kolejno docieraja do detektora, generujac
sygnat elektryczny, ktéry jest proporcjonalny do ilosci zwigzku. Tradycyjne detektory
stosowane w GC reaguja na réznice w fizykochemicznych wlasciwosciach gazu nosnego i
gazu, w ktérym obecna jest eluowana z kolumny substancja, np. jonizacja w ptomieniu,
wychwyt elektronow lub przewodno$¢ cieplna. Zarejestrowane zmiany mogg by¢
proporcjonalne do stgzenia lub do natezenia przeptywu masowego analitu w strumieniu gazu
no$nego. Wazng cecha detektora jest wysoka czuto$¢, wykrywalno$¢ (granica
wykrywalnosci), wysoka stabilno$¢ sygnatu, powtarzalny sygnat linii podstawowej 1 szeroki
zakres liniowosci. Otrzymane dane sa przetwarzane w celu wygenerowania wykresu
zmiennosci sygnatu detektora w czasie (chromatogram). Schemat systemu GC, ilustrujacy
jego gtowne sktadniki, przedstawiono na rycinie 1.12.

Linia
I- transferowa
“  Dozownik

Chromatograf
azo G 3
gazowy az nosny
. —— 4
— 4
.
e 00
Detektor ~ Kolumna
kapilarna
He
(99,9999%)

Rycina 1.12. Schemat chromatografu gazowego (de.leco-europe.com w modyfikacji wtasnej)

2.2.2.2. Kolumny chromatograficzne

Odpowiedni dobor kolumny ma decydujacy wplyw na jakos$¢ rozdziatu sktadnikow
mieszaniny, co jest wynikiem analizy chromatograficznej. W GC stosowane sg dwa typy
kolumn: pakowane (analityczne, mikropakowane) i o przekroju otwartym, czgsto nazywane
kapilarami (kapilarne, mikrokapilarne). Kolumny pakowane napelniane sa fazg stacjonarng, a
w przypadku kolumn kapilarnych faza stacjonarna osadzona jest na ich wewngtrznych
sciankach. W kolumnach pakowanych o rozdziale chromatograficznym sktadnikow probki
decyduja czastki adsorbentu (m.in.: adsorbenty weglowe, krzemionka, tlenek glinu, sita
molekularne, porowate polimery syntetyczne), natomiast w przypadku kolumn kapilarnych —
ciekla faza stacjonarna (m.in.: silikony, skwalen, glikol polietylenowy).
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Chromatografia gazowa adsorpcyjna (kolumny pakowane) jest obecnie rzadziej
stosowana niz podzialowa (kolumny kapilarne), ze wzgledu na nizszg powtarzalnos¢
uzyskiwanych wynikoéw, dluzsze czasy retencji oraz wyglad uzyskiwanych pikow (piki
"ogonujace") oraz znacznie nizszg efektywnos¢ separacji. Sa one gtownie wykorzystywane do
analizy gazow 1 substancji o matych masach czasteczkowych i1 duzej lotnosci. Czgsciej
stosowane sg kolumny kapilarne wypetione ciekta fazg stacjonarng. Ciekte fazy stacjonarne
powinny by¢ obojetne chemicznie wzglegdem rozdzielanych skiadnikéw, zdolne do ich
rozpuszczania, wysoce selektywne wzgledem sktadnikéw mieszaniny, powinny mie¢ niskg
lotno$¢ 1 wysoka stabilno$¢ termiczng w warunkach pracy kolumny GC. Sg one szczegolnie
przydatne do rozdzialu sktadnikéw mato lotnych i wielkoczasteczkowych.

Najwazniejsza cechg cieklych faz stacjonarnych decydujaca o ich wlasciwosciach
rozdzielczych jest polarnos¢. Efektywnos¢ rozdziatu na kolumnie kapilarnej zalezy réwniez
od wymiaréw kolumny (tj. dlugo$¢-L i s$rednica wewngtrzna-ID) oraz grubosci fazy
stacjonarnej. Standardowa dlugo$¢ handlowo dostgpnych kolumn kapilarnych wynosi 15, 30 1
60 m, natomiast Srednica: 0,15; 0,25; 0,32 1 0,53 mm.

Polarno$¢ rozdzielanych zwiazkéw decyduje o wyborze cieklej fazy stacjonarne;.
Zgodnie z ogolng reguta, w przypadku rozdzielania zwigzkow niepolarnych, nalezy stosowac
faze niepolarng, a do rozdzielania zwigzkéw polarnych - faze o wysokiej polarnosci. Na
fazach niepolarnych (tj. skwalen, 100% dimetylopolisiloksan, (5%-fenylo)-dimetylopoli-
siloksan), wymywanie analitow odbywa si¢ zgodnie z ich lotnoscia, tj. wraz ze wzrostem ich
temperatury wrzenia. W przypadku kolumn polarnych (np. glikol polietylenowy (Carbowax),
(70% cyjanopropylo)-fenylometylopolisiloksan) czynnikiem determinujagcym rozdzielenie
analitow jest ich polarno$¢ (moment dipolowy - ) 1 sita oddzialywan z faza stacjonarna
(dipol, wigzania wodorowe). Polarne kolumny, takie jak np. cyjanopropylofenylopolisiloksan
charakteryzuja si¢ rOwniez wysoka selektywnos$cia, co jest zwigzane z wysoka zawartoscia
grup fenolowych i cyjanowych (Tabela 1.6). Do niektorych celéw mogg by¢ stosowane inne
fazy, tj. np.: alkohole, sacharydy, zwigzki nitrowe, aminy, sole kwasow nieorganicznych (np.
azotan srebra). Istniejg takze fazy, ktorych mechanizm dziatania rozdzielczego obejmuje
rozne inne oddziatywania analitow z poszczegdlnymi czagstkami fazy stacjonarnej lub
uporzadkowang struktura, uzyskujac znaczng selektywnos¢ rozdziatu. Nalezg do nich m.in.
chiralne fazy stacjonarne, fazy cyklodekstrynowe i ciektokrystaliczne.

Do niektorych celow moga by¢ stosowane inne fazy, tj. np.: alkohole, sacharydy, zwiazki
nitrowe, aminy, sole kwasOw nieorganicznych (np. azotan srebra). Istniejg takze fazy, ktorych
mechanizm dziatania rozdzielczego obejmuje rdézne inne oddzialywania analitow z
poszczegbdlnymi czastkami fazy stacjonarnej lub uporzadkowang struktura, uzyskujac znaczng
selektywno§¢ rozdziatlu. Nalezag do nich m.in. chiralne fazy stacjonarne, fazy
cyklodekstrynowe 1 ciektokrystaliczne.

2.2.2.3. GCxGC/MS

Wsrod technik chromatograficznych chromatografia gazowa odgrywa wazng role ze
wzgledu m.in. na wysoka rozdzielczos¢, elastycznos¢ i szeroki zakres zastosowan. Zawodzi
jednak w analizie bardzo ztozonych prébek ze wzgledu na ograniczong pojemnos¢ pikow
(liczba pikoéw chromatograficznych, ktore moga by¢ catkowicie rozdzielone przy uzyciu danej
kolumny chromatograficznej). Podczas migracji w kolumnie pasma chromatograficzne
ulegaja poszerzeniu. Skutkiem tego jest to, ze ilo§¢ pasm, ktére moga by¢ calkowicie
rozdzielone na wylocie kolumny jest ograniczona. Ograniczenia tego nie da si¢ unikngc
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poprzez modyfikacje parametrow chromatograficznych a jedynym skutecznym rozwigzaniem
jest uzycie dwuwymiarowego rozdziatu chromatograficznego (GCxGC), w ktorym anality

czgsciowo rozdzielone na pierwszej kolumnie ponownie ulegaja rozdzieleniu, na podstawie
innego mechanizmu, na drugiej kolumnie GC.

Tabela 1.6. Klasyfikacja faz stacjonarnych w GC.

Wzrost polarnosci

FAZA
STACJONARNA

dimetylopolisiloksan

5% fenylo-
dimetylpolisiloksan

50% fenylo-
dimetylpolisiloksan

6% cyjanopropylo-
94% fenylo-
dimetylpolisiloksan

7% cyjanopropylo-
7% fenylo-
dimetylpolisiloksan

25% cyjanopropylo-
25% fenylo-
dimetylpolisiloksan

glikol polietylenowy

>70% cyjanopropylo-
dimetylpolisiloksan

>90% cyjanopropylo-
polisiloksan

ZASTOSOWANIE

niska selektywno$¢

rozdzielenie zwigzkow na podstawie ich temperatur wrzenia
(lotnosci),

bardzo wysoka odpornos¢ termiczna,

zalecana do analiz Srodowiskowych, analizy §ladow, metody EPA,
pestycydow, PCB, analizy zywnosci i lekow,

najczesciej uzywana faza w GC

nieznacznie wyzsza selektywnos¢ od kolumn
dimetylpolisiloksanowych

bardzo wysoka odpornos¢ termiczna,

doskonata obojetno$¢ wobec zwigzkow zasadowych,
standardowa faza z duzym zakresem zastosowan: analizy
srodowiskowe, analiza §ladow, metody EPA, analiza pestycydow,
PCB, zywnosci i lekow,

wyzsza selektywnos¢ od kolumn dimetylpolisiloksanowych,
dobra odporno$¢ termiczna,

przeznaczona do oznaczen biomedycznych tj. analiza steroidow,
cukrow

standardowa faza do analiz Srodowiskowych, analizy ultra-Sladow,
metody EPA, analizy pestycydow, PCB, zywnosci 1 lekow,
selektywno$¢ nominalna dla zwigzkoéw spolaryzowanych i
polarnych,

dobra odpornos¢ termiczna,

faza ogdlnego zastosowania, ale szczegdlnie nadaje si¢ do
zaawansowanych analiz §rodowiskowych (np. metody EPA dla
WWA, PCB i pestycydow)

wysoka selektywnosc,

dobra odporno$¢ termiczna,

przeznaczona do analizy pochodnych cukrow i analiz
srodowiskowych

rekomendowana do analizy alkoholi, PCB

wysoka selektywnosc,

faza polarna,

dobra odporno$¢ termiczna,

dedykowana do analizy zwiagzkow polarnych (np. kwasy
tluszczowe, sterole, cukry w postaci octanow alditoli)

unikalna selektywno$¢ dla czasteczek zdolnych do tworzenia
wigzan wodorowych,

ograniczona stabilno$¢ termiczna,

dedykowana do analizy probek utlenionych, podatnych na
degradacje pod wptywem tlenu,

zalecana do analizy rozpuszczalnikow i alkoholi, jak rowniez
roztworéw wodnych,

nie zalecana do analizy pochodnych sililowych

wysoka selektywnos¢,

faza polarna,

dobra odpornos¢ termiczna,

rekomendowana do analizy ztozonych prob srodowiskowych oraz
FAMEs

wysoka selektywnosc,

faza o wysokiej polarnosci,

dobra odpornos¢ termiczna,

dedykowana do analizy FAMEs, dioksyn, furanoéw i szybkiego
rozdziatu zwigzkoéw aromatycznych, perfum, produktow
petrochemicznych i innych zwigzkoéw, ktore trudno rozdzieli¢ za
pomoca konwencjonalnych kolumn

TEMP
[cl
50-325

50-325

40-325

20-240

40-280

40-240

20-260

20-260

40-280
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Od 1991 roku, w ktorym zaproponowane zostalo pierwsze praktyczne rozwigzanie
problemu kompletnej dwuwymiarowej chromatografii gazowej, nastapil gwattowny rozwdj
techniki GCxGC. Obecnie GCxGC jest powszechnie stosowana w wielu réznych
dziedzinach, obejmujac  szeroki zakres zastosowan. Kompletna dwuwymiarowa
chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometriag mas (GCxGC/MS) jest technika, ktora
zapewnia rozdziat i pelny profil rozkladu mas rozdzielonych zwigzkéw, w przestrzeni
dwuwymiarowej. Mechanizmy rozdzialtu w obu wymiarach powinny by¢ catkowicie
niezalezne od siebie, tzn. ortogonalne. GCxGC posiada wszystkie zalety jednowymiarowe;j
("normalnej") chromatografii gazowej: jest fatwa do zautomatyzowania i zapewnia analiz¢
wykrytych zwigzkéw z wysoka czuto$cig. Ponadto, rozdziat w 2D daje duzo wigksza ilos¢
informacji, co pozwala na latwiejsza i1 bardziej pewng identyfikacje nieznanych substancji a
piki zwigzkow nalezacych do danego szeregu homologicznego zazwyczaj uktadaja si¢ wzdtuz
linii prostych na dwuwymiarowej plaszczyznie retencji, co pozwala na przyporzadkowanie
nieznanego zwiazku do okre$lonej klasy chemicznej tylko na podstawie jego potozenia na
ptaszczyznie retencji.

Poczatkowo sktadniki wprowadzonej probki ulegaja rozdzieleniu na kolumnie kapilarnej
o wysokiej rozdzielczosci (1D), podobnie jak w klasycznej chromatografii gazowej. Po
opuszczeniu pierwszej kolumny eluent nie jest kierowany bezposrednio do detektora, ale do
modulatora, gdzie ulega koncentracji w postaci waskich frakcji, w regularnych, krétkich
odstepach czasu, krotszych od pierwotnej szerokosci piku (tzw. okres modulacji). Nastepnie,
zebrany material nastrzykiwany jest do drugiej kolumny w celu szybkiego rozdzielenia
sktadnikow w drugim wymiarze (2D) (rycina 1.13). Po nastrzyknigciu probki, w modulatorze
»zbierana” jest kolejna frakcja. Jednoczesnie, na drugiej kolumnie rozdzielane sg sktadniki
poprzedniej frakcji. Mechanizmy rozdzialu na obu kolumnach sg od siebie niezalezne. Dzieki
temu mozliwe jest rozdzielenie sktadnikow, ktore koeluowaty ze sobg na wylocie pierwszej
kolumny. Zwiazki opuszczajagce druga kolumng kierowane sg do detektora, ktory rejestruje
szeregu bardzo krotkich, np. 3 sekundowych chromatogramow. Proces zbierania frakcji i
dozowania probki do kolumny 2D powtarza si¢ do konca analizy. Pozwala to na zachowanie
rozdzielenia pasm w kolumnie 1D 1 umozliwia uzyskanie dodatkowego rozdzielenia w
kolumnie 2D. Mozliwe jest to dzigki zastosowaniu odpowiednio wysokiej czgstotliwosci
probkowania.

Chromatograf

Dozownik
gazowy
\ / Gaz no$ny
Detektor .- i §
J L’:D =)
J & . :
kolumna ___ et Kolt.Jmna
2D kapilarna
piec2D — 1| [3 \ ¥~— Piec1D
f =]
7
Modulator termiczny — kolumna 1D

Rycina 1.13. Schemat system do GCxGC (de.leco-europe.com)
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Kolumny chromatograficzne stosowane w obu wymiarach powinny charakteryzowac si¢
roznymi mechanizmami retencji a takze rdzng selektywnos$cig. Zastosowanie kombinacji
kolumny niepolarnej i polarnej (NP/P) determinuje rozdzielenie zwigzkow majacych taka
samg temperatur¢ wrzenia na podstawie réznicy ich polarnosci. Rozdzielenie w wymiarze 2D
uzyskuje si¢ dzigki roznicom we wspodtezynnikach aktywnos$ci substancji rozpuszczonych a
faza polarng. Umozliwia to rozdzielenie zwigzkow o réznej polarnosci. Poza zwigkszona
pojemnoscia pikow, zaleta GCxGC jest takze dodatkowy wymiar separacji, co wplywa na
zmniejszenie przecigzenie eluowanych pikdéw, co pozwala na rozdzielenie zwigzkow na
nizszych poziomach st¢zen.

Chromatogramy otrzymane przy uzyciu GCxGC (2D) zawieraja znacznie wigcej
informacji niz GC (1D), co umozliwia latwiejsza i1 bardziej pewng identyfikacj¢ nieznanych
substancji. W konsekwencji wymagane jest zastosowanie bardzo sprawnego detektora, ktory
powinien mie¢ mozliwo$¢ zbierania danych z czestotliwoscia co najmniej 50 Hz. Aby
doktadnie odtworzy¢ ksztatt piku, powinien on by¢ probkowany co najmniej 10 razy, a piki
wymywane z drugiej kolumny maja bardzo malg szeroko$¢ u podstawy, od 150 do 400 ms.
Wybor detektorow chromatograficznych, ktére mogltyby spetnia¢ to kryterium jest bardzo
ograniczony. Najczesciej stosowanymi detektorami w chromatografii GCxGC sa: FID (maks.
300 Hz), u-ECD (50-100 Hz) i TOFMS (maks. 500 Hz).

Podsumowujac, ptaszczyzna retencji ma wieksza pojemnos¢ pikowa niz o$ retencji, a
zatem moze pomiesci¢ 1 rozdzieli¢ bardzo zlozone mieszaniny zwigzkdéw, m.in. w probkach
biologicznych o ztozonym profilu czy tez profile metabolitow. Ogolnie rzecz biorac,
mozliwosci wykorzystania GCxGC mozna podzieli¢ na trzy obszary: ,,fingerprints” bardzo
ztozonych matryc, analizy targetowe oraz identyfikacja nieznanych zwigzkow. Przyktad
chromatogramu 2D przedstawiono na rycinie 1.14.

Rycina 1.14. Chromatogram 2D GC mieszaniny zwiazkow lotnych (alkany, alkohole,
aldehydy, ketony, amina) [Pegasus 4D; Leco].

2.2.2.4. Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej. Derywatyzacja.

Najwazniejszym 1 zarazem najtrudniejszym etapem w analizie chromatograficzne;,
decydujacym o dokladnosci wyniku, szczeg6lnie w przypadku probek o zlozonych
matrycach, jest przygotowanie probki. Przygotowanie probki do analizy GC obejmuje zwykle
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nastgpujace etapy: oczyszczanie, ekstrakcje, derywatyzacj¢ i zat¢zenie oznaczanych
substancji. Oczywistym wyzwaniem w przygotowaniu probki do analizy GC i GC-MS jest
pozbawienie jej sktadnikoéw nielotnych, oraz wzbogacanie probki w sktadniki §ladowe. Nie
ma jednolitej 1 uniwersalnej metody przygotowania probki, ktéra bytaby odpowiednia dla
wszystkich analizowanych substancji. Przygotowywanie probki zalezy od wielu czynnikow,
ale gtdwnie od jej stanu skupienia.

Przed analiza GC, do ekstrakcji lotnych 1 $§rednio lotnych zwigzkéw z materiatu
biologicznego wykorzystywane sg rozne metody, tj. m.in.: klasyczna ekstrakcja ciecz-ciecz
(LLE), ciagta ekstrakcja ciecz-ciecz (LLCE), ekstrakcja plynem w stanie nadkrytycznym
(SFE), cisnieniowa ekstrakcja za pomoca cieczy (PLE), ekstrakcja za pomoca
rozpuszczalnika wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (MAE) 1 ekstrakcja za
pomocg rozpuszczalnika wspomagana ultradzwickami (USE) (ryciny 1.15 i 1.16).

Statyczna analiza fazy nadpowierzchniowaj
Static headspace analysis (SHSA)

Ekstrakcja Dynamiczna analiza fazy nadpowierzchniowej
ciecz-gaz Dynamic headspace analysis (DHSA)

Wymywanie i wychwytywanie
Purge and trap (PT)

Klasyczna ekstrakcja ciecz-ciecz
Classical liguid-liguid extraction (LLE)
Techniki ekstrakcji E.kstral.c::ja Ekstrakcja ciagla

probek ciektych EEESE Continuous liquid-liquid extraction (LLCE)

Mikroekstrakcja
Microextraction (ME)

Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli
Single drop microextraction (SDME)

Mikroekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz
z wykorzystaniem membrany
Ekstrakcja Stir membrane liguid-liquid microextraction (SM-LLME}
i Ekstrakcja do fazy cieklej
Extraction to the liguid phase

' Ekstrakcja przez bfony péiprzepuszczalne
Ekstrakcja Extraction with using of the semipearmeable

. . membranes (SPMD)
ciecz-ciato state

Ekstrakcja do fazy statej
A Solid phase extraction (SPE)

Techniki ekstrakcji

prébek gazowych Mikroekstrakcja do fazy statej
M Solid phase microextraction (SPME)

Ekstrakcja poprzez membraneg do fazy stacjonarnej
Membrone solid phase microextraction (M-SPME)

Ekstrakcja do sorbentéw z nadrukiem
Ekstrakci molekularnym

strakcja Moleculary imprinted solid-phase extraction (MI-SPE)
gaz-ciato state . . .
Ekstrakcja do zdyspergowanej fazy statej

Dispersive solid-phase extraction (dSPE)

Ekstrakcja przez membrany porowate
Palymeric membrane extraction (PME)

Rycina 1.15. Metody ekstrakcji probek gazowych i ciektych.

43



Statyczna analiza fazy nadpowierzchniowej
A Static headspace analysis (SH5A)

/ Dynamiczna analiza fazy nadpowierzchniowej

Ekstrakeja ciato Dynamic headspace analysis (DHSA)

A state - gaz Termodesorpcja
- Thermal desorption (TD)

4 Ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie
~Shake extraction”

Ekstrakcja strumieniem rozpuszczalnika
Extraction in a solvent stream

Techniki ekstrakcji - -
prébek stalych Ekstrakcja w aparacie Soxhleta

Soxlhet extraction

Homogenizacja prébki z rozpuszczalnikiem
Sample homogenization

Ekstrakcja wieloetapowa (sekwencyjna)
Multi- stage (sequentional) extraction

auzaAse Apoi N

Ekstrakeja ciato Zmydlanie (saponifikacja)
state - ciecz Saponification

Ultradzwiekami (sonikacja)
Ultrasound assisted extraction
Metody (USE}
klasyczne -

wspomagane Promieniowaniem

mikrofalowym
Microwave assisted extraction
(MAE)

Przyspieszona ekstrakcja za pomoca
rozpuszczalnika
Accelerated solvent extraction (ASE)

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem pod zwiekszonym
ciénieniem
High- pressure extraction (HPE)
Ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana

promieniowaniem mikrofalowym
Microwave-assisted solvent extraction (MASE)

1f23ea3sye Aposw
BUSBZSOMON

Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym
Supercritical fluid extraction (SFE)

Rycina 1.16. Metody ekstrakcji probek statych.

Wigkszo$¢ z nich zostala w pelni zautomatyzowana. Zastosowanie ekstrakcji SPE
pozwala na znaczne skrocenie czasu przygotowania probki, zredukowanie objetosci zuzytych
rozpuszczalnikow a tym samym 1 niebezpiecznych odpadéw oraz umozliwia, zaréwno
oddzielenie analitu od matrycy, jak i jego zatezenie. W metodzie tej anality ekstrahowane sg
w ukladzie ciecz-ciato state, z wykorzystaniem podziatu analitu pomiedzy probka ciekla a
sorbent. Technika ta stala si¢ najczgsciej stosowang technika izolacji i/lub wzbogacania
analitow z probek ciektych.

Zasada rozdziatu technikga SPE zalezy gléwnie od natury sorbenta. Interakcje pomiedzy
analitem a czgsteczkami polarnego adsorbentu (np. zel krzemionkowy, tlenek glinu) polegaja
gléwnie na tworzeniu wigzan wodorowych, jak roéwniez wynikaja z obecnosci oddziatywan
typu dipol-dipol, czy tez dipol-dipol indukowany (sity van der Waalsa). Ten rodzaj ekstrakcji
oparty jest na tych samych zasadach co chromatografia adsorpcyjna. Gdy za$ sorbent stanowi
krzemionka ze zwigzang chemicznie grupa polarna, tj. np. grupa aminowa (normalny uktad
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faz) lub niepolarng, jak np. grupa oktadecylowa (odwrocony uklad faz), zasada rozdzielania
jest taka sama jak w przypadku chromatografii podziatowej. Alternatywa dla SPE sg techniki
mikroekstrakcyjne, a mianowicie SPME (mikroekstrakcja do fazy statej) i LPME
(mikroekstrakcja do fazy ciektej). Ekstrakcja SPME polega na sorpcji czastek zwigzkow
organicznych na cienkiej, cylindrycznej warstwie fazy stacjonarnej powlekajacej wtokno
wykonane ze szkta lub kwarcu. Z kolei LPME stuzy do wstepnego przygotowania probki z
uzyciem jedynie mikrolitrowych ilosci rozpuszczalnikow (kilka pl). Wazng zaleta metod
mikrekstrakcyjnych jest niski limit oznaczalnosci (5-50 ppt) i krotki czas przygotowania
probki (ok. 10 minut). Do analizy zwigzkéw lotnych stosuje si¢ rowniez metode analizy fazy
nadpowierzchniowej (HS - headspace) czy tez dynamiczng wersje metody analizy fazy
nadpowierzchniowej, zwanej metoda ,,purge and trap” (PT).

Bezposrednia analiza mieszaniny zwigzkow w chromatografii gazowej jest trudna ze
wzgledu na oddzialywania pomiedzy zwigzkami, ale rowniez interakcje pomi¢dzy zwigzkami
a fazg stacjonarng kolumny chromatograficznej. Interakcje te moga zaburza¢ rozdzielenie
pikéw i wptywac na ich ,,ogonowanie”, co sprawia, ze identyfikacja analitow jest utrudniona.
Upochodnienie oznaczanych zwiazkéw (derywatyzacja) w znaczacy sposob wplywa na
ograniczenie mozliwos$ci interakcji zaktocajacych analize. Derywatyzacja jest stosowana w
celu zwigkszenia lotnosci analizowanych substancji, zwigkszenia stabilnosSci termicznej
analitéw, aby unikna¢ ich rozpadu podczas procesu chromatograficznego, jak réwniez w celu
zwigkszenia czulo$ci 1 specyficznosci oznaczen poprzez wprowadzenie odpowiednich grup
funkcyjnych lub poprzez blokowanie grup funkcyjnych analitow. Do derywatyzacji zwigzkow
organicznych zwykle stosuje si¢ reakcje alkilowania, acylowania lub sililowania analitow
zawierajacych grupy funkcyjne z aktywnymi atomami wodoru, tj. np.: -COOH, -OH, -NH i -
SH (tabela 1.7).

Najczgstszym sposobem derywatyzacji stosowanym W GC jest sililowanie. Do tego celu
najczescie] wykorzystywane sg nastgpujace odczynniki: trimetylochlorosilan (TMCS), N,O-
bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid (BSTFA), N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid
(MSTFA), N-metylo-N-t-butylodimetylosililotrifluorocetamid ~ (MTBSTFA).  Zwiazki
zawierajace kilka r6znych grup funkcyjnych moga wymagac wielu etapéw derywatyzacji.
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Tabela 1.7. Sposoby derywatyzacji stosowane w GC.

Rodzaj
derywatyzacji
Sililowanie

Grupa funkcyjna
Typ zwiazku

-OH -alkohole,
fenole

-CO -ketony,
steroidy

-COOH -
aminokwasy, kwasy
thuszczowe, steroidy
-(CH,OH)n -cukry
-NH, -NH, —aminyy
nukleozydy

-SH -merkaptany
-CONH, -CONH, -
imidy, biatka

-OH -alkohole,
fenole

-CO -aldehydy
-COOH -
aminokwasy, kwasy
thuszczowe

-NH, -NH, -aminy,
aminocukry
-CONH - amidy
-SH -merkaptany

Alkilowanie

-OH -alkohole,
fenole

-(CH,OH)n -cukry
-NH, -NH, -aminy
-CONH -amidy
-SH -merkaptany

Acylowanie

2.2.3 Polaczenie GC-MS

Pochodna

Etery trimetylosililowe

Amidy trimetylosililowe

Estry metylowe (DMF)
Trifluorooctany (TFAA)
Estry metylowe (BF,-

metanol)

Etery pentafluorobenzylu
(PFBBI)

Metyloamidy (TMAH)
Estry metylowe (DMF)

Pentafluoropropioniany
(PFPA)
Trifluoroacetamidy (TFAI)

Trifluoroacetamidy (MBTFA)
Trifluoroacetamidy (TFAA)

Etery trimetylosililowe
(MBTFA)

Odczynnik

Bis(trimetylosililo)acetamid (BSA)
Bis (trimetylosililo)trifluoroacetamid
(BSTFA)

Heksametylodisilazan (HMDS)

N- metylo -N-(t-butylodimetylosililo)
trifluoroacetamid (MTBSTFA)

N- metylotrimetylo
sililotrifluoroacetamid (MSTFA)
Trimetylochlorosilan (TMCS)
Trimetylosililodietyloamina (TMS-
DEA)

Trimetylosililoimidazol (TMSI)

Bromek benzylu
Trifluorek boru (BF,) w metanolu lub

butanolu
Diazometan (N,CH,)

Dimetyloformamid (DMF)

Bromek pentafluorobenzylu (PFBBF)
Chlorowodorek
pentafluorobenzylohydroksylaminy
(PFBHA)

Wodorotlenek tetrabutylamoniowy
(TBH)

Bezwodnik trifluorooctowy (TFAA)
Wodorotlenek trimetyloaniliny
(TMAH)

Bezwodnik kwasu
heptafluoromastowego (HFBA)
N-Metylo-bis(trifluoroacetamid)
(MBTFA)

Chlorek pentafluorobenzoilu (PFBCI)
Pentafluoropropanol (PFPOH)
Pentafluoropropanyloimidazol (PFPI)
Bezwodnik kwasu
pentafluoropropionowego (PFPA)
Bezwodnik kwasu trifluorooctowego
(TFAA)

Trifluoroacetyloimidazol (TFAI)

Istota analizy GC-MS jest proces jonizacji czasteczki, a nastepnie jej fragmentacja.
Najczgsciej stosowang metodg jonizacji w GC-MS jest jonizacja elektronowa (EI) (opisana w
sekcji 1.2). W celu uzyskania powtarzalnych widm MS, energia EI wynosi zazwyczaj 70 eV.
W zrodle EI czasteczki lub atomy analitu tracg elektrony walencyjne, w wyniku czego

powstaja jony dodatnie:

M+e —M"-2e

Oproécz standardowej metody jonizacji - EI, w GC-MS mozna réwniez stosowac zrodto

jonoéw z jonizacja chemiczng (CI). Jest to stosunkowo tagodna metoda jonizacji, pozwala ona
na zmniejszenie stopnia fragmentacji czasteczki i1 zaobserwowanie jonu molekularnego
analitu. Powtarzalno$¢ metody jest jednak gorsza niz w przypadku jonizacji EI, dlatego tez jej
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stosowanie nie jest tak rozpowszechnione. Jony powstale w komorze jonizacyjnej sa
nastgpnie przyspieszane w polu elektrostatycznym, skad kierowane sa przez szczeling
ogniskujaca do analizatora mas pracujacego pod wysoka préznia.

Analizatory mas oddzielaja naladowane jony w zaleznosci od ich stosunku m/z,
rejestrujgc mase oraz liczebnos¢ tych jonow (intensywnos¢ sygnatow). W urzadzeniach GC-
MS stosuje si¢ wiele typow analizatorow, w tym m.in. tandemowe spektrometry mas
(omowione wcezesniej). GC-MS jest waznym narzedziem identyfikacji 1 iloSciowej analizy
metabolitow ze wzgledu na powtarzalno$¢ uzyskiwanych widm fragmentacyjnych.
Stosowanie GC ograniczone jest do analizy zwigzkéw lotnych, jednak duza czgsé
niskoczasteczkowych metabolitow miesci si¢ w zakresie rozdziatlu chromatograficznego GC.
Wigkszo$¢ metabolitow posiada jednak polarne grupy funkcyjne, co stanowi utrudnienie dla
uzyskania prawidlowej retencji i satysfakcjonujacego rozdzielenia sktadnikéw, ze wzgledu na
ksztatt ich pikoéw (piki niesymetryczne, ,,ogonujace”) i/lub staby odzysk na skutek ich
absorpcji na kolumnie. Z tego wzgledu zazwyczaj konieczne jest zabezpieczenie polarnych
grup funkcyjnych metabolitow poprzez zastosowanie chemicznej derywatyzacji.

Literatura:

H.J. Hiibschmann, Handbook of GC-MS: Fundamentals and Applications (3rd Edition).
Somerset, NJ, USA: Wiley, 2015. ProQuest ebrary. Web. 8 July 2015.

X. Guo, Advances in Gas Chromatography, Chapter 4: “Gas Chromatography in
Metabolomics Study” by Yunping Qiu and Deborah Reed. InTech, 2014.

2.3. Elektroforeza kapilarna — spektrometria mas (CE-MS)

2.3.1. Wstep do CE-MS

Elektroforeza kapilarna sprzgzona ze spektrometria mas, CE-MS, stanowi polaczenie
techniki separacyjnej o wysokiej efektywnosci 1 rozdzielczosci oraz spektrometrii mas 1 jest
uwazana za metod¢ ortogonalng dla GC lub LC. Wprowadzono ja pod koniec lat
osiemdziesiagtych 1 moze dostarczy¢ istotnych informacji o sktadzie niskoczasteczkowych,
polarnych zwiazkow oraz obdarzonych tadunkiem elektrycznym metabolitow. W rezultacie
CE-MS wykorzystuje si¢ w réznorodnych dziedzinach badan metabolomicznych, takich jak
badania biomedyczne, kliniczne oraz roslin. Probki krwi (surowicy 1 osocza), moczu i innych
ptynoéw biologicznych, kultur komoérkowych, tkanek i roslin mozna analizowaé¢ za pomoca
CE-MS z minimalng obrébka probki. Wiele réznych typoéw analitow, w tym aminokwasy,
krétkotancuchowe kwasy organiczne (SCFA), pochodne kwasow tluszczowych (acylo-
karnityny), nukleotydy, fosforany weglowodanow, nukleotydy i metabolizm poliamin, sa
czgsto analizowane za pomocg CE-MS. Ponadto, mozna rowniez analizowa¢ mate peptydy 1
biatka (po hydrolizie lub natywne bialka).

Zalety techniki CE-MS

e Technika CE-MS doskonale nadaje si¢ do analizy probek w roztworach wodnych. Co
wigcej, mozna analizowaé probki o wysokim stezeniu soli, takie jak jak pozywki
hodowlane lub ekstrakty komorkowe.

e Wymagana jest mata objgto$¢ probki. Jest to bardzo wazne w wielu eksperymentach,
gdyz dostgpna jest tylko minimalna ilo$¢ probki (male rozmiary zwierzat, tzy, ptyn
moézgowo-rdzeniowy i inne ptyny biologiczne itp.).

e Odpowiednia dla analitéw hydrofilowych.
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e \Wydajna separacja i ortogonalny mechanizm dla technik chromatograficznych.

e Po analizie, kapilar¢ mozna bardzo tatwo przeptuka¢ i skondycjonowaé przed nastgpna
analizg.

e Zielona technika analityczna. Zuzycie odczynnikow i rozpuszczalnikdw organicznych
jest bardzo niskie, duzo nizsze niz w technice LC.

Wady techniki CE-MS

e Niska powtarzalnos$¢ i stabilnos¢ CE w odniesieniu do czaséw migracji i odpowiedzi
detektora.

e Niska czuto$¢ ze wzgledu na 1los¢ probki wprowadzanej do systemu, okoto nL.

e Najmniej stabilne polagczenie.

e Brak dostgpnych bibliotek widm. Identyfikacja nieznanych zwigzkéw w oparciu o wlasne
biblioteki widm i bazy danych.

2.3.2. Teoretyczne zasady techniki CE-MS

Rozdzial w elektroforezie kapilarnej opiera si¢ na separacji ze wzgledu na tadunek
elektryczny w kapilarze krzemionkowej, zwykle o $rednicy 50 pum i dtugosci 100 cm. Ruch
analitoéw wzdhuz kapilary wypetionej przewodzacym ciektym os$rodkiem pod wptywem pola
elektrycznego opiera si¢ na stosunku tadunku do masy, co nadaje tej technice unikalne
wlasciwosci, zardbwno z jej zaletami jak i wadami. Najczg$ciej stosowane s3 odstoniete
kapilary krzemionkowe, ale takze stosujemy kapilary otoczone powloka (obojetne lub
dodatnie powloki). Powszechnie uzywanymi terminami sa: elektroferogramy zamiast
chromatogramy i czasy migracji zamiast czasow retencji. Wykres odpowiedzi detektora
wzgledem czasu migracji nazywany jest elektroferogramem.

Zasady separacji

Dwie sily reguluja analiz¢ CE: przeptyw elektroosmotyczny (EOF) 1 ruchliwo$¢
elektroforetyczna (EM). Przeptyw elektroosmotyczny jest konsekwencjg tadunku
powierzchniowego na wewnetrznej Scianie kapilary. W przypadku odstonietych kapilar,
grupy silanolowe (Si-OH) na powierzchni sg czgsciowo zjonizowane ujemnie ze wzgledu na
natadowane grupy silanowe (Si-O") przy pH> 2. Ujemne tadunki przyciagaja dodatnie tadunki
buforu w kapilarze tworzac dwie wewnetrzne warstwy, jak pokazano na rycinie 1.17.
"Warstwa nieruchoma" sklada si¢ ze $cisle ulozonych tadunkéw dodatnich, a "warstwa
ruchoma" zawiera tadunki nie tak $ci$le ulozone, bardziej rozproszone. Po przylozeniu pola
elektrycznego ruchoma warstwa kationow przemieszcza si¢ w kierunku elektrody ujemnej,
kationy s3a solwatowane 1 tym samym powoduje przemieszczenie catego roztworu buforu.
Rezultatem jest przeptyw roztworu buforowego w kierunku elektrody ujemne;j, czyli jest to
przeptyw elektroosmotyczny. Ten rodzaj analizy nazywa si¢ normalng elektroforeza
kapilarng. Istnieje rOwniez inny tryb, odwrotna elektroforeza kapilarna, w ktorym zmieniona
jest polarnos$¢ elektrod. W tym przypadku elektroda wlotowg jest katoda, a przeptyw
powinien zosta¢ stlumiony lub odwrdcony, na przyktad przez dodanie czwartorzegdowych
amin lub przez zastosowanie kapilar o dodatnim tadunku.
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Rycina 1.17. Przeptyw elektroosmotyczny w kapilarze.

Miegdzy dwiema warstwami znajduje si¢ ptaszczyzna $cinania, ktéra charakteryzuje sie
roéznica potencjatow, zwang potencjatem zeta ({), z powodu braku réwnowagi elektrycznej
fadunkow. Potencjat zeta jest proporcjonalny do przeptywu elektroosmotycznego i grubosci
podwdjnej warstwy i odwrotnie proporcjonalny do statej dielektrycznej buforu, jak opisano w
rownaniu:

(= 4ndele

gdzie 0 jest to grubo$¢ podwoéjnej warstwy rozproszonej, € jest to tadunek na jednostke
powierzchni, a € jest to stata dielektryczna buforu.

Na predkos¢ EOF wplywaja rozne parametry, takie jak jak pH buforu, napigcie i
temperatura. Wzrost pH buforu powoduje wzrost EOF z powodu dysocjacji Si-OH i
powstaniu grup Si-O~ na wewnetrznej $cianie kapilary, co zwigksza potencjat zeta ({). Pole
elektryczne (napigcie na jednostke dltugosci) ma znaczacy wptyw na predkosé przeptywu
elektroosmotycznego. Im wyzsze pole elektryczne, tym wigksza predkos¢ przeptywu
elektroosmotycznego i elektroforetycznego oraz krotszy czas analizy. Jednak wysokie
napigcie moze wytwarzac ciepto Joule'a, ktore zwigksza temperatur¢ w kapilarze. Wazna jest
kontrola tego parametru, poniewaz wysoka temperatura moze niszczy¢ i denaturowac probki,
a ponadto gradient lepkosci buforu moze by¢ uformowany prostopadle w stosunku do
kapilary zwiekszajac dyfuzje 1 dyspersje. Rownanie Smoluchowskiego okresla
elektroosmotyczng predkos¢ przeptywu:

Veof = eCE/4m

gdzie veor okresla elektroosmotyczng predkosé przeptywu, € jest to stata dielektryczna buforu,
E okresla przylozone pole elektryczne wyrazone w woltach/cm, 1 jest to lepkos$¢ buforu, C jest
to potencjatl zeta mierzony na ptaszczyznie $cinania.

Bufor posiada ruchliwo$¢ elektroosmotyczng (peof), ktora zalezy od charakterystyki
buforu czyli statej dielektrycznej i1 lepkosci i1 jest niezalezna od przylozonego pola
elektrycznego, jak opisano w rdwnaniu:

Weof = €/4mn
Leof Jest to ruchliwosé elektroosmotyczna buforu, € jest to stata dielektryczna buforu, 1 jest to
lepko$¢ buforu, ( jest to potencjat zeta mierzony na ptaszczyznie $cinania.

Elektroosmotyczny profil przeptywu rézni si¢ od profilu przeptywu cieczy pod
cisnieniem (jak w HPLC). Na rycinie 1.18, na goérnym diagramie pokazano ptaski profil
przeptywu w CE, ktory jest spowodowany ruchem wszystkich fadunkow w kierunku elektrod.
Drugi schemat ilustruje paraboliczny profil przeplywu w HPLC ze wzgledu na tarcie na
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Sciankach kolumny, ktore spowalnia przeptyw blizej bokéw kolumny. Zaleta ptaskiego
profilu przeplywu jest to, ze wszystkie czasteczki substancji rozpuszczonej maja t¢ sama
predko$¢ wewnatrz kapilary, powstaja waskie piki o wysokiej wydajnosci. W parabolicznym
profilu przeptywu w HPLC czasteczki substancji rozpuszczonej w srodku kolumny poruszaja
si¢ szybciej niz te blizej $cianki kolumny, dajac wzglednie szerokie piki.

Zcizna kapilary

Eoiana kolumny

—

Rycina 1.18. Diagram przeptywu w CE oraz w HPLC.

Ruchliwo$¢ elektroforetyczna jest dodatkowa sita, ktéra obecna jest tylko w
natadowanych czasteczkach i moze przycigga¢ jony w kierunku elektrody z przeciwnym
fadunkiem. Predkos¢, z ktdra substancja rozpuszczona porusza si¢ zgodnie z tadunkiem 1 pod
wplywem przytozonego pola elektrycznego, wynika z rownania:

Vep= HepE

vep jest to predkos¢ elektroforetyczna substancji rozpuszczonej, pep jest to elektroforetyczna
ruchliwos¢ substancji rozpuszczonej, a E jest to pole elektryczne.

Ruchliwo$¢ elektroforetyczna (pep) jest wprost proporcjonalna do tadunku substancji
rozpuszczonej i odwrotnie proporcjonalna do wielkosci czasteczek, a takze do lepkosci
osrodka elektroforetycznego, jak opisano w nastepujagcym rownaniu:

Hep= Q/67rn
Lep jest to elektroforetyczna ruchliwo$¢ substancji rozpuszczonej, Q jest to tadunek substancji
rozpuszczonej, r promien jonowy substancji rozpuszczonej, 1| lepkos¢ osrodka.

Ostatnie rownanie dowodzi, ze powodem, dla ktérego mate naladowane czasteczki
poruszajg si¢ przez kapilare szybciej niz duze czgsteczki o nizszym tadunku, jest ich r6zna
ruchliwo$¢ elektroforetyczna (plep).

Catkowitg predkos¢ substancji rozpuszczonej (viot) W kapilarze okresla rownanie:

Viot= VepTVeof

W elektroforezie kapilarnej o normalnej polarno$ci wszystkie czasteczki majg taka sama
elektroosmotyczng predkos¢ przeptywu (veof), CO pokazano na rycinie 1.19, ale wymywaja si¢
w réoznym czasie. Kationy najpierw eluuja, poniewaz posiadaja predkos¢ elektroforetyczng
(vep) 1 migruja w tg samga strong¢ co przepltyw elektroosmotyczny, obojetne czasteczki maja te
samg predko$¢ co przeptyw elektroosmotyczny, poniewaz nie sa natadowane, i ostatecznie,
aniony eluuja ostatnie, poniewaz kierunek predkosci elektroforetycznej (vep) jest skierowany
w strong¢ przeciwnej elektrody (anody).
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Rycina 1.19. Calkowita ruchliwos¢ substancji rozpuszczonej w kapilarze.

Liczne czynniki wptywaja na rozdziat elektroforetyczny: pH buforu separacyjnego, ktory
wptywa na tadunek i promien solwatowanych czasteczek, stezenie buforu gdy EOF zmniejsza
si¢ z pierwiastkiem kwadratowym st¢zenia buforu, lepkos¢ osrodka rozdzielczego,
temperatura, zastosowane pole elektryczne itp.

W CE mozna wyr6ézni¢ nastepujace typy separacji: kapilarna elektroforeza strefowa
(CZE), micelarna chromatografia elektrokinetyczna (MEKC), elektrochromatografia
kapilarna (CEC), kapilarna elektroforeza zelowa (CGE). CZE jest odpowiednia dla zwigzkow
polarnych i1 natadowanych 1 jest najczgsciej stosowana technika CE, gdy jest sprz¢zona z MS.
CE zastosowa¢ mozemy réwniez do wykrywania zwigzkow obojetnych przy uzyciu metody
MECK. Inne dodatki moga modyfikowa¢ selektywno§¢ rozdzialu, na przyktad
cyklodekstryny w celu rozdziatu chiralnego.

2.3.2.1. Kapilarna elektroforeza strefowa

Jest to najprostsza i najbardziej rozpowszechniona metoda rozdziatu przy udziale CE.
Rozdziatowi ulegaja tylko zwiazki, ktore posiadaja tadunek elektryczny. Anality
przemieszczaja si¢ od jednego konca kapilary do drugiego zgodnie z sumg wektorow:
ruchliwosci elektroforetycznej 1 przeptywu elektroosmotycznego.

2.3.2.2. Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

Wprowadzona przez Terabe w 1984 roku w celu rozdziatu zwigzkéw obojetnych zamiast
metody CZE. MEKC zawiera odpowiednie natadowane detergenty w buforze separacyjnym
w stezeniu dostatecznie wysokim, aby utworzy¢ micele. Detergenty moga by¢ kationowe,
anionowe, niejonowe lub dwubiegunowe, ale w potaczeniu z CE-MS muszg by¢ lotne. Te
makromolekularne agregaty z hydrofobowym rdzeniem wewngtrznym i powierzchnig polarna
moga oddzialtywa¢ z analitem za pomoca innego mechanizmu, czyli sily podzialu 1 sily
granicznej. Im bardziej hydrofobowe zwigzki tym silniej oddziatuja z micelg i obnizaja
predkos¢ wewnatrz kapilary. Jesli nie wchodza w interakcje z micela, czasteczka analitu
migruje wraz z EOF. We wszystkich przypadkach zmiany st¢zenia buforu, pH, temperatura
lub stosowanie dodatkow, takich jak mocznik, jony metali lub selektory chiralne, mozna
réwniez stosowa¢ w celu zmiany selektywno$ci. Podobnie jak w CZE, wszystkie
modyfikatory, takie jak metanol, acetonitryl i 2-propanol, zostaly z powodzeniem
zastosowane.

2.3.2.3. Elektrochromatografia kapilarna

Jest to forma zminiaturyzowanej chromatografii cieczowej. Kapilary wypelnione sa
czasteczkami fazy odwroconej na bazie krzemionki typu HPLC, 1-5 pm, jako faza

51



stacjonarna. Poza tym, stosuje si¢ konwencjonalne fazy ruchome dla rozdzialu typu RP, takie
jak mieszaniny rozpuszczalnikow organicznych, rozpuszczalnik/wodne mieszaniny buforow.
Obowigzuje mechanizm podzialu substancji rozpuszczonych pomiedzy faze ruchoma i
stacjonarng, a przy naladowanych metabolitach dodatkowa predkos¢ elektroforetyczna
modyfikuje rozdzial. W systemie wymagana jest dodatkowa pompa w celu przeptywu fazy
ruchomej przez wypetniong kapilare. Profil przeptywu EOF w kapilarze jest identyczny z
profilem przeptywu w CZE.

2.3.2.4. Kapilarna elektroforeza zelowa

Szeroko stosowana w badaniach biologii molekularnej dla czasteczek rdznigcych sie
tylko wielko$cig, a nie stosunkiem masy do tadunku, takich jak biatka i kwasy nukleinowe
DNA. Kapilara wypetniona jest zelem lub roztworem lepkim. Polimery w CGE moga by¢
kowalencyjnie usieciowane, zwigzane wodorowo lub po prostu rozpuszczone w roztworach
buforowych. Przeptyw EOF jest czesto thumiony, migracja analitow odbywa si¢ wylacznie za
pomocg ruchliwosci elektroforetycznej. W lepkim lub polimerowym medium sieciowym ruch
analitéw jest utrudniony, dluzsze czasteczki migruja dtuzej niz krétsze czasteczki. W celu
uzyskania bardziej jednolitego stosunku tadunku do masy w biatkach, zwykle wykonuje si¢
wstepne traktowanie detergentem, SDS. Zazwyczaj, biatka wigza si¢ ze stalg liczba
czasteczek SDS na jednostke dlugosci podobnie jak w elektroforezie zelowej (SDS-
poliakryloamid).

2.3.2.5. Aparatura

System elektroforezy kapilarnej sktada si¢ z kapilary, fiolki wlotowej 1 wylotowej, fiolki
na probki, uktadu chtodzacego zdolnego do eliminacji ciepta wytwarzanego w kapilarze,
dwoch elektrod (anoda i katoda), zrodta zasilania i detektora, jak to pokazano na rycinie 1.20.
Kapilare, fiolke wlotowa 1 wylotowa napetnia si¢ tym samym buforem, ktory zwykle jest
roztworem wodnym. Anoda i katoda sa zwykle elektrodami palladowymi, podtagczonymi do
zrodla zasilania, a detektor zwykle umieszcza si¢ w poblizu konca kapilary (blisko fiolki
wylotowej).

detekcja
stopiona krzemionka

1-30 kW

bufor bufor

Rycina 1.20. Schemat elektroforezy kapilarnej.

Kapilary ze stopionej krzemionki pokryte powtoka poliimidowa stosuje si¢ w technice
CE-MS. Mozemy stosowa¢ kapilary nieostonigte lub wewngtrzna §ciana kapilary moze by¢
pokryta polimerami (oboj¢tnymi lub dodatnimi), aby zredukowac elektroosmoze lub nawet ja
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odwroci¢. Kapilara umieszczona jest pomi¢dzy dwiema fiolkami, takze pomig¢dzy elektrodami
1 probka. Pobieranie probki odbywa si¢ poprzez zastgpienie fiolki buforu, fiolka z probka i
nastrzyknigciem probki za pomocg sity grawitacyjnej, zastosowanie ci$nienia zewngtrznego
(hydrodynamiczne) lub zastosowanie pola elektrycznego (nastrzyknigcie elektrokinetyczne).
Nastepnie, kapilare umieszcza si¢ w fiolce buforowej, 1 przyktada odpowiednie napig¢cie w
celu rozdzialu sktadnikow. Dostepne sa rézne uktady chlodzenia zdolne do zmniejszania
ciepta wytwarzanego wewnatrz kapilary dzigki efektowi Joule'a.

Najczescie] stosowanymi systemami detekcji w elektroforezie kapilarnej sa detektor
ultrafioletowy/widzialny (UV-VIS), detektor fotodiody (PDA), fluorescencyjny indukowany
laserem (LIF) i spektrometr mas (MS) (Tabela 1.8). Zdecydowanie najwicksze mozliwosci
detekcji zwigzane sg z technikg CE-MS, ze wzgledu na informacje o czasie migracji i widmie
mas zwigzkdw. W przypadku stosowania detektorow spektrometrii mas najczescie]
stosowanym zrodtem jonizacji jest jonizacja z elektrosprej (ESI).

Tabela 1.8. Roznice pomig¢dzy detektorami w CE.

Detektor Zalety Charakterystyka Limit detekcji (M)
UVv/VIS mozliwo$¢  bezposredniej i uniwersalny 103
posredniej detekcji, 10 Zwigzki
czgsto stosowany detektor aromatyczne
LIF czuly i selektywny, selektywny 10°-10°
uzywany  do zwigzkow
fluorescencyjnych lub
pochodnych
MS informacje  jakoSciowe i uniwersalny ~10°
ilosciowe, selektwyny (zalezy od rodzaju
s ,, detektora MS i rodzaju
wysoka czuto$¢ i selektywnos¢ metabolitow)

W polaczeniu z innymi technikami detekcji, takimi jak UV lub fluorescencyjnymi, wlot i
wylot kapilary zanurza si¢ w fiolkach z buforem separacyjnym (BGE). Jednakze, gdy stosuje
si¢ technike¢ MS jako detektor, fiolke wylotowa zastgpuje sie¢ wejSciem do MS. W takim
przypadku konieczne jest uzycie interfejsu, ktory pasuje do dwodch napie¢ 1 utrzymuje staty
strumien cieczy (spray) przy bardzo malej objetosci ptynu (Rycina 1.21). W CE-ESI-MS
objetos¢ wprowadzona do kapilary wynosi okoto kilku nanolitrow. W celu utrzymania statego
przeplywu 1 sprayu, powszechne jest stosowanie cieczy osfonowej (SL). Przeptyw cieczy
ostonowej, w zakresie od nl/min do ul/min, pozwala na utworzenie stabilnego sprayu i
utworzenie jonoéw, zwykle sktad cieczy ostonowej to mieszanina woda-metanol w stosunku
1:1 z 0,1% kwasem octowym lub kwasem mrowkowym. Osiggniecie stabilnej pracy w trybie
elektrorozpylania czgsto zalezy od zrownowazenia wielu parametréw, takich jak pozycja
kapilary, szybkos¢ przeptywu cieczy ostonowej i jej sktad, przeptyw gazu ostonowego oraz
warunki ESI. Zastosowanie interfejsow, ktore nie posiadajg cieczy ostonowej i wykazuja
wyzszg czuto$ci, zwigzana jest z niska stabilnoscig analizy.

Wszystkie dostepne na rynku spektrometry mas moga by¢ polaczone do CE, jednak
najwiekszg liczbe publikacji posiada potgczenie CE-TOF (analizator czasu przelotu). Wynika
to gtownie z duzej szybkosci skanowania (cyklu pracy) koniecznej do wuzyskania
wystarczajacej liczby punktéw wzdluz piku, ale takze z powodu doktadno$ci mas i wysokiej
rozdzielczosci.
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Rycinal.21. Graficzna prezentacja CE potaczonej z MS, z wyszczego6lnieniem
najwazniejszych cze$ci w obu aparatach.
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3. Cze$¢ praktyczna

3.1. Rejestracja widm masowych ESI-MS

Po szczegblowym omowieniu zasady dziatania i budowy analizatora mas typu putapki
jonowej wyposazonej w zrddto jonizacji typu ESI, zostanie przeprowadzona procedura,
majgca na celu uzyskani widma ESI-MS. Przy wykorzystaniu pompy strzykawkowej
statoprzeptywowej probka zawierajaca zwigzku o doktadnie znanej masie molekularnej (np.
rutyny lub innego dostgepnego komercyjnie standardu zwigzku drobnoczasteczkowego)
zostanie bezposrednio wprowadzona na zrodto jonizacji ESI. Analiza zostanie
przeprowadzona zardéwno w negatywnym jak i pozytywnym trybie jonizacji, aby ocenic,
ktory z nich zapewnia efektywniejszg jonizacje analizowanego zwigzku, co warunkuje jego
budowa strukturalna.

W kolejnym etapie zaje¢ zostanie omowiona zasada dziatania oraz budowa analizatora
typu orbitrap wyposazonego w zrodio jonizacji nanoESI. Nastgpnie z uzyciem tego
analizatora i pompy strzykawkowej zostanie przeprowadzona analiza roztworu komercyjnie
dostepnego standardu peptydu (np. tioredoksyny). W wyniku przeprowadzonej analizy
studenci otrzymaja widmo ESI-MS charakterystyczne dla zwiazku, ktory ulega w Zrédle ESI
wielokrotnej jonizacji. Uzyskane widma masowe ESI-MS zostang zapisane, a nast¢pnie
szczegdtowo omodwione 1 poddane wnikliwej interpretacji w punkcie 3.3.
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Eksperyment ESI-MS:

1.
2.

6.

Przygotuj roztwor rutyny o stezeniu 1 mg/ml (masa molekularna 610.52) w DMSO.
Rozciencz roztwor z punktu 1 mieszaning ACN/H20 (60/40, v/v) do uzyskania stezenia
10 pg/ml — (roztwor rutyny w 1% DMSO).

Dlaczego wymagane jest 1% st¢zenie DMSO?

Przy uzyciu pompy strzykawkowej wprowadz z predkoscia przeptywu 150 puL/h
przygotowany roztwor bezposrednio na zrédlo jonizacji.

Zarejestruj widmo masowe przez minimum 30 sekund po uprzednim ustawieniu
parametrow zbierania jak pokazano na ponizszej rycinie.
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' Mass Spectrum View - RUTYNA_CONTROL_MS_negative.d
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For Help, press F1 adimin

Widmo ESI-MS rutyny otrzymane w trybie jonizacji negatywnej

Eksperyment ESI-OrbiTrap MS:

1.
2.

Przygotuj roztwor tioredoksyny (masa molowa 12kDa) o st¢zeniu 10uM.

Rozciencz uzyskany roztwor mieszaning ACN/H2O (50/50 V/V) + 0.1% FA w celu
uzyskania roztworu tioredoksyny o stezeniu 10pM.

Dlaczego roztwoér zawierajgcy dodatek 0.1% FA jest sporzgdzany?

WprowadzZ przygotowany roztwor na zrodto ESI przy uzyciu pompy strzykawkowej z
predkoscig przeptywu 2uL/min.

Zarejestruj widmo masowe w ciggu 60 sekund uzywajac parametrow podanych nize;j.
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6. OtwoOrz w programie zarejestrowane widmo. Znajagc catkowita mase tioredoksyny
(12kDa), oblicz i przypisz tadunek poszczegdlnym jonom wystepujagcym na widmie.

tioredoxin 10pM #99 RT: 0.59 AV: 1 NL: 2.56E+006
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3.2. Rejestracja widm masowych ESI-MS/MS

W tej czesci zaje¢ praktycznych ta sama probka roztworu rutyny uzyta w punkcie 3.1
zostanie poddane tandemowej analizie masowej (MS/MS) z uzyciem pompy strzykawkowe;j
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oraz putapki jonowej wyposazonej w zrddlo jonizacji ESI. Na tym etapie, studenci uzywajac

specjalistycznego oprogramowania obstugujacego spektrometr mas wprowadza odpowiednie

ustawienia w celu wyselekcjonowania wybranych jonéw o odpowiednim stosunku m/z i

poddania ich fragmentacji z uzyskaniem widm fragmentacyjnych ES-MS/MS. Dzigki

otrzymanym widmom masowym studenci nabgda umiejetnos¢ wyselekcjonowania jonéw

prekursora oraz jego jondw potomnych w celu ewentualnego przeprowadzenia typowych

targetowych analiz ilosciowych w trybie monitorowania par jonowych MRM. Uzyskane

widma masowe ESI-MS/MS zostang zarejestrowane, a nast¢pnie szczegdélowo omoéwione i

poddane wnikliwej interpretacji w punkcie 3.3.

Eksperyment ESI-MS/MS:

1. Przy uzyciu pompy strzykawkowej wprowadz z predkosciag przeptywu 150 pl/h
przygotowany w punkcie 3.1 roztwor rutyny bezposrednio na zrodto jonizacji.

2. W zaktadce MSn zaznacz opcje¢ ,,isolation” 1 ,,fragmentation” oraz wpisz warto§¢ m/z jonu
molekularnego rutyny wyselekcjonowanego w eksperymencie LC-MS.
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3. Zarejestruj widmo masowe przez minimum 30 sekund po uprzednim ustawieniu
parametréw zbierania jak pokazano na powyzszej rycinie.
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Widmo ESI-MS/MS rutyny otrzymane w trybie jonizacji negatywnej.

4. Przeanalizuj doktadnie otrzymane widmo ESI-MS/MS.
5. Ktore wartosci m/z uzyskanych jonéw wybrat(a)bys do ilosciowej analizy w trybie MRM?
6. Dlaczego?
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3.3. Interpretacja widm masowych

Studenci na podstawie otrzymanych w punktach 3.1 i 3.2 widm masowych dokonaja
identyfikacji piku molekularnego, a nast¢pnie biorac pod uwage strukture analizowanego
zwigzku, na podstawie warto$ci m/z przedyskutujag wybor charakterystycznych dla niego
jonéw fragmentarycznych. Dodatkowo widma zostang poddane wnikliwej analizie pod katem
tworzenia adduktow z jonami sodu lub potasu i ewentualnego tworzenia jonow wielokrotnie
natadowanych.

3.4. Wykorzystanie metody GC-MS w trybie pracy monitorowania pojedynczych jonéw

Celem c¢wiczenia jest praktyczne zapoznanie studentow z technikg chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas, na przykladzie jako$ciowego i iloSciowego
oznaczania typowego zwiazku nielotnego (np. skwalenu jako sktadnika olejow jadalnych, tj.
olej amarantusowy, olej z wiesiotka, olej rokitnikowy) z wykorzystaniem metody GC-SIM
MS.

Skwalen — CzoHso, (6E,10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23-heksametylotetrakoza-2,6,10,14,18,22-
heksen

a) Materialy

Przygotowanie wzorcéw

- Przygotuj seri¢ roztworéw wzorcowych skwalenu w nastgpujacych stezeniach:
0.5 mg/mL, 1.0 mg/mL, 2 mg/mL, 5 mg/mL i 10 mg/mL w heksanie

Przygotowanie probek

- 10 pL oleju przenies¢ do 2mL fiolki GC

- dodac¢ 40 pL odczynnika sililujacego (BSTFA:TMCS; 9:1)

- fiolki szczelnie zamkng¢ i ogrzewaé w temp. 80°C przez 1 godzine a nastepnie schtodzié
do temperatury pokojowej

- nastrzykna¢ 1puL probki

b) Warunki eksperymentu
Do analizy probek wykorzystany zostanie chromatograf gazowy sprzezony ze
spektrometrem mas GC/MS system with 7890A GC — 7000 quadrupole MS/MS (Agilent

Technologies, Palo Alto, CA). Szczegdtowe parametry metody podano ponizej:

GC
Kolumna kapilarna - HP-5ms (0.25-mm; 0.25-pum, 30-m)
Przeptyw gazu przez kolumne (He) - 1 mL/min
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MS
Zrédto jonow (EI) - 230°C
Energia jonizacji — 70 eV

Tune fil

Hnetle [] Run time 1 min
atunes eiex tune xml D Solvert delay 59 min
lon source Time filtering

lon source: El Peak width 07 s=ec
Source temp.: 230

Electron energy: Automatically subtract baseline

@ Tune setting -0 eV

1 Ficed eV

() Varable by time segment

Detector setting
@ Gain () Delta EMY
[] EM Saver Limit -

W okienku “MS SIM/Scan Parameters”, scharakteryzowane sa warunki pracy
spektrometru mas. "Tryb skanowania" uzywany jest w celu zarejestrowania catkowitego
pradu jonowego (TIC - total ion current) natomiast ,,tryb SIM” w celu monitorowania
wybranych jonéw (SIM — selected ion monitoring).

Tryb skanowania
Pely tryb skanowania stosowany jest w celu uzyskania pelnego spektrum analizowanych

zwigzkéw w zakresie m/z 40-750.

Acquisition | Instrument | Chromatogmml

Scan segments

Segment name Start mass End mass FI_'I_ICSH s -lEnﬁ:EEtn_leg Sam

Data Samples

C) Analiza jako$ciowa
1. Zarejestruj chromatogram standardu skwalenu o stgzeniu np. 2 mg/ml (w heksanie)
wykorzystujac powyzszg metode skanowania.
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Chromatogram i widmo mas standardu skwalenu (TIC).

2. Przeszukiwanie biblioteki (NIST MS) dla otrzymanego widma;
"Wyszukiwanie przy uzyciu programu NIST"
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Mame: +E| Scan (111,500 min) skew 2ma_mL_1 D
100 69 MW: N/A ID#: 2503 DB: Text File
a1 10 largest peaks:
59535 818721 103639 1775361 95587
1074651 1234601 121422] 93418] 191376]
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109 177 No SyTIoMyms.
504 123 ?
19
55 M9 231
41 d
203 410
257 367
| il m L aloall
n hJL doih 1 286 328 Lal
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420
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3. Wybierz jony do analizy ilosciowej (SIM):

=

Mame: Squalene
Formuls: C3gHsp
MW; 410 Bxact Mass: 410.351253 CASHE: 111-02-4 NISTH: 36012 |D#: 8211 DB: replib
Other DBs: Fine, TSCA, RTECS, HODOC, EINECS
Contributor: R.T.HOLMAN, UNIVERSITY OF MINNESOTA
Related CASH; 54016-35-0
10 largest peaks:
695551 518801 1235001 414801 3554201
1093301 553001 932701 1072701 1212501

-

Synomyms:

1.2.6.10.14,18 22-Tetracosahexaene, 2.6.10.15,19.23-hexamethyl-, (all-E)-

2 all4rans-Squalene

3trans-Squalene

4 Spinacen

5 Spinacene

6.Squalen

7.2.6,10,15,19,23 Hexamethyl-2,6,10,14,18 224etracosshexaene-, (all trans)-
£.2,6,10,15,19 23-Hexamethytetrmcosa-2 6,10, 14,18, 22-hexaene, (all B}
5.(MI-E}2,6.10,15.19 23 hexamethyl-2,6,10,14,18 224etracosahexzens
10trans-Spinacene

11 12F RF 1NF 14F 18F 2272 6 1015 16 2%-Hevameatind-2 £ 10 14 18 224 strarnsshevacne

m/z 191 81.

=
81 m/z

191 m/z

4. Utworz metode SIM-MS.

Acquisition | Instrument I Chromatuglam|

Scan segments

Compound name ISTD?

squalens

=]
&

Tryb SIM

Mass

M5 1 resalution Dhwvell
191 |Wide

81 | Wide

15
15

W tym trybie pracy spektrometru mas rejestrowane s3 zmiany intensywnosci wybranego
jonu (“quantifier ion”). Tryb SIM jest najbardziej czutg metodg dzialania spektrometrow mas.

1. Korzystajac z metody SIM zarejestruj chromatogram standardu skwalenu o st¢zeniu

np. 0,5 mg/mL (w heksanie).

62



¢ /\ Chromatogram Resulls

(v e 2@ x40 e

L=l M[AOE 2 % % B[] =

Minutes

€102 [+E1TIC Sb sq_05mg_ml_1.D
.

035

103 1055 1o 1105

111 115 112 125

113

1135

114

1145

115

1155 15

165

17

107 1075 108 1085
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)
¢ 1l MS Spectrum Results x
(v o 2B W C X[Aoc o -[m]e]emiF]% s k=)o
x104 |+El SIM (111.472 min) sq_05mg_mL_1.0

81 8o

5]

N

191.0
2]
o= T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 85 50 95 100 105 110 115 120 125 150 155 160 165 170 175 180 185 180

135 140
Counts vs. Mass-to-Charge (m’2)

Chromatogram i widmo mas wzorca skwalenu otrzymane w trybie pracy SIM.

d) Analiza ilo§ciowa (metoda standardu zewngtrznego - External Standard Method)

1. Korzystajac z powyzszej metody SIM zarejestruj chromatogramy dla wzorcéw skwalenu o
nastgpujacych stezeniach: 0.5 mg/mL, 1.0 mg/mL, 2 mg/mL, 5 mg/mL oraz 10 mg/mL w

heksanie.

Jon m/z 191 w metodzie SIM uzywany jest jako “qualifier ion” natomiast jon m/z 81 jako
“quantifier ion” (“qualifier ion” uzywany jest wytacznie do kontroli intensywnosci “quantifier

ion”).
Quantifier
MName TS Scan Type MZ IUncertainty
=} | squalens 1] 5IM Target 81.0| Relative
Qualifier
MZ Rel. Resp. IUncertainty | Area Sum
191.0 6.7 200 [l
2. Utworz poziomy kalibracji.
Cuantifier
Mame TS5 Scan Type nits
=H*F | squalens 1] SIM Target mag./ml -
Calibration
Level Conc. Response Enable
1 {5000
2 1.0000
3 20000
4 5. 0000
5 10.0000

63



3. Wygeneruj krzywa kalibracji przy uzyciu polecenia ,,Analyze Batch”.

Sample squalene. squalene Results Qualifier (19..
@ ' Name Data File Type |Level Acq. Date-Time Exp. Conc, RT Resp. | MI|Calc. Conc. |Final Conc. | Accuracy | Ratio | MI
[ sq 0bmg ml_1 | sq Obmg ml_1.D | Cal 1 332017 12:34 PM 05000] 111.450| 477418|V 05951 05851 119.0 A7
sg bmg_mL 1 |sqb5mg ml 1D |Cal 4 3132017 519 PM 5.0000] 111.684) 123418. | V] 4.8472 49472 %9 30.5|[C |
¥ |sq 10mg_mL_1 | sq 10mg_mL_1.D | Cal 5 42017 1214 AM 10.0000| 111.852| 262747..|¥] 10.0579 10.0579 100.6 ]
¥ | sg 05mg_mL_2 | sq 05mg_mlL_2.D | Cal 1 3142017 310 AM 0.5000| 111.450| 565053 0.6273 0.6273 3.8[[C]
sq_Img mL 2 |sq ImgmL 2D |Cal 2 142017 6:05 AM 1.0000| 111.464| 1502038((] 0.9714 0.9714 97.1 57|01
sq_2mg_ml_1 |sq 2mg_ml_1D |Cal 3 3132017 6:24 PM 2.0000] 111.546] 3765076 1.8011 18071 501 119
Compound Information Calibration Curve (x|
@0 t REE Y EE Aﬁl.ﬂlﬁ AR A AR osR A RIS L @H 1 ;I:;\z. Type: Li.. »| Origin:|l.. = Weight N.. - "
+ Selected lon (81.0) sg_05mg_mL_1.D 8101310 + SIM (111.323-111.583 min, 486 scans.. squalene - 5 Levels, 5 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 GCs
2 x4 “111.450 min. 2 %1027 Ratio =29.7 (445.1 %) 2 x107 810 B %107y = 2726190.999915 " x - 1145052117503
E 4 = & 3 b 2 R*2 = 0.99898046
[a] I 4 g 1.5 2 26 TypeLinesr, Origin‘lgnore, \Weight None
£ = 1
2 ) ': 1.254 2 94l
] 2 iy 224
s 0.754
2 s 054 21
2]
o o -4 025 1.8
. ; . 4 . ; ; 1 164
m Mms 112 m Mms 12 80 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Leguisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z) 144
ISTD Chromatogram ISTD Qualifiers ISTD Spectrum 1.2
=107 =107 x101 14
0.2 0.2 0.8 02
0.6 0.64 0.64 0.6
0.4 0.44 0.44 0.4
0.24
0.24 0.24 0.24
o
0+ - T T - 0 T T T - 0 T T T - 02l ; . . .
02 04 0 08 02 04 06 08 02 04 06 08 4 ] I 1 ¥ g g 10
Concentration (mg/mil)

4. Korzystajac z powyzszej metody SIM zarejestruj chromatogramy dla sililowanych probek
olejoéw jadalnych (olej amarantusowy, olej z wiesiolka, olej rokitnikowy).

Ponizej przedstawiono pordéwnanie chromatograméw zarejestrowanych dla oleju
amarantusowego w trybie SIM i w trybie skanowania.

(2 e 3 QR # ¢[Xalo e

5 =)o LA o2 % %R B | =

Minutes

=]

x102

+EI TIC SIM amaranth oil_Sz_10sim.D

+EITIC Sean a_u_10.d

o M

A

7% 8 & & s & % s s s ose 100 12 14 10s e 1o 2 e e e e 1k 1k ke
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Chromatogramy zarejestrowane w trybie SIM i w trybie skanowania oleju amarantusowego.
Zaznacz wszystkie zarejestrowane chromatogramy probek oleju, a nastepnie kliknij przycisk

OK, aby doda¢ je do utworzonego wczesniej pliku do analizy ilo§ciowej. Nastepnie kliknij
ikone ,, Analyze Batch ,,, aby uzyskac tabele zawierajaca wyniki analizy iloSciowe;j.
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3.5. Wykoananie analiz przy uzyciu metody HPLC-MS oraz konfiguracja parametrow
dla trybu data dependent MS/MS

Otrzymane w punkcie la ekstrakty lipidéw zostang poddane analizie z uzyciem systemu
LC-MS-QTOF w dependent MS/MS. Przed przystgpieniem do analizy kluczowe parametry
wprowadzone do metody, takie jak poziom sygnalu tla matrycy probki, liczba wybieranych
prekursorow czy szybkos$¢ skanowania, zostang dokladnie przedyskutowane. Z kolei w
trakcie trwania analiz podstawowe zagadnienia dotyczace budowy hybrydowego
spektrometru mas typu QTOF jak réwniez jego tryby pracy ze zwroceniem uwagi na tryb data
dependent beda obszernie omdéwione. Dodatkowo znaczenie wprowadzania do metody list
warto$ci m/z jondw wybieranych jak 1 wykluczanych z analizy zostanie rowniez wyjasnione.

1. Przeprowadz analize eckstraktow osocza w trybie data dependent uzywajac metody
“Phospholipid HILIC negative.m” po jej wybraniu z gtéwnego menu kontekstowego
programu Agilent Mass Hunter Acquisition. Parametry dotyczace modutu chromatografu
cieczowego podane sg na ponizszych rycinach:

Flow
0030 . mlimin
Solvents
n 1 @ 1000 % (Methanoll/ACN 1~  ACHN:MEOH:
2

2 (O 10000 % Water V.02 -

1 @ 100.0% (Methanol/ACN 1: ~  ACN:MEOH_
B: (¥ 10000 : %

3 ) 100.0% Acetonitrile V.02~
Pressure Limits
Min: 000 bar Mazc: BOOOD | bar
Stoptime Peosttime
I As Injector/Mo Limit @ OfF
()] 4500 ©  min ) min

| +| Timetable (12/100 events)

Time[minl * |A[Z] |BIZ] [F“a?f“i“] ﬂﬁiﬁ“ﬁ
000 000 100.00 0.030 £00.00
800 000 100.00 0.030 600.00
1500 4000  60.00 0.030 600.00
4000 000 100.00 0.030 600.00
4500 000 100.00 0.030 600.00
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2. Omow i przedyskutuj wartosci parametrow zrodta ESI po ich wprowadzeniu do metody

(zaktadka ,,source”):

lon Source | lon Polarity - — Data Storage, - LC Stream
[Dual2)SESI  v| | | [Negative || | Both [Ms

 Stop Time 1 Time Segment and Experiment #
& No Limitas Pump  Time (min) / Expt /

" Stop Time |30 min

Cycle Time |1‘3 $

Binary Pump  Column Comp. DAD |}

» I

Genemlcquisition | Ref Mass] Chromatograrnl

~ Dual AJS ESI [Seq)

Gas Ternp|250 ‘C

Diying Gas |13

1/min

Nebuiizer [60 psig
SheathGasTemp[125  'C

SheathGasFlow[2  Vmin

Dual AJ5 ESI (Expt)
WCap 3000 ¥

MNozzle Voltage (Expt) | fi] v

ID I

IU.U_ 1/min
[0 psia
o €

IM_ 1min

Capillaty |IJ.UIJEI ud

Chamber |I].DI] uh

»

—MS TOF (Expt)

Fragmentor |1}'5 W
Skimmer |55 W

OCT 1RFVpp (750 v

W zakladce “Acquisition” wybierz typ analizy “Auto MS/MS”:

Binary Pump  Column Comp. DAD
General | Source Ref Mass I Chromatogram |
B Spectral Parametersl Collision Energyl Precursor Selection II Precursor Selection I Preferred/Exclude |
Mod Auto M5 /M5 Prefered/E «clude Table |
ode: — —_
ME On Frec. m/z Lelslnd Z | Prec. Type Fet | Delta Ret. Is0. Width Collision |- =7
~ [ppm] Tirme | Tirme [min) Energy
[=d) i £79.76 100]  1|Exchude 0 Narmow (1.3 m/z)
Ird E49.71 100 1 |Exclude i] Marrow [~7.3 miz)
Ird B1213 100 1 |Exclude i] Marrow [~71.3 miz)
T v E11.17 100 1 |Exclude i] Marrow [~71.3 m#z)
" MS/MS Ird 610.14 100  1|Exclude i} Narrow [~1.3 m/z)
S
(Seal [ 476,42 100]  1|Exclude 0 Narmow (1.3 m/z) )
dl v 47R A3 100 1 |Exclude i] Marrow [~7.3 miz) u
v 474,32 100 1 |Exclude i] Marrow [~7.3 mi'z)

— Default Values
Delta m/z:

100 Pprm

Delta Ret. Time:

—

mir

Use Preferred ion
lizt il

-
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3. Przedyskutuj i wyjasnij znaczenie kluczowych parametréow dla analizy typu data dependent
zadeklarowanych w metodzie takich jak:

e liczba wybieranych jonéw prekursora

Binary Pump  Column Comp. DAD

Generall Source  Acquisition l Ref Mass] Chrumatugram]

Spectral Parameters ] Coliision EnergerrECurSDr Selection | [Precursur Selection Il | Preferred/Exclude

— Static Ewxclugion R List
pode: - tax Precursor Per Cycle ShE e u.sn:-n ange =
: Static Excluzion Range T able

i [gseg] Precurzor Thrashald Start mz End m/z
&bz Threshaold 1000 counts 4 =t 400
At = =
5 RS Rel Threshold (%] [0.01 %
(Seq) ) _
Active Exclusion
Targeted
™ MSAMS [v Enabled
[Seq)

Excluded after |3 Spectia
Releazed after |07 mir

e model izotopowy

Binary Pump  Column Comp. DAD

Generall Source  Acquisiion l Ref r.|assl Chrumatugram]

Spectral Parameters ] Collizion Energy l Precursor Selection | Precursor Selection || ] Preferred/Exclude l

rF'recursol Charge-State Selection and Preference ] Abundance Dependent Accumulation
tode: =
MS Inactive Active v Scan speed varied based on precursor abundance

-
(Bed) 3 A Up Target ’W countsdspectum
oy ﬁdlgt,?ms L|>r?k < v Use M55 accurnulation time limit
[Sed) Feset M [ Reject precursors that cannot reach target TIC within time limit
Targeted
" MSAMS :
[Sed) Sort Precursors by Charge State then Rl leafier (Miee=t
Abundance Purity Stringency: |100 4 [iCommon Orgaric Molecules ﬂ ]
& Sort Precursors by Abundance only Purity Cutoff: ’30— =

e wartosci m/z jondw preferencyjnie wybieranych do analizy jak 1 eliminowanych

Binary Pump  Column Comp. DAD

General | Source  Acquisition lRef r.|assl Chrumatugram]

Spectral Parameters ] Collizion Energy] Precursor Selection | | Precursor Selection Il | Preferred/Exclude
Auto M5/MS Prefered/Exclude Table Default Walues
Mode: Delta m/ R Delta B Collisi =
M5 On Frec. m#z elamiz | = | poc Tupe g2t alyfer lso. Width oliston |-, | Delta m/z:
o [ppm] Time Time [mnir) Energy
(Sed] NI 5066 10| 1|[Prefered 0 Narrows [~1.3 méz] 10 pem
Auta 2 8306 100 1) Prefered 1} Marrow [~1.3 méz] .
& MSAMS Dela Ret. Time:
2 2805 100 1) Prefered 1] Marrow [~1.3 mdz]
[Seq) [ mn
i~ 8786 100 1§ Prefered o Marrow [~1.3 miz]
Targeted
" M5/S v 8785 100 1) Prefered i} Marrow [~1.3 mdz]
5
(bea) o 765 100  1|Prefened a Narow (1.3 miz]
v 6745 100 1|Preferred ] Narow (1.3 m/z] k‘sfzrf;ffe”ed n
v av4s 100 1) Prefered 1] Marrow [~1.3 mdz]
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Binary Pump  Column Comp. DAD

General] Source  Acguisition lRef Massl Chrnmatngram]

Spectral Pararneters] Collision Energ*,r] Precursor Selection I] Precursor Selection II | Prefenned/Exclude

Mode:

[
[Seal

Auto
v M5MS
[Seq)

Targeted
" MSAMS
[Seq)

Auto MS/MS Preferred/Exclude T able Default Walues
— j=|
On Prec. miz | DEtamiz| = | g Type Ret. | Delta Ret. Iza. Width Collision | =7 | pala m/z:
[ppm] | Time | Time [min] Energy
v E79.7E 100 1'E uclude u] Marraw [~1.3 miz) 100 =
v E49.71 100 1|Exc:|ude u] Marraw [~1.3 miz) Deka Fet. Time:
v E1219 100 1| E xclude u] Marraw [~1.3 miz) .
mir
v E11.17 100 1|Exc:|ude u] Marraw [~1.3 miz)
v E10.14 100 1| E xclude u] Marraw [~1.3 miz)
v 476.42 100 1| E xclude u] Marraw [~1.3 miz) |
v 475,53 100[ 1fExciuds i Naraw [~1.3 m/z) L4 ﬁfzrﬂffe"ed ion
v 474,32 100 1lE uclude u] Marraw [~1.3 miz)
— N PRt a e [ - R a v

Jaki jest powdd 1 znaczenie tworzenie w metodzie list m/z jondw prekursoréw
wybieganych i eliminowanych z analiz w trybie data dependent? Jakie parametry metody
analitycznej ulegaja znacznemu polepszeniu?

4. Wygeneruj chromatogram dla wszystkich jonow (TIC) w celu uzyskania profile

fosfolipidowego kazdej przeanalizowanej probki osocza.

AC&WM x

P2 e

tQ B ¢ [Eaoc s x|[]EA s L% % B M =)

x10 6
8.
7.5
7_
651
6.
551
5_
4.5
4
351
34
25

-ESITIC MS(all) Frag=175.0V Extract_K6.d

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Counts vs. Acquisition Time (min)

5. Nastepnie wygeneruj chromatogramy (EIC) dla jondéw standardow wewngtrznych

poszczegdlnych klas fosfolipidow w celu wustalenia zakresu czasow
odpowiadajacych fosfolipidom danej klasy.

Uzyj w tym celu komendy “Extract defined chromatogram” w edytorze metody program
Mass Hunter Qualitative.

retencji
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-TIC MS (Cycle-summed -
"EIC (736.5163+809 5270+678.4362+634 4531...m/: 1|
EIC (736 5163 m/2) MS (Cycle-summed] =

-EIC (8095270 m/z) MS (Cycle d L=
-EIC (678.4362 m/2) MS (Cycle-summed)

FIC (R4 AR21 m /71 MS ik A B
it ;

T 9.248 1
3 I
, I| | 23212
| | 20474 ,."\\
1- e Ta .I II I‘-\.
ol 2330 e N > .
10 5 |-ESIEIC(736.5163) Scan Frag=175.0V Extract_K6.d Smooth (2)
1 1
3\‘
2_
20499
1 y
0 8285 12821 25466
10 & |-ESIEIC(634.4531) Scan Frag=175.0V Extract_K6.d Smooth
1 1
3 9248
2.
‘| p
0 15.685 25 258
x10 5 |-ESI EIC(596.4024) Scan Frag=175.0v Extract_K6.d Smooth
1 1
3.
N 23212
'| 4
ol 6277

S —— ¥ T ¥ y ¥ U e — ¥ y u y T ¥ y ¥
2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Counts vs. Acquisition Time (min)
6. Wygeneruj liste zwigzkow znalezionych przez software dla kazdej z analiz. W tym celu

uzyj funkcji “Find compounds by Auto MSMS” z menu kontekstowego Mass Huntera
Qualitative.

L

Show/Hide Cpd T File w RT i miz il FT'
1 Extract_K6.d 0.062 454 3586 =
2 Extract_K6.d 081 2195143
3 Extract_K&.d 0.822 718.555
4 Extract_K6.d 0.546 656.8809
5 Extract_K&.d 1.034 7645413 =
[ Extract_K6.d 1.118 650.5284
7 Extract_K6.d 118 B06.5547
8 Extract_KE&.d 1229 8244565 Find by Targeted MS/MS
9 Extract_K6.d 1.362 4829254 Find by Molecular Feature
10 Extract_KB.d 1.465 2485168 Find by MRM
11 Extract_KB.d 1.506 6214743 " Find Compounds by Formula
13 Extract_K&.d 175 819.5143
14 Extract_KB.d 1.899 706.4321 L0
15 Extract K&.d 2.266 2424113
16 Extract_K&.d 241 8764235
17 Extract_K6.d 2416 522 4201
18 Extract_Kb.d 2485 718.5381
15 Extract_KE.d 2825 2195143
20 Extract_K&.d 2.366 8205361
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Na wygenerowanej liscie odszukaj zwigzek o znanej wartosci m/z np. przy m/z 591.4036.

Przypisz wartos$¢ czasu retencji wyselekcjonowanemu zwigzkowi.
Nastepnie odszukaj charakterystyczne jony na widmie fragmentacyjnym zwigzku
wskazanego w punkcie 7 i przypisa¢ im ich wartosci m/z.
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Modut 2

Metabolomika

Coral Barbas, Danuta Dudzik, M? Fernanda Rey-Stolle, Francisco J. Rupérez,
Antonia Garcia

Centre for Metabolomics and Bioanalysis (CEMBIO), Facultad de Farmacia, Universidad San Pablo
CEU; Madrid, Spain

. Wstep

Celem kursu jest umozliwienie studentom studiow doktoranckich rozwoju wiedzy i
umiejetnosci w nowej dyscyplinie jaka sg nauki omiczne. Metabolomika zajmuje si¢ analiza
systematyczna metabolitow wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowych. Celem metabolomiki jest
dostarczenie wiedzy na temat zmian metabolicznych oraz mechanizmu molekularnego
lezacego u podstaw rozwoju chorob, a takze odkrycie nowych, klinicznych biomarkerow
diagnostycznych i1 prognostycznych. Modut 2 podzielony jest na cztery sekcje, obejmujace
glowne aspekty metabolomiki: 1) cele i definicje, 2) stosowane podejscia, w tym planowanie
oraz warunki eksperymentu, narzedzia analityczne, kontrola jako$ci i cykl pracy w
metabolomice, 3) wstepna obrobka danych, przetwarzanie danych, w tym analiza statystyczna
I identyfikacja biomarker6w; oraz w ostatniej czgsci, 4) interpretacja biochemiczna, analiza
szlakow biochemicznych oraz walidacja biomarkerow przy uzyciu réznych programow.

Tresci kursu beda realizowane w formie wykladow, warsztatow, jak i Cwiczen
praktycznych z danymi, przy wykorzystaniu obecnie dostepnych bezptatnych zasobow
bioinformatycznych. Zastosowane podejscie pozwoli na otrzymanie wymiernych rezultatow.

1. Zalozenia i efekty ksztalcenia

ZaloZenia
Celem kursu jest zrozumienie przez studentéw podstawowych pojec¢ i metodologii badan
metabolomicznych. Studenci zdobeda podstawowa wiedzg teoretyczng 1 praktyczng w
zakresie metabolomiki, w tym koncepcji pipeline, wymagan 1 podejmowania odpowiednich
dziatan, analizy danych metabolicznych, wstepnego przetwarzania danych, statystyki,
identyfikacji metabolitow oraz ich znaczenia biologicznego. Poza tym student bedzie potrafit
przeprowadzi¢ walidacj¢ biomarkerow oraz ustali¢ hipoteze biologiczna.
Specyficzne efekty ksztalcenia:
Po ukonczeniu kursu studenci powinni potrafic¢:
1. definiowac i stosowaé podstawowa terminologi¢ zwigzang z metabolomika.
2. omawia¢ w sposob kompleksowy, rézne mechanizmy rozdziatu, w polaczeniu z technika
MS w zakresie metabolomiki.
3. okresla¢ wszystkie etapy badan metabolomicznych.
4. wybiera¢, pomigdzy roznymi podejsciami, w celu rozwigzania konkretnego problemu.
5. zna¢ 1 rozumie¢ roézne metody przygotowania probek oraz ograniczenia w badaniach
metabolomicznych.
6. zna¢irozumie¢ etapy przetwarzania danych.
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7. umiejetnie wykorzystywaé darmowe oprogramowanie w celu przetwarzania danych i
analizy szlakéw biologicznych.

8. znad rozne podejscia do analizy statystycznej stosowanej w metabolomice.

9. zdobywac podstawowe umiejetnosci w zakresie wykorzystania bezptatnych baz danych.

10. wyjasnia¢ tym, ktérzy nie sa specjalistami, jak dyscyplina jakg s3a nauki "omiczne"
dostarcza cennych informacji w r6znych dziedzinach nauki.

11. wycigga¢ oraz uzasadnia¢ wnioski, jasno i jednoznacznie zarowno dla specjalistow, jak i
nie.

12. kontynuowac¢ proces uczenia si¢, w duzej mierze autonomicznie.

I11.Spis tresci

1. Wstep do metabolomiki
2. Podejscia analityczne w metabolomice
2.1. Cykl pracy w badaniach metabolomicznych
2.1.1. Projekt eksperymentu
2.1.2. Pobieranie probek
2.1.3. Ekstrakcja metabolitow
2.1.4. Rozdziat i detekcja
2.2. Kontrola jako$ci i procedura zapewnienia jako$ci w metabolomice
3. Przetwarzanie danych i identyfikacja metabolitow
3.1. Przetwarzanie danych koncepcja pipeline
3.1.1. Przetwarzanie surowych danych
3.1.2. Wstegpne przetwarzanie danych
3.1.3. Wstepna obrobka danych
3.2. Identyfikacja metabolitow
3.2.1. Identyfikacja za pomocg GC-EI-MS
3.2.2. Identyfikacja metabolitow za pomocg LC lub CE-(ESI)MS: Praca
z bazami danych
3.2.3. Bazy danych metabolitow, klasyfikacja w oparciu o warto$¢ masy
czasteczkowe;j
3.2.4. Bazy danych metabolitéw, klasyfikacja w oparciu o widma
masowe
3.2.5. Informatyczne bazy danych
3.3. Analiza statystyczna
3.3.1. PCA
3.3.2. PLS-DA
3.3.3. OPLS-DA
3.3.4. Wykres-S, metoda Jack-knife i test projekcyjny VIP
3.3.5. Walidacja statystycznych modeli wielowymiarowych
4. Analiza danych
4.1. Od identyfikacji danych do szlakow biochemicznych: klasyfikacja
danych w celu oceny istotno$ci biologicznych.
4.1.1. Bazy danych szlakow biochemicznych
4.1.2. Analiza szlakéw biochemicznych
4.1.3. Wzbogacanie metabolitow
4.1.4. Topologiczna analiza szlakéw biologicznych
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4.2. Walidacja biomarkeréw: Ustalenie istotnosci metabolitow
5. Zajecia praktyczne z metabolomiki.
5.1. Metabolomika targetowa i nietargetowa
5.2. Wstepna obrdobka danych przy uzyciu platformy Workflow for
Metabolomics (W4M)
5.2.1. Konwersja plikow MS
5.2.2. Kontrola surowych danych
5.2.3. Przeslij dane do Galaxy
5.2.4. Wstepne przetwarzanie danych LC-MS za pomocg XCMS.
5.3. Statystyka
5.4. Komentarze

1. Wstep do metabolomiki

Metabolomika odnosi si¢ do systematycznej analizy calego zestawu metabolitow
wewnatrz- i zewnatrzkomérkowych w danym systemie biologicznym (w tym w systemach
bakteryjnych, roslinnych i zwierzecych). Metabolity sg czasteczkami o matych masach
molowych (<1500 Da), ktore pochodza od wielu sktadnikow biologicznych (np. biatek, DNA,
RNA). Powstaja w wyniku roznych przemian biologicznych w odpowiedzi na proces
patofizjologiczny. Metabolity uczestnicza w przemianach metabolicznych i1 sg niezbedne do
regulacji, wzrostu i prawidtowego funkcjonowania komorki. Biora takze udziat w procesach
transkrypcyjnych, translacyjnych i posttranslacyjnych. Dlatego tez, metabolomika zapewnia
calkowity obraz aktualnego stanu i fenotypu organizmu. Zrozumienie metabolomu,
zdefiniowanego jako zestaw wszystkich metabolitow w komorce, tkankach lub organizmie
jest kluczowe dla uzyskania kompleksowego obrazu funkcjonowania komorek, tkanek i
organizmow. W wiekszosci przypadkow metabolomika polega na badaniu zroéznicowania
metabolomicznych odciskéw palca (metabolomics fingerprinting), generowanych z podgrup
"kontrolnych" 1 "badanych", w celu znalezienia r6znic w ich profilach metabolicznych w
odpowiedzi na bodzce zewngtrzne (patologie, dziatania biochemiczne lub $rodowiskowe,
zywienie itp.). Podsumowanie specyficznych poje¢ w dziedzinie metabolomiki, podano w
tabeli 2.1.

Metabolomika okazata si¢ skuteczng, dobrze ugruntowang i warto$ciowa metoda badania
zdrowia ludzkiego, chorob, procesu starzenia, stylu zycia oraz odkrywania i udoskonalenia
zZWigzkoéw o dziataniu terapeutycznym. Dlatego tez, ostatecznym celem metabolomiki jest
wglad w zmiany metabolitow 1 mechanizmy molekularne lezace u podstaw stanu
chorobowego oraz odkrycie nowych, klinicznych biomarkerow diagnostycznych oraz
prognostycznych. Liczba badan obejmujgcych analiz¢ metabolomu wzrasta z roku na rok
wraz z ulepszeniami w zakresie technologii analitycznych.
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Tabela 2.1. Definicje dotyczace metabolomiki.

Pojecie

Metabolomika

Metabolity

Metabolom

»Metabotyp”

Odcisk palca

Profilowanie
metaboliczne

Odcisk stopy

Metabolomika
nietargetowa

Metabolomika
targetowa

Szlak
metaboliczny

Definicja
Badanie kompletnego zestawu metabolitow roznigcych sie¢ w zaleznosci od
fizjologii, rozwoju stanu patologicznego komorki, tkanki, narzadu lub
organizmu.
Mate czasteczki, o niskiej masie molowej (<1500 Da), ktore wchodza w sktad
struktury wielu sktadnikoéw biologicznych, niezbednych do regulacji, wzrostu i
normalnego funkcjonowania komorki.
Koncowy produkt genomu, kompletny zestaw wszystkich metabolitow o
niskiej masie czasteczkowej obecnych w komorce lub organizmie. Metabolom
dzieli si¢ na egzo-metabolom (metabolity zewnatrzkomorkowe) i endo-
metabolom (metabolity wewnatrzkomorkowe).
Fenotyp metaboliczny.
Bezstronne, globalne i wysoce wydajne podejscie do klasyfikowania probek
opartych na modelu metabolomicznym lub "odciskach palcow" zmieniajacych
si¢ w odpowiedzi na choroby, zaburzenia srodowiskowe lub genetyczne,
ktorych gtownym celem jest identyfikacja dyskryminujacych metabolitow.
Identyfikacja i analiza ilosciowa lub potilosciowa konkretnej grupy
metabolitow, ktore zwigzane sa z konkretnym szlakiem metabolicznym.
Analiza (egzo) metabolitéw wydzielanych/wydalanych przez organizm w
kontrolowanych warunkach.
Zakres globalny, wolny od hipotez, w celu réwnoczesnego pomiaru jak
najwiekszej ilosci metabolitow z probek biologicznych.
Wiaze si¢ z uzyciem jednej metody analitycznej do oznaczenia ilosciowego
niewielkiego zestawu znanych metabolitow.

Zestaw reakcji chemicznych zachodzacych wewnatrz komorki.

2. Podejscia analityczne w metabolomice

W zaleznosci od celu badan metabolomicznych mozna zastosowaé dwie strategie
analityczne: podejscie targetowe i nietargetowe (Rycina 2.1).

( Strategia Metabolomiki ]
Nietargetowa Targetowa
[ ] - 9
99 n C OO %,‘
Prébli

Potwierdzenie przez standardy M SMS

Probki i sandardy metabolitéw

|

Wy réwnaniei obrébka danych Analiza danych/ilosciowa

wyr

Poréwnanie probeki standardéw

Globalny profil metaboliczny | Analiza ilosciowa specy ficzny ch matabolitéw|

Rycina 2.1. Targetowe i nietargetowe podejscie analityczne do badan metabolomicznych.
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» Podejscie targetowe

Metabolomika targetowa, odnosi si¢ do badan majacych na celu analize¢ konkretnych,
znanych czasteczek (typowo<20), dotyczacych kilku (lub jednego), powigzanych szlakoéw
metabolicznych, ktore w poprzednich badaniach zostaly okreslone jako biologicznie
istotne szlaki metaboliczne. W zwiazku z tym stosuje si¢ metody o wysokim poziomie
specyficznosci, precyzji 1 dokladnosci, w celu okreslenia ilosci kazdego metabolitu. Na
przyktad, ilo§ciowe oznaczanie aminokwasow przy uzyciu metody monitorowania reakcji
z zastosowaniem spektrometru mas, potrdjnego kwadrupolu (QQQ). Analize ilosciowa
badanych zwiazkow, przeprowadza si¢ przy uzyciu standardow wewnetrznych oraz
poréwnania uzyskanych danych z krzywymi wzorcowymi.

> Podejscie nietargetowe

Nietargetowe podej$cie do metabolomiki, odnosi si¢ do koncepcji odcisku palca,
posiada globalny zasieg, za$ gtowny cel stanowi jednoczesne wykrycie jak najwigkszej
liczby metabolitow w kazdej probce, w ramach jednego nastrzyku probki. W strategii
nietargetowej, metabolity, ktore zostang zidentyfikowane, nie sa znane przed badaniem.
Podejscie to stosuje si¢ do badan wolnych od hipotez, za$ celem jest zdefiniowanie
nowych i wczedniej nieobserwowanych zmian w metabolomie. Moze to, by¢ zwiazane, z
biologiczng funkcja organizmu 1 mechanizmami lezagcymi u podioza zmian
metabolicznych, spowodowanych rozwojem choroby. Podejécie takie, prowadzi do
powstania nowej hipotezy, ktora powinna zosta¢ zweryfikowana, w pdzniejszym badaniu
walidacyjnym, czyli w podejsciu targetowym.

2.1. Cykl pracy w badaniach metabolomicznych

Typowy cykl pracy w nietargetowych badaniach metabolomicznych przedstawiono na
rycinie 2.2.

CvKkl pracy
[ vkl prac ]
2

Pobieranie

3
E kstrakrja
metabolitow

Rozdziali
detekeja

—- 3

Przetwarzanie

Interpretacja
biologiczna

o’

7

Identyfikacja 6 danych
metabolitow Analiza .

X statystyczna i .I m‘ l
2L ™ s

Rycina 2.2 Cykl pracy analizy nietargetowej w badaniach metabolomicznych.
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Najwazniejsze punkty cyklu pracy w badaniach metabolomicznych to: (1) projekt
eksperymentu; (2) pobieranie i przechowywanie probek; (3) ekstrakcja metabolitow; (4)
gromadzenie danych; (5,6) przetwarzanie i analiza danych; oraz (7,8) identyfikacja
metabolitow, ktore umozliwig interpretacj¢ biologiczng. Kazdy krok, ma duze znaczenie,
dlatego tez, nalezy stosowaé procedury zapewniajace jako$¢ analizy w celu zmniejszenia
niepozadanych zmian preanalitycznych i eksperymentalnych oraz w celu zagwarantowania
wiarygodnosci badan.

2.1.1. Projekt eksperymentu

Projekt eksperymentu opisuje w detalach, jak dane badanie, zostanie przeprowadzone.
Powinien obejmowacé wszystkie istotne aspekty pracy, od pobrania probek do koncowe;j
analizy danych. Wszystkie probki do badan wybierane sg w sposob rozwazny i przemyslany.
Jesli probki zostaly zebrane wczesniej (np. grupa probek do badan epidemiologicznych)
istotne jest, aby wiedzie¢ (1) jak zostaly zebrane oraz jak sa przechowywane; (2) jak mozna
dopasowa¢ probki kontrolne i badane; 1 (3) czy istniejg zalezno$ci miedzy grupami
kontrolnymi i eksperymentalnymi. Projekt eksperymentu powinien obejmowaé jasny opis
liczby probek i powtérzen oraz opis badanych grup, aby zapewni¢ dane o wystarczajacej
mocy statystycznej. Badania oparte na modelu eksperymentalnym np. hodowle zwierzat lub
hodowle komorkowe, w dobrze kontrolowanym $rodowisku laboratoryjnym, wymagaja
zwykle matego rozmiaru probek (zazwyczaj 6-12), aby zidentyfikowaé istotne Statystycznie
zmiany. Badania oparte na populacji ludzkiej sg bardziej ztozone i obejmujg znacznie wigcej
zmiennych, ktore mogtyby wptywaé na jako$¢ przeprowadzonych badan. Czynniki zwigzane
ze stylem zycia (np. dieta, aktywno$¢ fizyczna), demograficzne (np. etniczno$é), fizjologiczne
(np. pte¢, wiek, BMI) oraz dane kliniczne (np. dane medyczne, leki) nalezy rozwazy¢ i
umozliwi¢ ich zidentyfikowanie, unikajagc tym samym zmiennych zakltocajacych nasze
badania. Skuteczny 1 starannie dobrany projekt eksperymentu jest pozadany, aby mozna bylo
doktadnie zmierzy¢, nawet male, istotne biologicznie zmiany w metabolomie. Zmiany te,
beda znacznie fatwiej wykrywalne, niz zmiany w Zle zaprojektowanym eksperymencie.

2.1.2. Pobieranie probek

W czasie pobierania probek nalezy stosowaé si¢ do wymagan zdefiniowanych w
projekcie. Nalezy zebra¢ wszystkie probki w takich samych pojemnikach, dokltadnie je
zamkna¢, podpisa¢ i przechowywa¢ w temperaturze -80°C. Rozmraza¢ probki wolno,
bezposrednio przed analizg i przechowywac je w lodzie.

2.1.3. Ekstrakcja metabolitow

Aby wyniki badan byly wiarygodne ekstrakcja metabolitow musi by¢ kontrolowana.
Metoda ekstrakcji nie jest skomplikowana, sposéb ekstrakcji zalezy od stosowanej matrycy
probki oraz systemu analitycznego.

LC-MS. W celu przeprowadzenia analizy LC-MS, probki zawierajace biatka wymagaja
etapu deproteinizacji, ktory obejmuje proces usuwania biatek. W celu wytragcenia biatek
dodaje sie, zazwyczaj zimny, organiczny rozpuszczalnik (np. metanol, acetonitryl) lub
mieszaning rozpuszczalnikéw (np. metanol/etanol (1:1, obj./obj.)). Tak wytracone biatka,
oddziela si¢ poprzez wirowanie. Otrzymany supernatant, zawiera wyekstrahowane metabolity
I jest odpowiedni do analizy LC-MS.
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GC-MS. W przypadku GC-MS, poza deproteinizacja, konieczne sa bardziej
skomplikowane procedury, poniewaz metoda GC jest niekompatybilna z nielothymi i
termicznie labilnymi zwigzkami. Procedury te, obejmuja ochrone grupy funkcyjnej-
ketonowej przez metoksylacje 1 derywatyzacje w celu zwigkszenia lotno$ci metabolitow.
Proces derywatyzacji obniza temperatur¢ wrzenia wielu endogennych metabolitow, co czyni
je wystarczajaco lotnymi, aby umozliwi¢ rozdzial chromatograficzny. Zwigzki zawierajace
grupy funkcyjne z aktywnymi atomami wodoru, takie jak -SH (tiole), -OH (alkohole, poliole,
fenole, enole), -NH (aminy, amidy) i -COOH (kwasy karboksylowe) sg najczeSciej
poddawane analizie GC-MS, ze wzgl¢du na tendencj¢ tych grup funkcyjnych do tworzenia
wigzan wodorowych miedzyczasteczkowych. Wigzania wodorowe wpltywaja na: lotnosé
zwigzkow, oddziatywania zwigzkdéw z materiatami do pakowania kolumn oraz na stabilno$¢
cieplng zwigzkow. Po deproteinizacji, probki nalezy osuszy¢ przed dodaniem jakichkolwiek
srodkow derywatyzujacych. Metoksylacja wykorzystuje chlorowodorek O-metoksyaminy w
pirydynie w celu stabilizacji grup karbonylowych poprzez zahamowanie tautomeryzacji keto-
enolu i utworzenie struktur acetylowych lub ketonowych. Wptywa réwniez na zmniejszenie
liczby pochodnych cukréw redukujacych i generuja dwie postacie pochodnej -N = C <:
syn/anty. Kolejnym etapem jest proces sililowania, gdzie nast¢puje zastgpienie aktywnych
atoméw wodoru grupg alkilosililowa, na przyktad trimetylosililowa (-SiMe3). Modyfikacja
grupy funkcyjnej czasteczki przez chemiczng derywatyzacje umozliwia analize wielu
zwigzkéw polarnych, zwickszajac ich lotnos$¢, stabilno$¢ termiczng i symetri¢ piku w
chromatografii.

CE-MS. Typowe przygotowanie probek do analizy CE-MS sklada si¢ zazwyczaj z
dwoch etapdw, rozcienczenia probki i deproteinizacji. Dla lepszej czuto$ci, sita jonowa w
roztworze probki powinna by¢ nizsza niz elektrolitu wypelniajacego kapilare.

2.1.4. Rozdzial i detekcja

Wybor platformy analitycznej moze znaczaco wplyna¢ na wyniki w badaniach
nietargetowych metabolomu. Spektrometria mas (MS) i jadrowy rezonans magnetyczny
(NMR) sa najczesciej stosowanymi metodami detekcji w analizie metabolomu. NMR  jest
bardzo uzyteczny w charakterystyce struktury nieznanych zwiazkow, jednakze charakteryzuje
si¢ niska czutoscig oraz koszty zakupu aparatury, sa znacznie wyzsze niz aparatury do MS.
Do najwazniejsze zalety techniki MS mozemy zaliczy¢ wysoka czulo$¢ 1 wydajnose.
Metabolom sktada si¢ z bardzo réznorodnych zwigzkéow chemicznych, ktore sprawiaja, ze
praktycznie niemozliwe jest jednoczesne oznaczenie calego metabolomu obecnego w probce
za pomocg pojedynczej platformy analitycznej. Dlatego potaczenie technik separacyjnych
(chromatografii cieczowej, chromatografii gazowej i elektroforezy kapilarnej) z MS znaczaco
zwigksza zdolno$¢ analizy chemicznej bardzo zloZzonych probek biologicznych 1 umozliwia
uzyskanie pelniejszego obrazu metabolomu. GC-MS oferuje zdolno$¢ do analizowania
lotnych metabolitow, ttuszczow i estrdw o niskiej polarnosci oraz metabolitéw aminokwaséw
1 kwasow organicznych o wysokiej polarnosci poddanych derywatyzacji w lotne pochodne,
podczas gdy niepolarne i $rednio polarne metabolity o wysokiej masie czgsteczkowej (np.
sfingolipidy, glicerofosfolipidy) analizuje si¢ stosujac platform¢ LC-MS. Dodatkowo CE-MS
pozwala na komplementarne podejscie do LC-MS 1 analizuje aniony, kationy oraz czasteczki
neutralne. Wymienione wyzej metody analityczne zostaly opracowane i poddane walidacji w
celu zapewnienia powtarzalnych wynikéw i kompletnych danych. Tabela 2.2 przedstawia
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glowne cechy technik separacyjnych w polaczeniu ze spektrometria mas w badaniach
metabolomicznych.

Tabela 2.2. Techniki separacyjne polaczone ze spektrometria mas w badaniach

metabolomicznych.

Technika

analityczna Aplikacyjnos¢ Zalety Wady
Rozdzial, identyfikacja ~ Wysoka rozdzielczos$¢ Niezdolpqéé do analizowania
oraz analiza iloSciowa chromatograficzna, metabolitow termo-labilnych i
GC-Ms  lotnych i termicznie dostepnos¢ bibliotek wysokoczasteczkowych,
stabilnych metabolitow, = wielkoformatowych do ~ Wymagana derywatyzacja,
mniej polarnych. identyfikacji nielotnych metabolitow.
metabolitow.
Rozdzial, identyfikacja =~ Wysoka czutos¢, duza Ograniczona dostepnogci
oraz analiza ilo§ciowa pojemnos¢ probki, gré P
L o bibliotek komercyjnych,
szerokiej grupy derywatyzacja nie jest cluentow LC. efokt mative
metabolitow, w wymagana, zdolnos$¢ do . ’ matrycy.
LC-MS ., . C ograniczony potencjat
zalezno$ci od typu analizy zwigzkow ‘dentvfikacviny. chvba e
kolumny i fazy termo-labilnych. yhkacyjny, chyba ze,
ruchomei stosowana jest technika MS-
J MS.
Rozdzial, identyfikacja = Wysoka rozdzielczo$¢ i = Ograniczona dostgpnosci
oraz analiza iloSciowa szybka analiza, bibliotek komercyjnych,
polarnych i uzyteczna metoda dla niekompatybilnos$¢ buforow,
CE-MS zjonizowanych ztozonych probek granice detekcji, ograniczony
metabolitow, przy biologicznych, nawet potencjat identyfikacyjny,
uzyciu zredukowanej dla matych objetosci chyba ze, stosowana jest
objetosci probki. probek. technika MS-MS.
Literatura:

S.G. Villas-Boas, S. Mas, M. Akesson, J. Smedsgaard, and J. Nielsen, Mass spectrometry in
metabolome analysis. Mass spectrometry reviews 24 (2005) 613-646.

2.2. Kontrola jakosci i procedura zapewnienia jakosci w metabolomice

Zapewnienie jakosci (QA) wymagane jest w przypadku wszystkich strategii
analitycznych (targetowa 1 nietargetowa), ale szczegolnie w przypadku badan na duzg skalg.
W badaniach targetowych, stosujac platformy MS, kontrola jakosci probki (QC) stosowana
jest rutynowo do okreslania dokladnosci 1 precyzji metody analitycznej. W kontekscie
metabolomiki, probki QC stosowane sg do: (1) kontroli dziatania systemu analitycznego; (2)
zrownowazenia systemu w celu uzyskania w pelni powtarzalnych warunkéw; (3) poprawy
matych odchylen mierzonego sygnalu w analizie (w partiach) oraz pomig¢dzy partiami
analitycznymi; (4) zintegrowania danych z roéznych partii analitycznych; (5) obliczenia
precyzji pomiaréw metabolitow, z powtoérzonych nastrzykow QC.

Probki QC, analizowane sg na poczatku i koncu przebiegu procesu analitycznego, a takze
w regularnych odstepach czasu w trakcie analizy, w celu monitorowania stabilnosci i
powtarzalno$ci procesu analitycznego. Probki QC powinny by¢ reprezentatywne dla
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jakosciowego 1 ilosciowego sktadu analizowanych probek. Z zalozenia, probka QC powinna
zawiera¢ Srednie stezenie wszystkich skladnikéw, ktore obecne sa w badanych prébkach.
Losowe 1 systematyczne zrddla zmian, beda miaty wpltyw na powtarzalno$¢ danych w
eksperymencie. Opracowano kilka metod pozyskiwania danych opartych na wydajnosci
kontroli jakosci. Ocena jakosci danych obejmuje kontrole precyzji analitycznej w oparciu o
(1) badanie uzyskanych, nieobrobionych danych; (2) wykreslenie sumy intensywnosci cech
metabolicznych kazdej probki eksperymentalnej i probki QC; (3) sprawdzenie dryfowania
sygnatu, utraty czutosci lub zmiennosci w probkach QC w modelu wielowymiarowym
(analiza gtownych sktadowych, PCA-X); (4) obliczenie wspotczynnika zmiennosci CV (%
RSD) dla kazdej cechy metabolicznej wykrytej w probkach QC. Obliczenie CV kazdego
metabolitu (mozliwego metabolitu) dla wszystkich probek QC w jednym przebiegu, zapewnia
ilo$ciowy pomiar zmiennosci. Wartosci dopuszczalne CV, nizsze niz 20% dla danych LC-MS
I CE-MS oraz nizsze niz 30% dla GC-MS, umozliwig filtracj¢ zlozonej matrycy danych i
usuni¢cie metabolitow wykazujacych odchylenia. Na rycinie 2.3 przedstawiono mozliwe
wyniki przewidywania probek QC w wielowymiarowym modelu PCA-X.

A B

Rycina 2.3. Schematyczne przedstawienie predykcji probek QC w wielowymiarowym
modelu PCA-X. Panel A. Mozna zaobserwowac szczelne zgrupowanie probek
QC, co wskazuje na dokladne wyniki analityczne. Panel B. Dyspersja probek
QC wskazuje na utrate stabilnosci 1 powtarzalnosci systemu w trakcie analizy.

3. Przetwarzanie danych i identyfikacja metabolitow

Badania metabolomiczne prowadzg do powstania ztozonych zbioréw danych,
zawierajgcych setki do tysigcy metabolitow. Poprawna obrobka danych jest podstawowym
krokiem, ktory ma olbrzymi wptyw na zakres i1 jako§¢ wynikow metabolomicznych. Jednak
przetwarzanie danych metabolomicznych, obrobka danych i identyfikacja metabolitow jest
prawdopodobnie jednym z najbardziej wymagajacych etapow ze wzgledu na pewne
wewnetrzne cechy: sygnaly analityczne zawieraja wiele szumdéw oraz istnieje wiele
skorelowanych zmiennych w poréwnaniu do liczby osobnikow. Istnieja jednak
zaawansowane narzedzia do wstepnego przetwarzania i analizy danych, zaréwno komercyjne
(np. Agilent Technologies), jak i bezptatne platformy online (np. XCMS, MZmine, MetAlign,
MetaboAnalyst, MeltDB lub niedawno opracowana W4M).
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3.1. Przetwarzanie danych koncepcja pipeline

W  badaniach metabolomicznych wazne jest oddzielenie interesujacych zmian
biologicznych od niepozadanych Zrdédet zmienno$ci wprowadzonych do eksperymentu.
Dlatego wszechstronna analiza danych dotyczaca metabolizmu wymaga wyczerpujacej
analizy danych oraz specjalistycznego oprogramowania, ktore umozliwia analize
chemometryczng, bioinformatyczng i statystyczng. Ogolny cykl pracy, analizy danych
metabolomicznych opiera si¢ na 4 gtéwnych etapach: (1) przetwarzanie surowych danych; (2)
wstepne przetwarzaniem danych; (3) wstgpna obrobka danych i (4) obrobka danych (Rycina
2.4).

Przetwarzanie Wstepne Wstepna Obrobka
surowych przetwarzanie obrobka danych
danych danych danych X .
- - - - Normalizacja
- Komwersjia « Redukcja = Normalizacja s Transformacja
Plikcow daryveh SZUIMOW - Transformacica * Skalowarnie
= Detekcjia plikcow = Skalowarie

- Wyvrownarnie

= Filtrowanie
darmveh

« Zaguhione dane

—

Rycina 2.4. Gléwne etapy analizy danych w cyklu pracy badan metabolomicznych.

Nietargetowe badania metabolomiczne charakteryzuja si¢ rdwnoczesnym pomiarem
duzej liczby metabolitow w kazdej probce. W rezultacie generowana jest duza ilos¢ danych.
Najwazniejsze kwestie, ktore nalezy wzig¢é pod uwage w nietargetowych badaniach
metabolomicznych, zwigzane sg z dwoma kluczowymi czynnikami wptywajacymi w znaczny
sposOb na nasze dane: biologiczna zmienno$¢ 1 biedy techniczne.

3.1.1. Przetwarzanie surowych danych

Po wygenerowaniu danych wyniki muszg zosta¢ przetworzone tak, aby wyodrebnié
informacje z surowych plikow danych. Nalezy przeksztalci¢ dostgpne dane, aby miaty
warto$¢ naukowg. Surowe dane, konwertowane sg zar6wno przy uzyciu oprogramowania
dostarczanego przez sprzedawcow, jak i bezptatnych platform elektronicznych (np. XCMS).

3.1.2. Wstepne przetwarzanie danych

Przetwarzanie wstgpne danych dotyczy wszystkich czynnosci wplywajacych
bezposrednio na surowe dane przed dalsza analiza danych. Gtownym celem, jest poprawa
jakosci sygnatu i zmniejszenie mozliwych bteddéw/zakldcen obecnych w surowych danych.
Ten krok obejmuje: (1) redukcje szumow; (2) detekcje pikéw 1 dekonwolucje; (3)

wyrdwnanie; (4) imputacje zagubionych danych; oraz (5) filtracj¢ danych.

(1) Redukcja szumow
Korekcja linii bazowej, redukcja szumoéw, stuzy do usuwania artefaktéw o niskiej
czegstotliwosci 1 pozornych roznic, ktére generowane s3 przez protokot eksperymentalny i
wariancje instrumentalne. Krok ten ulatwia detekcje pikow i redukuje fatszywie pozytywne
wyniki. Niektére oprogramowania zintegrowaly algorytmy filtrowania 1 detekcji pikow w
jedng funkcje.
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(2) Detekcja pikow i dekonwolucja

Celem detekcji pikéw oraz dekonwolucji jest identyfikacja i oznaczenie iloSciowe
sygnatéw z widm pochodzacych od wykrytych zwigzkéw w probcee.

Kazdy pik w chromatogramie lub elektroforegramie przedstawia wykres zaleznosci
intensywnosci (abundance) na osi y od czasu retencji (RT) lub czasu migracji (MT) na osi x.
Intensywnos¢ mierzona jest w oknie czasu detekcji w kazdym skanowaniu jonow, w
ustalonym zakresie mas. Poza tym, uzyskane widmo masowe, oferuje podwoéjng informacje,
poza czasem retencji. W skomplikowanych prébkach, koelucja roznych zwigzkéw powoduje
iz widzimy tylko pojedynczy pik, a ponadto widmo masowe piku jest sumg wszystkich
zwigzkow koeluujacych. Dekonwolucja to proces oddzielania sktadnikéw koeluujacych i
tworzenia czystego widma dla kazdego sktadnika poprzez ekstrakcje jonéw z catkowitego
pradu jonowego (TIC), nawet jesli sygnal zwigzku targetowego jest na poziomie sladowym.

Detekcja pikéw odbywa si¢ wszerz widma, a ich powierzchnie sg zintegrowane w celu
zapewnienia oznaczenia ilo§ciowego metabolitow. W wyniku tego procesu zlozone matryce
danych 3D MS przeksztalcane sg w listy cech metabolicznych, odpowiadajacych RT lub MT
w postaci stosunku masy do tadunku (m/z) 1 wzglednej intensywno$ci badanych zwigzkow.

Detekcja pikow powinna opiera¢ si¢ na pomiarze sygnatu pochodzacego od zwigzkow 1
unikaé¢ falszywie dodatnich wynikéw. Metodologia ro6zni si¢ ze wzgledu na zrodia jonizacji
twardej dla GC-EI-MS lub LC-ESI-MS, oraz mi¢kkiej dla CE-ESI-MS.

GC-EI-MS

Praca ze zrodtem EI, powoduje iz otrzymane widmo masowe jest osobliwym odciskiem
palca dla czasteczki, co prowadzi do identyfikacji zwigzkow. Ostatecznie powstaje wykres
3D, ktory sktada si¢ zarowno z chromatogramu, jak i widma dla kazdego oddzielnego
sktadnika. Pierwszy rozdzial pikow wynika z rozdzielczosci chromatograficznej, przy czym
anality w mieszaninie probek, fizycznie ulegaja rozdzialowi ze wzgledu na rézny punkt
wrzenia, a takze ze wzgledu na ich selektywne oddzialywanie z fazg stacjonarng kolumny
analitycznej 1 eluujg w roznych czasach retencji. Istniejg jednak anality eluujgce w podobnych
czasach retencji. Drugi rozdzial, spowodowany jest rozdzielczoscia widmowa, przy czym
anality eluujagce w podobnych czasach retencji (ktore nie maja catkowitej rozdzielczosci)
ulegaja rozdzialowi poprzez ich rozne (niepowtarzalne) stosunki masy do ladunku,
wykrywane przez analizator masy.

Calkowity prad jonowy (TIC) przedstawia sume intensywno$¢ w calym zakresie mas, w
kazdym punkcie analizy. W chromatografii wybranych jonow (EIC) jedna badz wigcej
warto$ci m/z reprezentuja jeden lub wigcej interesujacych nas analitoéw. Ekstrahujemy analit z
catego zestawu danych dla przebiegu chromatograficznego. Na rycinie 2.5 przedstawiono
dane 3D uzyskane przy pomocy GC/MS.
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Rycina 2.5. Dane 3D uzyskane przy pomocy GC/MS

Narzgdzia do badan metabolomicznych w duzej mierze zaleza od liczby
zidentyfikowanych metabolitow oraz ich interpretacji biologicznej. Fragmentacja
metabolitow w zrodle EI jest charakterystyczna dla danej struktury chemicznej, umozliwiajac
wykorzystanie widm do identyfikacji zwigzkow z bibliotek widm masowych. Procedura ta,
moze by¢ zastosowana, jesli posiadamy widmo czystego zwigzku: tylko dany zwigzek ulega
fragmentacji oraz wykryte masy nie moga naleze¢ do innych zwiazkéw (koelucja, tlo,
pozostatosci z kolumn). W zlozonych probkach, wiele analitow eluuje jednoczesnie,
przestaniajac informacje o poszczegdlnych zwigzkach, dlatego tez, ekstrakcja TIC czgsto
dostarcza ograniczonych informacji.

Kiedy ekstrahujemy widma masowe w celu zidentyfikowania nieznanych sktadnikow,
trudno sprawdzié, czy istnieje koelucja z innymi sktadnikami. Koelucja powoduje powstanie
mieszanego widma masowego. Porownanie danych z biblioteka widm masowych moze
doprowadzi¢ do nieprawidtowej identyfikacji zwigzku lub braku potencjalnych dopasowan.
Istniejg sposoby sprawdzania czy istnieje koelucja badanych zwiazkow. Po pierwsze, recznie,
klikajac w dowolnym punkcie piku i obserwujac czy widmo masowe zmienia si¢ wzdtuz piku
lub poprzez ekstrakcje kluczowych jonéw w celu utworzenia widm EIC. EIC po natozeniu
powinny wykazywac¢ takie same ksztalty oraz czasy retencji, wskazujac, ze wszystkie naleza
do badanego piku.

Dekonwolucja widm w GC-EI-MS

Istnieja sposoby na poprawe jakosci widma masowego przed identyfikacjg przez
biblioteki widm. Najczestszym sposobem jest odejmowanie tla po obu stronach piku. Jednak
w wigkszosci programdéw, reczne odejmowanie tla, jak i1 ekstrakcja jonow moze by¢
dhlugotrwatym i czasochtonnym procesem, zwlaszcza gdy posiadamy znaczng ilo$¢ pikow w
chromatogramie i/lub gdy badamy wiele probek. W celu zidentyfikowania i wyekstrahowania
ilosciowej informacji o odpowiednich metabolitach nalezy skonstruowa¢ widmo dla kazdego
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pojedynczego metabolitu. Ten etap tworzenia widma nazywamy dekonwolucja.
Dekonwolucja jest procesem oddzielania sktadnikow koeluujacych i tworzenia czystego
widma dla kazdego sktadnika. W szczegdlnosci dla kazdego widma EIC dla dwoch lub wigcej
sktadnikéw, dekonwolucja, oblicza wktad kazdego sktadnika w widmo EIC.

NIST (National Institute of Standards and Technology) opracowat technike AMDIS
(Automated Mass Spectrometry Deconvolution and Identification System) stuzacg do
ekstrakcji jonow wystepujacych nawet w Sladowych ilo$ciach. Ponizszy rysunek (Rycina 2.6)
przedstawia wynik procesu dekonwolucji.

TIC a) Nx
Component 1 \ ‘
Component 2 'i L
Nerence

ol ‘L . ‘ \

target I |I|| m;

b)

Component 3

Coelution of 3 compounds

After deconvolution

be o

I|I ||| Ju'l ¥

Rycina 2.6. a) przed i b) po procesie dekonwolucji (dostosowany z
https://www.agilent.com/cs/library/Support/Documents/f05017.pdf).

Ogdlny proces dekonwolucji, w technice AMDIS sktada si¢ z czterech nast¢pujacych
etapow: 1) analiza szumow, 2) percepcja komponentow, 3) ksztalt modelu i 4) dekonwolucja
widma.

W pierwszym etapie ekstrakcji szumow dla pliku danych GC-MS, obliczamy
wspotczynnik szumu uzywany do reprezentowania wielkosci sygnatu w jednostkach szumu.
Drugi  krok, percepcja komponentow, wychwytuje poszczegdlne komponenty
chromatograficzne. Uzasadnieniem percepcji sktadnika jest fakt, Zze komponent moze istnie¢,
gdy intensywnos$¢ jonow ulega zwigkszeniu. Trzeci etap okresla model analizy pikow, ktory
ma by¢ uzyty w nastepnym kroku jakim jest dekonwolucja. Ksztatt modelu dla kazdego
komponentu przyjmuje si¢ jako sume poszczegdlnych chromatograméw jonowych, ktore
maksymalizuja si¢ razem i ktdrych ostro$¢ miesci si¢ w granicy 75% warto$ci maksymalne;j
dla danego skladnika. Ostatni etap, dekonwolucja czyli "oczyszczenie” widma z
poszczegbdlnych chromatograméw jonowych dla kazdego sktadnika obejmuje ksztaltt modelu i
metode najmniejszych kwadratow.

AMDIS rozpatruje ksztatty pikow wszystkich wyekstrahowanych jonow 1 czasy retencji
szczytow pikow (RT). Na przyktadzie (Rycina 2.7), jedynie niektore chromatogramy (EIC)
pokrywaja si¢ z widmem wierzchotkowym. Jon 160 EIC ma taki sam RT jak jony 50, 170 i
280, ale ma inny ksztalt piku. Jon 185 ma inny ksztalt piku i weczesniejszy RT. Jony 75 1 310
maja podobny ksztalt piku, ale maja r6zne RT.
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Rycina 2.7. Chromatografia wybranych jonow (obraz dostarczony przez Agilent).

Rycina 2.8 przedstawia EIC po usunigciu innych ksztattow pikow lub RT z ryciny 2.7.
Pozostaja jony 50, 170 i 280.

- 280
50
Extracted lon /\ 50 Only the ions in black
e have the same shape
Chromatograms e and retention time as
(EIC) Y - shown by 50, 170, 280-

plus others

Rycina 2.8. Jony o tym samym ksztalcie i czasie retencji (obraz dostarczony przez Agilent).

Na rycinie 2.9 przedstawiono wszystkie jony o podobnym ksztalcie pikow i RT w
kryteriach ustalonych wczes$niej przez analityka. Sa one zgrupowane i1 okreslane jako
komponent przez AMDIS.

280
170
50
-
These
Extracted lon N deconvoluted ions
Chromatograms N, are grouped
(EIC}) 170 together as a
_/,-\h component
_/\ 280

Rycina 2.9. Widmo masowe komponentu po dekonwolucji przez program AMDIS (obraz
dostarczony przez Agilent).
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Dekonwolucja widm w LC-ESI-MS i CE-ESI-MS

Metody oparte na analizie pikdw, sg najczestszymi algorytmami detekcji cech w
badaniach MS. Takie algorytmy jak np. Molecular Feature Extractor (Agilent) oceniajg
doktadno$¢ pomiarow masy w celu grupowania jonéw zwigzanych przez stan powtoki
fadunku, rozktad izotopowy oraz mozliwe relacje chemiczne przy okres§laniu, czy rézne jony
majg ta samg ceche metaboliczng. Mozna rozwazy¢, czy jony pokrewne tworza addukty:
protonowe, sodowe, potasowe i amonowe w trybie pozytywnej jonizacji lub traca proton,
tworzac addukty mrowczanowe itp. w trybie jonizacji ujemnej. Chromatogram przed i po
dekonwolucji przedstawiono na rycinie 2.10.

x107 ~ESITIC SconFrage1750vVOC_74
16f)
144 l

| |
" 1
02 || | 1] |
| I
044 I |“ ll ‘
02 at 2 U'. .‘“‘k-'-.lw.

A TVWUUW AL N “S—

- N A InSond ¥

234567 39NNV HNBUNUIBIDNRDANBADBINNNVINBEAIVINOVNNQVUESBOBHONR
Courts vs AcQuation Tme (e

Counts vs AcQuation Teme (s

Rycina 2.10. a) catkowity prad jonow b) chromatogramy dla kazdego pojedynczego
zwigzku otrzymanego po dekonwolucji.

(3) Wyréwnanie

Wyréwnanie widm jest jednym z gtoéwnych etapdw wstepnego przetwarzania danych w
badaniach metabolomicznych, obejmujacych analiz¢ wielu probek. Przy analizie wielu widm,
potozenie pikow odpowiadajace tej samej wlasciwosci metabolicznej moze mie¢ wplyw na
przesunigcie nieliniowe. W badaniach opartych na analizatorach MS obserwujemy gléwnie
przesuniecia pikéw wzdtuz osi RT. W zwigzku z tym nalezy zastosowa¢ wyrdwnanie widm
(dopasowanie piku przy pomocy m/z i RT wérod wszystkich probek) w celu skorygowania
zmiennosci, poniewaz moze to mie¢ istotny wplyw na jako$¢ badania. Algorytmy
wyréownywania widm mozna podzieli¢ na dwie grupy: (1) dane wyrdwnywane przed detekcja
piku; 1 (2) metoda wyréwnywania piku, gdy wykryte widmo naszego piku wyréwnywane jest
wzgledem innych prébek.

(4) Imputacja zagubionych danych

Niestety, nie wszystkie metody wstepnego przetwarzania danych generuja kompletny
zestaw danych 1 zajmujg si¢ problemem utraconych danych w matrycy, co stanowi duze
wyzwanie w badaniach metabolomicznych. Istnieje, kilka zrédet, ktore moga prowadzi¢ do
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utraty danych: (1) granica wykrywalnosci; (2) niska intensywnos$¢ sygnatu; (3) btad pomiaru;
(4) btedy dekonwolucji/wyrownywania; (5) bledy w identyfikacji sygnatéw z tta; lub (6) brak
metabolitu w probce. Mozna zidentyfikowaé trzy rodzaje utraconych danych: (1) utrata
danych w sposob przypadkowy (MCAR), gdy brakujace dane nie sg zwigzane z obserwowang
zmienng lub probka; 2) losowa utrata danych (MAR), gdy brakujace dane dotycza jednej lub
wiecej zaobserwowanych zmiennych, ale nie sg zwigzane z probg; (3) nieprzypadkowa utrata
danych (MNAR), zwigzanych z probg. Utrata danych, stanowi powazny problem dla dalszego
przetwarzania danych i analizy statystycznej. Spowodowana jest kilkoma czynnikami, w tym
stezeniami analitow ponizej granicy wykrywalnosci systemow MS, ale takze bigdng
identyfikacja przez oprogramowanie. Dlatego, opracowano kilka algorytméw imputacji
utraconych danych (MVI). Metody te obejmuja: (1) zastapienie przez 0; (2) zastapienie przez
srednig/mediang, warto$¢ minimalng, potow¢ warto$ci minimalnej; (3) metoda k -najblizszy
sgsiad (kNN); (4) probabilistyczna PCA (PPCA); (5) Random Forest (RF); (6) metoda Bayesa
PCA (BPCA).

(5) Filtracja danych

Matryca danych metabolomicznych zbudowana jest z tysigca cech zawartych w wielu
probkach. Przed analizg statystyczng, macierz danych musi zosta¢ poddana filtrowaniu w celu
zmniejszenia liczby zmiennych. Istniejg rézne sposoby filtrowania danych, ale ogdlnym
celem jest usunigcie wlasciwosci metabolomicznych o stabej powtarzalnosci. W badaniach
metabolomicznych wykorzystuje si¢ gtownie, dwie strategie: (1) filtrowanie w oparciu 0
procent probek zawierajacych dane cechy w danej grupie probek; (2) na podstawie procedur
zapewnienia jakosci oraz progu wartosci RSD obliczonego dla kazdej wtasciwosci
metabolomicznej wykrytej w probkach QC. Ponadto, dane powinny zosta¢ oczyszczone za
pomocg odjecia tla.

3.1.3. Wstepna obrobka danych

Kilka czynnikow (np. niepozadana wariancja eksperymentalna 1 biologiczna oraz btedy
techniczne) moze powodowaé trudnosci z identyfikacja istotnych réznic w profilach
metabolicznych. Aby usunaé okreslone typy niepozadanych wariancji, stosuje si¢ korekte
dryfowania sygnatow oraz metode skalowania.

a). Normalizacja

Normalizacje, stosuje si¢ w celu skorygowania niepozadanych réznic w intensywnos$ci
pikbw 1 ustabilizowania wariancji w zbiorze danych. Nieprzewidywalna wariancja
eksperymentalna moze wynika¢ z btedu ludzkiego (np. pobieranie probki 1 jej
przygotowanie), wariancji instrumentu (np. zmiany temperatury, degradacja probki lub utrata
wydajnosci przyrzadu podczas dlugotrwalej analizy), wariancji pomiedzy przyrzadami,
réznymi partiami probek, réznymi laboratoriami i réznymi platformami analitycznymi.
Nieznana zmienno$¢ biologiczna (np. liczba komorek, st¢zenie biofluidéw) jest rowniez
powszechna 1 moze wptywaé na pozadane cechy. Normalizacje interferencji mozna
przeprowadzi¢ z zastosowaniem lub bez stosowania wzorca wewngtrznego jako odniesienia w
celu korekty zaobserwowanych bledoéw analitycznych. Metody normalizacyjne, ktore nie
opierajg si¢ na stosowaniu wzorca wewnetrznego czesto stosujg sume, srednig lub mediane
odpowiedzi wszystkich metabolitow w probce jako czynnik normalizacyjny. Inne metody
obejmujg np. probabilistyczng normalizacj¢ iloczynowag (PQN), normalizacj¢ zmiany
krotno$ci mediany (FC), normalizacj¢ ilosciowa lub normalizacje poprzez krzywa LOESS
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(locally weighted scatter plot smoothing). Wybér techniki normalizacji, opiera si¢ na zbiorze
zatozen dotyczacych pomiarow zmiennos$ci metabolicznych oraz biologicznych.

b). Transformacja
[lo$¢ metabolitow w matrycy danych zwykle ma prawy rozktad uko$ny, dlatego tez
przed analizg statystyczng czesto stosuje si¢ transformacje logarytmiczng.

c). Skalowanie

Skalowanie przeprowadza si¢ w celu zaobserwowania zmian pomig¢dzy metabolitami,
ktore moga wynika¢ z wariancji odpowiedzi analitycznych. Metody skalowania dzielg kazda
zmienng przez wspOlczynnik (wspotczynnik skalowania), ktory jest rozny dla kazdej
zmiennej. W metabolomice zastosowano szereg metod skalowania, obejmujacych skalowanie
automatyczne, skalowanie Pareto, skalowanie zakresu oraz skalowanie VAST.
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3.2. Identyfikacja metabolitow

Czesto jednym z najbardziej wymagajacych krokow jest identyfikacja metabolitow.
Zdaniem Donalda Rumsfelda (sekretarza obrony, USA): “...rzeczy, o ktorych wiemy, ze je
znamy. Wiemy rowniez, ze istnieja znane niewiadome. Innymi stowy, wiemy, ze sg pewne
rzeczy, ktorych nie znamy. Ale s3 rowniez nieznane niewiadome — takie, o ktorych nie
wiemy, ze ich nie znamy”.

3.2.1. Identyfikacja za pomocg GC-EI-MS

Zdolnos¢ dekonwolucji, porownana jest na dwoch gérnych widmach na rycinie 2.11.
Skanowanie przed dekonwolucja pokazane jest na  gornej rycinie. Komponenty po
dekonwolucji, widzimy na $rodkowej rycinie. Skan dolny jest skanem zidentyfikowanego
zwigzku z biblioteki widmowej. Bez dekonwolucji, analityk wizualnie porownuje nastgpujace
zalezno$ci: odcigcie tta przed dekonwolucja oraz skanowanie biblioteczne w celu
potwierdzenia badanego zwigzku. Byloby bardzo trudne, wrgcz niemozliwe, stwierdzenie, ze
fenbuconazol jest zwigzkiem docelowym na tym przykladzie, przy uzyciu tego rodzaju
porownania.

W GC-EI-MS identyfikacja metabolitow moze by¢ przeprowadzona za pomoca dwoch
kryteridéw: przeszukiwanie czystego widma uzyskanego przez dekonwolucje w komercyjnych
bibliotekach widm oraz poprzez dopasowanie RT z bibliotekg widm (ten sam czas retencji dla
analitu uzyskanego ta sama metoda analityczng). W zalezno$ci od wspolczynnika
dopasowania podczas wyszukiwania, docelowe zwigzki mogg zosta¢ zidentyfikowane lub
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oznaczone w zlozonym TIC. Kazdy komponent zostanie przeszukany w oparciu o biblioteke
czasu retencji (zwang bibliotekg targetowa). Istniejga targetowe metaboliczne biblioteki
widmowe, biblioteki RTL lub specjalnie opracowane, aby utatwi¢ identyfikacje metabolitow.
Rycina 2.12 przedstawia ten proces dla potwierdzenia kwasu mlekowego w probce osocza. Ze
wzgledu na wysokg powtarzalno$¢, chromatograficzng rozdzielczo$¢ pikéw i istnienie
bibliotek widm masowych, GC-EI-MS jest podstawowa technikg wykorzystywang w
badaniach metabolomicznych.
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Rycina 2.11. Poréwnanie widma przed dekonwolucja, po dekonwolucji oraz z biblioteki
widm (obraz dostarczony przez Agilent).
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Rycina 2.12. Identyfikacja metabolitu za pomocg chromatogramu GC-EI-MS poprzez
dopasowanie RT oraz widma w pordwnaniu do biblioteki targetowej. a)
otrzymane widmo, b) widmo biblioteki targetowej, c) wykres po natozeniu
widm, d) chromatogram TIC z wynikami przeszukiwania powyzej 100.

Eksperymenty przeprowadzone na aparaturach z doktadnym pomiarem mas, przy
wykorzystaniu precyzyjnych baz danych, zawsze zwigkszaja liczbe zidentyfikowanych
zwigzkow. Aparaty te, utatwiaja rowniez identyfikacj¢ nieznanych zwigzkow przez tworzenie
struktur zwigzkoéw oraz ich fragmentow.

3.2.2. Identyfikacja metabolitow za pomoca LC lub CE-(ESI)MS: Praca z bazami
danych

Powszechnie przyjmuje si¢, ze we wspolnym eksperymencie metabolomicznym istniejg
trzy poziomy identyfikacji metabolitow od najmniej do najlepiej scharakteryzowanych
zwiazkow: okolo 50% zwigzkéw nie zostanie zidentyfikowanych (""nieznane"), ale wsrod
pozostatych 50% moga znajdowac¢ si¢ zidentyfikowane przy uzyciu réznych baz danych
zwigzki. Identyfikacja moze zosta¢ przeprowadzona réwniez za pomocg takich parametrow
jak czas retencji lub fragmentacja MS/MS. Zwiazki moga ponadto zostaé pozytywnie
zidentyfikowane, gdy standard zwigzku analizowany jest w tych samych warunkach i widmo
pokrywa si¢ z jeszcze niezidentyfikowanym zwigzkiem.

W ostatnich latach bazy danych dotyczace metabolomiki ulegly znacznemu rozwojowi:
rozszerzeniu (liczba metabolitdéw), poszerzeniu informacji o metabolitach oraz ich
funkcjonalno$ci. Na przyktad, baza danych metabolomu cztowieka (HMDB) zostala wydana
po raz pierwszy w 2006 r. wraz z 2180 metabolitami, a obecnie zawiera ponad 100
mozliwosci wyszukiwania informacji dla kazdego zwiazku oraz ponad 42 000 metabolitow.
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Niemniej jednak, prace nad bazami danych w dziedzinie metabolomiki sg dalekie od
ujednolicenia, podobnie jak w innych badaniach "omicznych", przez co naukowcy musza
faczy¢ dostarczone przez nie informacje. Istnieje ponad 50 réznych zasobdéw online. Dlatego
w ciggu ostatnich kilku lat pojawito si¢ kilka programow, ktore zarzadzaja informacjami z
kilku zrodet baz danych.

Bazy danych, ktore moga by¢ stosowane w metabolomice, mozna sklasyfikowaé ze
wzgledu na rodzaj informacji, na te ktore koncentrujg si¢ na szlakach metabolicznych lub na
samych metabolitach, tworzac p6zniej zardéwno spektralne bazy danych jak i bazy danych
badanych zwigzkoéw. Klasyfikacja ta nie moze by¢ uznana za ostateczng, poniewaz dane
ulegaja cigglej modyfikacji, a cze$¢ informacji znajduje si¢ w r6znych bazach danych.

Ponizszy tekst podsumowuje niektore z najwazniejszych, najbardziej dostepnych baz
danych zwigzanych z metabolomikg. Warto zauwazy¢ iz podstawowym celem czg$ci baz
danych nie sg badania dotyczace metabolomiki np. PubChem lub KEGG.

3.2.3. Bazy danych metabolitow, klasyfikacja w oparciu o wartos¢ masy czasteczkowej

ChEBI (Chemical Entities of Biological Interest) jest inicjatywa europejskich
bioinformatykéw z Europejskiego Laboratorium Biologii Molekularnej (EMBL). Obejmuje
zwigzki z réznych zrodet w celu dostarczenia wystandaryzowanych opiséw istotnosci
molekularnych (blisko 45 000 metabolitow otrzymato tzw. "3 gwiazdki"), ktore umozliwiaja
innym bazom przypisywanie adnotacji w spojny sposob. ChEBI koncentruje si¢ na wysokiej
jakos$ci recznej adnotacji, braku redundancji 1 udostepnianiu ontologii chemicznej. Mozna
przeszukiwac ja wedtug nazwy, wzoru lub struktury zwiazku.

PubChem jest bazg danych NIH, liczacg wiele milionow (blisko 100) zwigzkow (<1000
atomoéw) 1 substancji (ponad 200 milionéw), oczywiscie nie wszystkie sg produktami
metabolizmu. Dane pochodza od 80 réznych sprzedawcow/deponentéw. Substancje mogg by¢
"zanieczyszczone/duplikaty", podczas gdy zwigzki sa pojedynczymi jednostkami (Pubchem
Compound ID - CID daje unikalny zwiagzek). Jednostki zawierajg synonimy, wlasciwosci
chemiczne, struktur¢ chemiczng, w tym SMILES i szereg InChl, bioaktywnos$¢ oraz
powigzania strukturalne z innymi bazami danych NCBI, takimi jak PubMed. Zwiazki mozna
wyszukiwaé wedlug nazwy, formuly, zakresu MW, struktury, liczby donoréw/akceptoréw H
lub XlogP.

ChemSpider jest bezptatnag baza danych o strukturze chemicznej, zapewniajaca szybki
dostep do ponad 58 milionéow struktur, wiasciwosci 1 powigzanych informacji. Dzigki
integracji 1 polaczeniu zwigzkow z~ 500 zrodet danych, ChemSpider w wyniku pojedynczego
wyszukiwania umozliwia naukowcom poznanie najbardziej wszechstronnego obrazu
badanego zwigzku. Jest wlasnoscig Royal Society of Chemistry. Zwigzki mozna wyszukiwaé
wedtug nazwy, synonimu, InChi, struktury, rejestru, SMILES, obliczonych wtasciwosci (ale
nie wedlug wzoru lub masy). Dane obejmuja nazwy, synonimy, artykuly wikipedia, opisy,
zrédla danych, sprzedawcow, patentéw, artykutow, wiasciwosci, nagtowkow MESH, linkoéw
farmakologicznych, widm (UV, IR, NMR, MS) pochodzacych z innych witryn.

3.2.4. Bazy danych metabolitéw, klasyfikacja w oparciu 0 widma masowe

Ten typ baz danych wspiera nie tylko przeszukiwanie wedlug MW lub jego zakresu, ale takze
wyszukuje jony macierzyste (pozytywne, negatywne, neutralne), tworzy liste wyszukiwanych
pikow (z danych MS lub MS/MS) oraz dopasowuje widma za pomocg MS/MS. Powyzsze
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bazy danych przeznaczone sa w wigkszym stopniu do badania metabolizmu opartego o MS 1
identyfikacji zwigzku niz proste narzedzia oparte na pomiarze MW.

BioCyc jest zbiorem zaktualizowanych baz danych dla r6znych organizmoéw, ktory zostat
opracowany przez SRI International (Menlo Park w Kalifornii),. Bazy danych budowane sg za
pomoca r¢cznych aktualizacji. Dane poziomu 1, np. EcoCyc (dla E. coli) i HumanCycle, sa3 w
duzej mierze uaktualniane, a wigkszo$¢ baz danych BioCyc, poziomy 2 i 3 zostaly stworzone
komputerowo. Przydatne sg w celu identyfikacji okreslonych metabolitow organizmu i
rekonstrukcji szlakow metabolicznych poprzez przeszukiwanie szlakow biologicznych.

HMDB jest bazg danych poswiecong ludzkiemu metabolizmowi, opracowang przy
wsparciu Canadian Institutes of Health Research, Alberta Innovates - Health Solutions i
Metabolomics Innovation Center. Do kazdej danej podano informacje na temat wtasciwosci
chemicznych, biologicznych i klinicznych danego zwiazku oraz znajduja si¢ takze odnos$niki
literaturowe, zawierajace informacje na temat standw chorobowych oraz zwigzanych z nimi
enzymoOw 1 transporterow. Istniejg rdwniez powigzania z zewngtrznymi bazami danych,
takimi jak KEGG.

Komic Market (Kazusa Omics Data Market) to baza danych dotyczaca detekcji pikow
MS w badaniach metabolomicznych. Pochodzi z projektu " Development of Fundamental
Technologies for Controlling the Material Production Process of Plants”, wspieranego przez
Organizacj¢ Rozwoju Technologii Przemystu i Energii w Japonii.

LipidBank jest oficjalng bazg danych Japanese Conference on the Biochemistry of Lipids
(JCBL), po$wigcong obojetnym lipidom. Wszystkie informacje molekularne zatwierdzane sg
przez ekspertow w dziedzinie badan nad lipidami. Kazda pozycja zawiera nazwe lipidu,
strukture molekularng, informacje spektralne i odno$niki literaturowe.

LipidMaps jest finansowana przez grant badawczy ("Glue Grant") z NIH National
Institute of General Medical Sciences. Jej celem jest identyfikacja i iloSciowe oznaczenie
lipidow ssakow. LipidMaps Proteome Database (LMPD) rowniez uwzgledniona jest w tym
zasobie.

MassBank przechowuje dane widm masowych, oparte na identyfikacji i strukturalnych
wyjasnieniach zwigzkéw chemicznych wykrytych za pomocg MS. MassBank jest dostepna
poprzez dwie domeny: japonska (http://massbank.jp) 1 europejska (http://massbank.eu)
(NORMAN MassBank), ale niektore funkcje dostepne sa tylko w jezyku japonskim.

METLIN jest znakiem towarowym Scripps Research Institute, ktoéry opracowuje i stosuje
technologie spektrometrii mas w celu zrozumienia metabolizmu. Obejmuje ona, procesy
informatyczne przetwarzania danych (XCMS) i nanostrukturalng spektrometri¢ obrazowa
(NIMS). Zawiera, prawie milion informacji o zwigzkach 1 jest jedng z najwigkszych
dostepnych baz danych (metabolity, lipidy, sterydy, metabolity roslinne i bakteryjne, mate
peptydy 1 egzogenne metabolity lekéw oraz substancje toksyczne). IsOMETLIN jest
dodatkowym modutem dla badan metabolomicznych opartych na izotopach.

MycompoundID jest zasobem sieciowym opracowanym na Uniwersytecie Alberta w
celu identyfikacji zwiazkow, opartej na wlasciwosciach chemicznych, w tym doktadnosci
mas. Mozliwe sg rézne sposoby przeszukiwania bazy danych, w tym MS, MS2, metoda PEP
czyli nieznakowanych i znakowanych dimetylowych peptydow oraz znakowanych izotopow
chemicznych za pomocg MS. Biblioteka metabolomow (EML), sktada si¢ z 8.021 znanych
ludzkich metabolitow endogennych i ich przewidywanych produktow metabolicznych, w tym
375.809 zwigzkéw wchodzacych w jedng reakcje metaboliczng oraz 10.583.901 zwiazkow
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opartych na dwoch reakcjach. Zwigzki generowane przez badania silico pochodza z bazy
danych HMDB.

3.2.5. Informatyczne bazy danych

CEU MassMediator jest baza danych powstala przy wspotpracy CEMBIO i
Bioengineering Laboratory of Polytechnic Faculty at Universidad CEU San Pablo, Madrid.
Narzedzie to przeprowadza automatyczne przeszukiwanie w zewngtrznych zrodtach danych
(HMDB, KEGG, LipidMaps, METLIN i MINE) i zapewnia mozliwos¢ identyfikacji
konkretnego zwigzku na podstawie masy (ujednolicenie trafien z wielu baz danych do
jednego trafienia).

CSI: FingerID jest specyficzng baza danych w celu identyfikacji MS". Uzupetnia badania
nad niezidentyfikowanymi substancjami na poziomie MS. Jest to wspolny projekt pomigdzy
Friedrich Schiller University, Germany i Helsinki Institute for Information Technology at
Aalto University, Finlandia, laczac obliczenia dotyczace fragmentacji danej substancji z
zaawansowanymi badaniami komputerowymi, w celu poprawy procentu zidentyfikowanych
czasteczek oraz doktadnos$ci identyfikacji.

MAGMa jest narzedziem opracowanym w ramach projektu eMetabolomics,
finansowanego przez Netherlands eScience Center at Wageningen University we wspotpracy
z Netherlands Metabolomics Centre. Dane MS" mogg by¢ przestane jako hierarchiczne
fragmenty piku, na podstawie stosunku m/z lub wzoru chemicznego. Potencjalni kandydaci
(czasteczki) automatycznie tadowane sg z PubChem, KEGG lub HMDB. Odpowiadajacy
wynik, obliczany jest na podstawie fragmentacji pikow.

MassTRIX jest internetowym narzedziem stuzacym do opisu danych spektrometrii mas o
duzej precyzji. Wyniki wyswietlane sa na specyficznych dla danego organizmu mapach
szlakow biochemicznych KEGG, a wszelkie dodatkowe informacje o genomie lub
transkryptomie moga zosta¢ dodane. Narzedzie to zostato opracowane w Helmholtz Zentrum
Miinchen w kolaboracji pomiedzy Philippe Schmitt-Kopplin i Karsten Suhre.

3.3. Analiza statystyczna

Po otrzymaniu matrycy obrobionych danych zawierajacych potencjalng liste¢ mozliwych
zwiazkow 1 ich ilosci w kazdej pojedynczej probce, nastepnym krokiem jest przeprowadzenie
analizy statystycznej za pomoca narzedzi chemometrycznych, ktore dostarczajg opisu
wariancji biologicznych w badanym systemie. W analizie danych dotyczacych metabolomiki
nietargetowej wykorzystuje si¢ dwie analizy statystyczne: jednowymiarowg oraz
wielowymiarowg analize danych (MVDA).

Jednowymiarowa analiza danych zaklada, ze na odpowiedZ zmiennych wptyw ma tylko
jeden czynnik. W chorobach zaangazowane sa rézne systemy oraz szlaki biologiczne, w
ktérych jednoczes$nie zaangazowanych jest wiele zmiennych. Tradycyjna analiza statystyczna
zmierza do przeksztalcenia wszystkich zmiennych w jednowymiarowe zmienne, nawet tych,
ktore z natury sg wielowymiarowe. Z tego powodu MVDA jest wlasciwym narzgdziem
statystycznym do interpretacji danych pochodzacych z badan metabolomicznych.
Podsumowuje tabele danych z wieloma zmiennymi oraz kilkoma obserwacjami, zmniejszajac
liczbe zmiennych oraz klasyfikuje dane do grup. MVDA dostarcza modeli statystycznych, w
szczegolnosci pojedynczych metabolitow bedacych przedmiotem zainteresowania, ktore
mozna ostatecznie okres$li¢ chemicznie lub strukturalnie. Pierwszym krokiem MVDA jest
utworzenie macierzy X, gdzie probki sa zawarte w wierszach, a wszystkie zmienne (zwigzki)
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w kolumnach. Nastepnie, konieczne jest wstgpne przetwarzanie danych (skalowanie i
transformacja). Dane analizowane sa za pomocg niezaleznej, analizy skladowych glownych
(PCA) oraz nadzorowanej czegsciowo, dyskryminacyjnej metody czastkowych najmniejszych
kwadratow (PLS-DA) oraz ortogonalnej metody PLS (OPLS -DA). Obie metody kompresuja
pierwotng macierz danych w taki sposob, aby wykaza¢ zaleznosci pomiedzy probkami.

3.3.1. PCA

PCA: jest metoda redukcji wymiarow, ktora szeroko stosowana jest w poszukiwaniu
danych i ich wizualizacji. Zostata po raz pierwszy zaproponowany przez Pearson w 1901
roku. Celem PCA jest ujawnienie wzorcOw poprzez kompresje danych, starajac si¢ zachowac
jak najwigcej pierwotnych informacji. PCA stanowi naturalny punkt startu dla kazdej
wielowymiarowej analizy danych. Przydatne jest dostarczenie, globalnego, graficznego
przegladu wszystkich probek w postaci macierzy danych, ujawniajac odstajace probki, grupy,
Klastery, podobienstwa/odmiennosci, zmienne dominujace. Pozycja kazdej probki na
wykresie uzywana jest w celu powigzania prob ze soba: probki potozone blisko siebie maja
podobny profil wielowymiarowy; odlegle prébki, ktore sa daleko od siebie maja rozne
wlasciwosci.

PCA i detekcja ,, autlajerow”

Odstajace od reszty wyniki analiz probek (,,autlajerzy” - outliers) definiowane sg jako
dane, ktorych wartosci oddalone sg od warto$¢i danych uzyskanych z analiz pozostatych
probek. Wplywaja one na trafno$§¢ wynikéw metabolicznych poprzez zmiane wariancji i
rozktadu danych, a tym samym zmniejszajac statystyczng moc modelu. Probki te, moga by¢,
zarowno biologicznymi lub analitycznymi autsajderami, w zaleznos$ci od zrodta zmiennosci.
Biologiczne, sg trudne do rozpoznania i spowodowane sg przypadkowa lub indukowang
zmienno$cig biologiczng wsrod probek. Czesto wystepuja w badaniach ztozonych choréb z
niejednorodng grupa pacjentow. Ponadto w analizie statystycznej nalezy uwzglednié
informacje pochodzace z odstajagcych probek biologicznych. Przeciwnie, analityczni
autsajderzy powoduja zwigkszenie znieksztalcenia informacji biologicznych 1 nalezy
wykluczy¢ ich przed analizg statystyczng. Pochodzenie analitycznych autsajderow moze by¢
rézne: pobieranie probek, ich przechowywanie, przygotowanie probek, analiza, znajdowanie
cech lub proces dekonwolucji/identyfikacji. Decyzja o pozostawieniu badZ usunigciu
autsajderoOw powinna by¢ zawsze rozwazna oraz uzasadniona.

Po uzyskaniu modelu PCA, autsajderow mozna wyrdzni¢, wykreslajac intensywno$¢
wszystkich wykrytych zwigzkéw w poréwnaniu z porzadkiem analizy, obserwujac zakres T2
Hotellinga oraz opcj¢ "Distance to Mode" (dostepny w SIMCA P+). Przeanalizowanie
diagramow oraz analiza surowych 1 przefiltrowanych danych potrzebne sa w celu
zindywidualizowania 1 wyeliminowania autsajderow. Na wykresie PCA wyniki sa
rozproszone, silni autsajderzy stanowia punkty odlegte od granicy elipsy, reprezentujacej 95%
przedziatu ufno$ci w modelu wariancji. Wykres T2 Hotellinga przedstawia odlegto$¢ srodka
ptaszczyzny modelu dla kazdej wybranej obserwacji (reprezentowanej jako kolumna). Jesli
warto$¢ znajduje si¢ znacznie powyzej granicy krytycznej, oznacza to, ze wybrana seria
komponentow nie miesci si¢ w przestrzeni wykresu. Stad prawdopodobienstwo, ze
obserwacje nalezg do tej samej klasy co pozostate probki jest nizsze niz 5 lub 1%.
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3.3.2. PLS-DA

Uzywana jest do dyskryminacji pomigedzy grupami i aby zmaksymalizowaé rdznice
pomiedzy nimi. Modeluje relacje migdzy dwiema lub wigksza liczbg klas danych, przy uzyciu
serii lokalnych najmniejszych kwadratow. PLS ocenia zwigzek pomigdzy macierza
deskryptora X a macierzg odpowiedzi Y. Istotng r6znicg pomiedzy PLS a PCA jest to, ze PLS
jest "nadzorowang" technikg, ktora wykorzystuje dodatkowe informacje w celu opracowania
modelu statystycznego, podczas gdy PCA jest "nienadzorowana”, i nie wymaga
wprowadzenia danych po raz drugi.

PLS-DA i PCA mogg by¢ stosowane jako metody redukcji wymiaréw w modelach
predykcyjnych przed analiza dyskryminacji liniowej (PLS-DA, PCA-DA). Dwuliniowe
statystyczne podejscie do analizy dyskryminacji czastkowych najmniejszych kwadratow
(PLS-DA) jest jednym z najbardziej popularnych metod nadzoru stosowanych w
metabolomice. W PLS-DA, macierz X zawiera zmienne dane, natomiast macierz Y zawiera
zmienne klas, dla ktérych wartos$ci wybrane sg jako deskryptory klas.

3.3.3. OPLS-DA

Jest to ewolucja metody PLS, jest metoda regresji liniowej, ktora zostala pomyslnie
wykorzystana do predykcyjnego modelowania biologicznych oraz biochemicznych aplikacji.
Wisréd zalet metody OPLS mozemy wyrdzni¢ zdolno$¢ do modelowania danych zaréwno,
zmiennych zaktocajacych jak i wieloliniowych, takich jak dane widm w metabolomice. W
prostych stowach OPLS wykorzystuje informacje macierzy Y do rozkladu macierzy X na
bloki zmiennoséci strukturalnej, skorelowane i prostopadte do macierzy Y. OPLS,
analogicznie do PLS-DA, moze by¢ uzywana do dyskryminacji (OPLS-DA). Glowna zaleta
OPLS-DA jest mozliwos$¢ oddzielenia predykcyjnych od niepredykcyjnych (ortogonalnych)
zmiennosci. Niemniej jednak, OPLS-DA, przeciwnie do PLS-DA, nie moze by¢ uzywana do
analizy wigcej niz dwoch klas w tym samym czasie.

Jesli zbudujemy model statystyczny (PCA, PLS-DA, itp.), istnieja dwa parametry,
jakosciowe opisujgce nasz model (R? i Q?), ktore maja istotne znaczenie statystyczne i
stanowig pierwszy krok w walidacji metody.

» R? to procent zmiennosci zestawu danych w modelu. Okres$la, czy dany model pasuje do
danych. Odpowiedni model ma duzy wspoélczynnik R?, co oznacza dobra
powtarzalnosc¢.

» Q2 przewiduje wariancjg¢, informuje nas o zdolnosci modelu do przewidywania nowych
danych. Duza warto$¢ Q* wskazuje na dobra przewidywalnosc¢.

W celu zapewnienia mocy modelu w diagnostyce, R? i Q* powinny byé wysokie, ale nie
rozni¢ si¢ od siebie o 0.2-0.3 jednostek. Dysproporcja pomigdzy tymi dwiema warto$ciami
stanowi pierwsze ostrzezenie, ze model moglt zostaé utworzony przez nadmierne
dopasowanie. Przyjmuje si¢, ze dla danych biologicznych dopuszczalne wartosci to: R=> 0,7 1
Q>04.

3.3.4. Wykres-S, metoda Jack-knife i test projekcyjny VIP

OPLS-DA jest punktem startu do wykonania wykresu-S, analizy Jack-Knife i VIP w
celu identyfikacji przypuszczalnych biomarkeréw. Przedziaty ufnosci wykresu S i Jack-knife
sa przydatnymi narz¢dziami do wyboru metabolitow réznicujacych dane grupy badawcze. W
skrécie, wykres S jest wizualng prezentacja, przedstawiong na wykresie punktowym, zardwno

94



kowariancji, jak i korelacji pomigdzy metabolitami a oznaczanymi klasami. Wykres S moze
pokaza¢ udziat r6znych zrodet w rozktad danych probki w danej zmienne;.

W celu skonstruowania przedzialu ufnosci dla oszacowania parametrow modelu,
wykorzystywana jest technika Jack-knife, przedstawiona jako wykres stupkowy. Przedziat
ufnosci odzwierciedla stabilnos¢ 1 niepewno$¢ zmiennych, ktére powinny mie¢ niskg wartosc.
W analizie typu Jack-knife mozna stworzy¢ domniemang liste najistotniejszych metabolitow.

Wynik testu VIP wskazujg wktad kazdej zmiennej w predykcje modelu. W programie
SIMCA P+ wykresy VIP sortowane sg w oparciu o znaczenie zmiennych, dlatego warto$¢
VIP czesto wykorzystywana jest do selekcji zmiennych. Aby zbudowaé¢ doktadny model,
metabolity, zwykle wybierane sa, z wynikiem powyzej 1, VIP> 1.

3.3.5. Walidacja statystycznych modeli wielowymiarowych

Aby unikna¢ ryzyka nadmiernego dopasowania, ze wzgledu na to iz wyniki po analizie
MVDA wrazliwe sg na korelacje prawdopodobienstwa, model statystyczny musi zostaé
zwalidowany. Narzedzia do walidacji, takie jak a) test permutacji oraz b) walidacja krzyzowa,
s najczesciej stosowane w celu obiektywnej oceny wydajnosci 1 stabilnosci modelu.

(@) Test permutacji: uzywany do oceny znaczenia klasyfikacji. Przypisywanie klasy moze
by¢ permutowane kilkukrotnie i1 dla kazdej permutacji mozna zbudowa¢ model pomiedzy
danymi a permutacjg przypisania klas. Dyskryminacja pomigdzy klasami opiera si¢ na
poréwnaniu dyskryminacji modelu, opartego na pierwotnej klasyfikacji. Test permutacji
odpowiedni jest dla duzych zbioréw danych, obejmujacych ponad 50 probek.

b) Walidacja krzyzowa: wydaje si¢, ze jest najbardziej odpowiednig metodg dla $rednich i
malych zestawdéw danych. Podczas walidacji krzyzowej pierwszym krokiem jest
podzielenie probek na kilka grup. Nastgpnie grupy te ukrywane sa sekwencyjnie, a
pozostate probki wykorzystywane sa do budowy modelu walidacji krzyzowej. Ukryte
probki dla kazdego modelu sa przewidywane, tym samym mierzymy zdolno$¢
predykcyjna. Proces jest powtarzany, az wszystkie probki zostang ukryte 1 przewidziane.
Stosujemy podejscie ukrycia, 1/3 ilosci probek. Zestaw danych, losowo podzielony jest
na trzy czesci, a 1/3 probek wykluczona jest w celu wykonania modelu statystycznego z
pozostatymi probkami (2/3). Wykluczone probki, przewidujemy za pomocg nowego
modelu, wykonujac analize wynikow T-przewidywania. Procedura ta, powtarzana jest,
az wszystkie probki zostang przeanalizowane co najmniej raz. Zaleznie od tego, czy
wszystkie dane zostang prawidlowo przypisane do grup, model mozna uznaé za
prawidlowy badz nie.
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4. Analiza danych

4.1. Od identyfikacji danych do szlakow biochemicznych: klasyfikacja danych w celu
oceny istotnosci biologicznych.

Lista lub listy potencjalnych zwigzkdéw (jeszcze nie lista zwigzkow) muszg by¢
nadzorowane, starajac si¢ skonsolidowac nasze ustalenia. W przypadku analiz LC-MS lub
CE-MS uwzglednia si¢ addukty i wielokrotno$¢ tadunku, fragmenty (utrata neutralnych
czasteczek, produkty rozktadu, przegrupowaniu), izotopy oraz szumy.

Ponadto nalezy wykona¢ ostrozng weryfikacje zidentyfikowanych zwigzkéw w celu
usuni¢cia niemozliwych dopasowan. Istniejg dwie mozliwosci odrzucenia zidentyfikowanych
zwigzkow: wiedza na temat, powigzania pomigdzy wilasciwosciami identyfikowanego
zwigzku (biegunowo$¢, tadunek, addukty ...) a warunkami do§wiadczalnymi (rozpuszczalnik,
faza ruchoma, typ chromatografii, warunki jonizacji ... ); oraz wiedza na temat projektu
eksperymentu (organizm, leczenie, probka ...).

Kiedy lista zostanie zaktualizowana, dalsza identyfikacja polega na uzyciu zestawu
narzg¢dzi bioinformatycznych umozliwiajacych ocen¢ biochemicznego znaczenia tych zmian.
Narzedzia te, komplementarne sg do ogodlnych danych biochemicznych zebranych w
podrecznikach, w potaczeniu z nowymi podej$ciami do tej wiedzy, takimi jak Roche
Biochemical Pathways czy tez IUBMB-Sigma-Nicholson Metabolic Pathways Chart oraz
dostepnymi mapami metabolicznymi online.

Narzedzia bioinformatyczne, ktore zwigzane sg ze szlakami biochemicznymi mozna
podzieli¢ na dwie grupy: bazy danych szlakéw biochemicznych, o podobnej charakterystyce
do baz danych zwigzkow, ale bedace zapisami pelnych $ciezek biochemicznych; oraz
narzedzia analizy szlakow biochemicznych, ktore moga zastosowac algorytmy matematyczne
w celu oceny znaczenia zaobserwowanych zmian, w zaleznosci od nasilenia sygnatow, ilosci 1
znaczenia zmieniajacych si¢ metabolitow.

4.1.1. Bazy danych szlakow biochemicznych

Szlak biochemiczny mozna tatwo okresli¢ jako seri¢ reakcji konwertujacych zestaw
substratow w zestaw produktow. Definicja ta, jest subiektywna i niestandardowa, poniewaz
dobdr metabolitow, ktore wchodza w jeden konkretny szlak metaboliczny jest arbitralny, ze
wzgledu na to, ze szlaki metaboliczne majg rézny rozmiar (liczba metabolitow 1 reakcji) 1
czesto pokrywaja si¢. Jeden metabolit moze by¢ czescig roznych szlakow metabolicznych.
Ponadto szlaki metaboliczne utworzone w jednej bazie danych moga réznic¢ si¢ od innych baz
danych.

Bazy danych szlakow metabolicznych stanowia bogate zrodto danych biologicznych,
ktére dotycza metabolitow gendéw, biatek, chordb, sygnalizacji zdarzen oraz procesow.
Dostarczajac  rowniez  narzedzi  umozliwiajacych  wizualizacje 1 mapowanie
genow/metabolitow, (czesto) wielu gatunkow.

Do najwazniejszych baz danych szlakéw biochemicznych naleza:

KEGG (Encyklopedia Genéw i Genomoéw Kioto) jest baza danych, stuzaca do
zrozumienia funkcji 1 narzedzi systemu biologicznego, takich jak komorka, organizm i
ekosystem oraz informacji genomowych i molekularnych. Jest to komputerowa prezentacja
systemu biologicznego, sktadajgca si¢ z molekularnych blokéw strukturalnych genéw i
biatek (informacji genomowej) oraz substancji chemicznych (informacji chemicznych),
ktore zintegrowane s3 z wiedzg na temat powigzania diagramoéw interakcji molekularnych,
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reakcji i ich wzajemnej relacji (informacje o systemach). Zawiera takze informacje o
chorobach i lekach (informacje o zdrowiu), w jaki sposéb powodujg zaburzenia w systemie
biologicznym. Obejmuje ona: 508 map szlakéw biochemicznych, 17.931 zwigzkéw i 11.015
glikanow, a takze 10.476 reakcji biochemicznych.

Recon 2 zawiera informacje na temat 1.789 enzymoéw kodujacych geny, 7.440 reakcji 1
2626 unikalnych metabolitow rozmieszczonych w przeszto o$miu przedziatach
komorkowych. Dlatego mozemy zbada¢ istot¢ odbudowy komorkowej poprzez
przeszukiwanie/przegladanie metabolitow 1 reakcji.

Baza danych Small Molecule Pathway Database (SMPDB) sktada si¢ z niemal 900
szlakow biochemicznych dla matych czasteczek, w tym 384 sg to szlaki lekow, 232- chordb
oraz 220 to ogélne szlaki metaboliczne. Przedstawia podziaty komodrkowe, organelle,
lokalizacje biatek, struktury czwartorzedowe, konwersje genow, liste biatek lub substancji
chemicznych w szlakach biochemicznych oraz w diagnostyce choréb.

PathWhiz to serwer zaprojektowany w celu umozliwienia tworzenia biologicznych,
doktadnych schematéw szlakow biochemicznych, ktore sa czytelne oraz interaktywnie w
przegladarce Google Maps-style viewer.

4.1.2. Analiza szlakow biochemicznych

Dwa typy analiz szlakow biochemicznych zostang rozwazone: analiza przez wzbogacanie
oraz topologiczna. Celem wzbogacania metabolitu jest zbadanie, czy istnieja biologicznie
znaczace grupy metabolitow, ktorych zmiany sg istotne statystycznie w danych. Sensem tej
metody jest lokalizacja wykrytych metabolitéw oraz w jakich stanach chorobowych sg
zaangazowane. Analiza topologiczna ma na celu rozszerzenie analizy wzbogacania, poprzez
rozwazenie struktury i/lub wizualizacji szlakéw biochemicznych.

4.1.3. Wzbogacanie metabolitow

IMet-Q (intelligent Metabolomic Quantitation) jest zautomatyzowanym narzedziem z
przyjaznym interfejsem dla uzytkownika do ilosciowego oznaczania metabolitow z danych z
pelnego skanowania za pomocg metody LC-MS. IMet-Q posiada procedure do ilosciowego
usuwania szumow, wykrywania i wyrbwnywania pikow. Ponadto podaje nam informacje na
temat ‘tadunku 1 stosunku izotopoéw wykrytych pikow w celu ulatwienia identyfikacji
metabolitow.

MBRole (Metabolite Biological Role) wykonuje wzbogacang analiz¢ kategorycznych
adnotacji dla zestawu zwigzkéw. Adnotacje kategoryczne odpowiadaja informacjom
biologicznym 1 chemicznym dostgpnym w wielu publicznych bazach danych oraz
oprogramowaniach, aczkolwiek, koncentruje si¢ gltéwnie na adnotacjach jakoSciowych.
MBRole jest wystarczajacym narzedziem do przeprowadzenia analizy wzbogacenia
funkcjonalnego w kazdej probce (zawierajagc w tym adnotacje biologiczne i chemiczne
ludzkich metabolitéw).

BINChE jest narzgdziem analizy wzbogacania matych czasteczek opartym na Cheopsa
Ontology. BINChE wyswietla interaktywny wykres, ktory mozna wyeksportowa¢ jako obraz
o wysokiej rozdzielczosci lub w formatach sieciowych. Narzedzie to, zapewnia, jasna,
wywazong i fragmentaryczng analiz¢ oparta na ChEBI Role Ontology lub ChEBI Structural
Ontology. BINChE umozliwia wyszukiwanie duzych zestawow matych czasteczek w ramach
badan metabolomicznych lub innych systeméw biologicznych. Narzegdzie te zapewnia tatwy i
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wysoce interaktywny dostep przez internet analizy wzbogacania za pomocg narzedzia
ontologicznego ChEBI oraz posiada niezalezng bibliotek¢ danych.

IMPaLA jest internetowym narzgdziem do analizy danych dotyczacych szlakow
transkryptomiki lub proteomiki oraz metabolomiki. IMPalLA przeprowadza analize
wzbogacania poprzez specyficzne listy metabolitéw 1 genow za pomocg ponad 3000
wstepnie przypisanych szlakow biochemicznych z 11 baz danych. W rezultacie, mozna
zidentyfikowa¢ szlaki, ktore mogg by¢ zaburzone na poziomie transkrypcyjnym,
metabolicznym lub obu. Wykrycie zaburzonych szlakow biochemicznych na obu poziomach
pozwala na identyfikacje szlakow biologicznych o zmienionej aktywnos$ci, ktorych nie
mozna uzyskaé, gdy analiza stosowana jest tylko na jednym poziomie funkcjonalnym.

MPEA (Metabolite Pathway Enrichment Analysis) jest szybkim narzedziem,
stosowanym zaréwno do analizy funkcjonalnej jak i biologicznej interpretacji danych
profilowania metabolicznego. MPEA stosuje koncepcje analizy wzbogacania gendw (GSEA)
i sprawdza, jak potencjalne metabolity wplywaja na dany szlak biochemiczny (ulegaja
obnizeniu lub podwyzszeniu). W szczegdlnosci, MPEA przeznaczony jest do analizy wielu
relacji, ktore moga wystepowa¢ migdzy metabolitami.

MSEA (Metabolite Set Enrichment Analysis) jest internetowym narzedziem stuzagcym do
identyfikacji i interpretacji zmian stezenia metabolitéw istotnych biologicznie u ludzi i
ssakow. Kluczowym elementem rozwoju MSEA bylo stworzenie biblioteki okoto 1000
predefiniowanych zestawow metabolitow, obejmujacych roézne szlaki metaboliczne, stany
chorobowe, biofluidy oraz lokalizacje w tkankach. MSEA wspiera takze specjalistyczng
analiz¢ niestandardowych, definiowanych przez uzytkownikow zestawdéw metabolitow.
MSEA oferuje trzy rozne analizy wzbogacania dotyczace badan metabolomicznych, w tym
analiz¢ nadreprezentatywna (ORA), profilowanie pojedynczych probek (SSP) oraz ilosciowa
analiz¢ wzbogacania (QEA). ORA wymaga tylko listy nazw zwigzkow, podczas gdy SSP 1
QEA potrzebujg zarowno nazw zwigzkow jak i ich koncentracji. MSEA generuje wykresy lub
tabele zawierajace hiperlacza do odpowiednich obrazow szlakéw metabolicznych 1
deskryptorow chorob. W przypadku badan nie na ssakach lub bardziej wyspecjalizowanych,
MSEA umozliwia uzytkownikom dostarczanie wtasnych zestawoéw metabolitow do analizy
wzbogacania. Serwer MSEA obstuguje roéwniez konwersje miedzy popularnymi nazwami
metabolitow, synonimami oraz gtéwnymi identyfikatorami baz danych.

4.1.4. Topologiczna analiza szlakow biologicznych

Struktura szlakéw biologicznych reprezentuje nasza wiedz¢ na temat ztozonych korelacji
pomiedzy czasteczkami (aktywacja, hamowanie, reakcja itp.). Jednakze ani analiza
nadreprezentatywna ani analiza wzbogacania nie uwzgledniaja struktury szlakéw
biologicznych przy okreslaniu, ktére szlaki beda bardziej narazone w badanych warunkach.
Jest oczywiste, ze zmiany w kluczowych pozycjach sieci spowodujg silniejsze oddziatywanie
na szlak biologiczny niz zmiany w marginalnych lub stosunkowo odizolowanych pozycjach.
Istniejg dwie metody pomiaru punktu weztowego w celu ustalenia jego waznosci w szlaku
biologicznym- centralno$¢ migdzyosobowa i stopien centralnosci. Pierwsza koncentruje si¢ na
wezle w stosunku do ogolnej struktury szlakéw biologicznych, podczas gdy druga
koncentruje si¢ na bezposrednich powigzaniach lokalnych.

Istnieje wiele komercyjnych narzedzi do analizy szlakow biologicznych, takich jak
Pathway Studio, MetaCore, Ingenuity Pathway Analysis itp. W poréwnaniu z nimi analiza
szlakow w programie MetaboAnalyst jest bezptatna, dostgpna w sieci, stuzaca do analizy
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danych dotyczacych metabolomiki. Wykorzystuje wysokiej jakosci szlaki metaboliczne
KEGG jako zaplecze wiedzy. Laczy ona, wiele sprawdzonych metod (tj. jednoczynnikowych
analiz, nadreprezentatywnych analiz), a takze nowych algorytmoéw/koncepcji (GlobalTest,
GlobalAncova, analiza topologii szlakow) w celu analizy szlakow biologicznych. Ponadto
MetPA implementuje interaktywny system wizualizacji w stylu Google-Map, aby pomoc
uzytkownikom zrozumie¢ wyniki analiz.

4.2. Walidacja biomarkerow: ustalenie istotnosci metabolitow

Kiedy biomarkery zostang zaproponowane jako odpowiedni zestaw metabolitow, ktory
mogiby sklasyfikowa¢ probki zgodnie 2z badanymi warunkami, Kkonieczne jest
przeprowadzenie targetowej analizy, ilosciowego eksperymentu, zastosowanego do wigkszej
grupy probek (pacjenci, na przyklad w badaniach klinicznych), niezaleznych od siebie.
Wiyniki tego eksperymentu, analizowane sa w celu oceny waznosci takiego biomarkera, a
najczesciej stosowana metodologia oparta jest na ocenie krzywej ROC (receiver operating
characteristic).

Analiza krzywej ROC jest najbardziej obiektywna 1 statystycznie wazna metoda oceny
biomarkeréw. Pozwala zbudowa¢ model predykcyjny dla jednej lub wigcej zmiennych, ktore
mozna wykorzysta¢ do klasyfikacji nowych, specyficznych cech grup (na przyktad zdrowi i
chorzy). Krzywa ROC jest wykresem ilustrujacym dziatanie systemu klasyfikacji binarnej,
poniewaz jej prog dyskryminacji jest zroznicowany. Krzywa tworzona jest przez wykreslenie
prawdziwie dodatniego wyniku (TPR) wzgledem fatszywego dodatniego wyniku (FPR) przy
roznych ustawieniach progowych. Prawdziwie dodatni wynik znany jest réwniez jako
czutos¢, czyli odrzucenie lub prawdopodobienstwo detekcji. Fatszywie dodatni wynik znany
jest jako odrzucenie lub prawdopodobienstwo wystapienia falszywego wyniku i moze by¢
obliczony jako (1 - specyficzno$¢).

Obszar pod krzywa (AUC) miesci si¢ w przedziale od 0,5 do 1,0, a celem badacza jest
maksymalizacja AUC pod krzywa ROC przy jednoczesnej minimalizacji liczby metabolitow
stosowanych w panelu biomarkerow.

Glownym narzedziem do tworzenia krzywych ROC byt Roccet, ktéry obecnie
implementowany jest w skrzynce narzedziowej programu MetaboAnalyst.

5. Zajecia praktyczne z metabolomiki

Praktyczne zajecia rozpoczng si¢ od wizyty w laboratorium w celu zapoznania si¢ z
procesem przygotowania probek oraz stosowanymi aparaturami analitycznymi.

5.1. Metabolomika targetowa i nietargetowa

Protokot przygotowania probek osocza w celu analizy LC-MS zostanie przedstawiony i
omoOwiony interaktywnie ze studentami w laboratorium. Sesja samouczka pokaze wszystkie
kroki wykonane w profesjonalnym $rodowisku, uzywajac darmowego oprogramowania.
Badanie metabolomiczne bgdzie sktadato si¢ z dwodch grup: badanej i kontrolnej wraz z
probkami QC analizowanymi za pomocg LC-MS zaréwno w jonizacji dodatniej jak i ujemne;.
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5.2. Wstepna obrébka danych przy uzyciu platformy Workflow for Metabolomics
(W4M)

Samouczek ten pokaze Ci, jak przygotowaé zestaw danych i korzysta¢ z internetowe;j
platformy Workflow4Metabolomics (W4M). W4M jest wspolnym projektem pomiedzy
platformami metabolomicznymi (MetaboHUB Francja) oraz bioinformatycznymi (IFB:
Instytut Frangais de Bioinformatique) co doprowadzito do stworzenia platformy typu open-
source do badan metabolomicznych.

Przed rozpoczeciem pracy kazdy student begdzie musiat utworzy¢ konto w platformie
Workflow4Metabolomics. W4M: http://workflow4metabolomics.org/. Kliknij "STEP1:
,»Request an account" i wypelnij formularz. O$wiadczenia zostang dostarczone w ciagu
jednego dnia roboczego.

WorkflowgMetabolomics 3.0

Welcome to the collaborative portal dedicated to metabol data processing, analysis

STEP 1 STEP 2 STEP 3 STEP 4
Request an account Connect to Galaxy Upload your data Make reproducible
~ Developer resources science
DataCite

‘& @ ataC
Emm || =caiaxy

5.2.1. Konwersja plikow MS

W platformie W4M pliki MS musza zosta¢ skonwertowane do formatu otwartego, na
przyktad .mzML, .mzXML, .mzData i .cdf. Je$li komercyjne oprogramowanie (zwykle
dostarczane z urzadzeniem) nie zawiera narzedzia eksportujacego, do przetwarzania
nieprzetworzonych danych, mozna uzy¢ innego oprogramowania, jak ProteoWizard
(http://proteowizard.sourceforge.net/) w celu konwersji plikow.

Zaleca si¢ uzywanie wylacznie liter (matych 1 wielkich liter), cyfr i znakow " " (bez
przerw) we wszystkich nazwach (nazwy probek, nazwy plikow, nazwy folderéw, zmienne
itp.), a takze konwertowane pliki raw do formatu mzXML w trybie centroidowym (mniejsze
pliki), aby pliki byly kompatybilne z metoda xmcs centWave.
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@ Listof Files () File of file names

[Peak Picking

Prefer Vendor: [V]

MS Levels:
1 -

Parameters

true 1-

Output Directory:

Options
Output format : BExension:

Binary encoding precision: @ 64bit () 32bit
Write index: [V]  Use zlib compression: [¥]
TPP compatibility: ] Package in gzip: [ |

Rekomendowane parametry dla plikow MS podczas konwersji w W4M

5.2.2. Kontrola surowych danych

Zazwyczaj naukowcy uzywajg oprogramowania dostarczanego przez dostawce aparatury
MS. Jednak, istnieja réwniez alternatywne, otwarte Zrddla, takie jak InsilicosViewer,
darmowa przegladarka do wyswietlania danych MSZML MS z tg samg funkcjonalno$cia jaka
oferuja komercyjne odpowiedniki. Narzedzie te zawiera oprogramowanie do odczytania
plikow  mzXML/mzData  opracowane przez Institute of System  Biology
(http://www.systemsbiology.org).

Otworz surowe dane w formacie mzXML.
1. Wybierz funkcj¢> Open file.
2. Przejdz do folderu zawierajacego dane w formacie mzXML.
3. Wybierz swoje dane.
4. Kliknij Open.
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Plik danych pojawi si¢ w oknie surowych danych.

® File Edit View Tools Window Help
New CtrlsN ?.

-
llicos
Science
Software I —
| 77 LC_Postive_maxML > e@mcrEr
Nazwa . Data modyfikacji Typ A
m EciC 19.4.1713:47 mass spec:
® Ec2C 19.4.17 13:49 mass spec |
§ Ec3C 19.4.1713:49 mass spec
® Ec4C 19.4.17 13:50 mass spec |
¥ Ec5C 19417 13:50 mass spec
® Ec6C 19.4.17 13:50 mass spec |
® Ec7C 19.4,1713:50 mass spec ¢
§ Ec.8C 19.4.1713:51 mass spec (
¥ Ec9HC 194.1713:51 mass spec
¥ Ec_10HC 19.4.1713:43 mass spec |
¥ Ec_1THC 19.4,1713:43 mass spec
¥ Ec_12HC 19.4.1713:44 mass spec |
¥ Ec_13HC 19.4.1713:44 mass spec
¥ Ec_14HC 19.4.1713:45 mass spec |
¥ Ec_15HC 19.4,1713:45 mass spec i v
< >
Nezwaplku:  [Ec_1C T
Piki typu: [MS Data Fies (" mzXML:* mzData:*mzML:" RA v | Anuly

B File Edit View Tools Window Help

"R& ) A A G |4a| P Scane BT .

Layer 1 (C: WAM/LC_Positive mzXML/Ec_1C.mzXML): Scan 52377, t=0.04 BP=48284.61@m/2=121.05
" 5 l

9 ¥ . . '

8-
810.62

7- 782,586

Base Peak x1e+6

815.715

814.687 795,644

369.359

time, min

SUROWE DANE

872.789

906.864 sag.51a o o’

922.026 121.

054 121.054

40

@,
&

i

60 v ' . ' . '

s0- 121.051

922.01

Intensity x1e+3

282.278

353.266

149.023 381.298  441.333
1 102,971 [|_ 199.008242:284 lanmzs: | l
Pl - Ll L

‘hw!.L%ull Uil

497390 Se8.503 6211469 679,511 737.55 795.595 §40.594 880.662 | 95,763 1007.71 105078 1108.83

3 0.2

0.4

Ml

m/z x1e+3

Aby wyswietli¢ wiecej stylow do rysowania kliknij> TIC icon or Tools > Drawing style

102



@ File Edit View Tools Window Help - &x

[-F=] Q@Q@.@lﬂ?kmxzmn.,

Display: € Totallon Current ~m/zrange for TIC

@ Base Peak ¢

€ Intentiy Map CF 59999
s [39%%9

Chvomatography: ' Surface
@ Graph
Scale: & Linear
“ log
 logl
Time: & Minutes
" Seconds

o ] oo |

5.2.3. Przedlij dane do Galaxy

Main menu &
s WorkflowgMetabolomics 3.0
* Home
. Welcome to the collaborative portal dedicated to metabolomics data processing, analysis
o4 and for 2
* Introduction
» “We are happy ¢ the next Workfl Cxperis (W4E) i i course
. 2018: Using Galaxy and the Workflow.: to analyse data.
L Please save the date: 8-12 October 2018 at Pasteur Institute, Paris - France
d More news in December ! *
~ Download
. Request an account Connect to Galaxy Upload your data Make reproducible
* Developer resources science
2 > > ataCite
. < Galaxy

Tools X o = History [+ - 2|
! . |

search tools Q >—7< Ifb search datasets [x)
E:J::‘-?EEE'! from your . uUnnamed history
Workflow4metabolomics ..
Preprocessing . © This history is empty. You can

o Current version : 3.0 Ioad vour own data or get data
Normalisation
from an external source
Quality Control Publication: Franck Glacomoni, Gildas Le Corguillé, Misharl Monsecor, Marion Landl, Plerre Pericard,
Mélanie Pétéra, Christophe Duperier, Marle Tremblay-Franco, Jean-Francols Martin, Danlel Jacob, Sophie
Statistical Analysis Goulitquer, Etienne A, Thévenot and Christophe Caron (2014). WorkflowdMetabolomics: A
Annotation for Bloinformatics
GC-MS
Preprocessing Help and support: support@wor org
Normalisation
Quality Control
©) Latest news
Statistical Analysis
s + 10/05/2017 - LC-MS: A new tutorial video explain how to run xcmsSet in parallel on single files
“ * 20/04/2017 - WorkflowdMetabolomics v3.0 starts today - Check the changelog section below
Preprocessing
Normalisation + Changelog
Quality Control [ eTiborials
Statistical Analysis
Annotation
COMMON TOOLS LCIMS
Data Handl : p— A——
Text Manipulation - -
- —

Eilter and Sort e

Przestanym plikom danych towarzysza plik meta-danych: informacje dotyczace probek,
informacje te muszg zosta¢ dostarczone do systemu zgodnie z surowymi Kryteriami:

103



nazwij probki jak chcesz (unikaj nadania ,,ID”
jesli zamierzasz otworzy¢ pézniej pliki w programie Excel

¥
m column names

;-
" Sample metadata

«—— pierwszy rzad

Information about your samples
(study factors for example)

samples' ID

I

pierwsza kolumna

ID prébek musi pasowaé do danych z matrycy

Informacje o prébkach w sesji praktycznej musza by¢ zgodne ze strukturg opisang w tabeli:

sample class polarity sample batch Injection diet
name type order
QC one positive pool Bl 1 NA
C1 one positive sample Bl 7 C
HC3 one positive sample Bl 10 HC
BL one positive blank Bl 12 NA

Pliki muszg by¢ zestawione w tabeli: pliki TSV lub TXT z tabulacja jako separatorem.

Istnieja dwie metody przesytania danych: zestaw pojedynczych plikéw lub tworzeniem
najpierw pliku .zip, z predefiniowang strukturg podkatalogow. Bedziemy ¢wiczy¢ tylko
pierwsza opcje .:

e pojedynczy plik (zalecane): Mozesz wstawi¢ pojedynczy plik jako dane wejsciowe. W
ten sposob bedziesz mogt uruchomié kilka xecmsSet rownolegle 1 uzy¢ "xcms.xcmsSet
Merger" przed "xcms.group”

e plik Zip: mozesz umiesci¢ plik zip zawierajacy dane wejSciowe: myinputs.zip
(zawierajace wszystkie twoje warunki jako podkatalogi).

Pliki Zip: Poszczegolne kroki w celu utworzenia plikéw Zip.
Krok 1: Tworzenie katalogu i hierarchizacja podkatalogow
BARDZO WAZNE: Jesli spakujesz pliki w systemie Windows, musisz uzy¢

oprogramowania 7Zip (http://www.7-zip.org/), w przeciwnym razie twoje pliki zip nie
zostang rozpakowane na platformie W4M (wystapi btad).

Krok 2: Tworzenie plikow Zip

Importowanie danych<2Gb
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Aby zaimportowa¢ dane uzyj opcji Paste/Fetch (Kopiuj/Wklej) dane lub wybierz plik
lokalny> z opcji Upload configurtation kliknij Convert spaces to tabs<Start<Close.

= Galaxy / 4 / Metabolomics

Tools
search tools

Upload File from your

computer

LC-MS

Preprocessing

Normalisation

Quality Control

Statistical Analysis

Annotation

GC-MS
Preprocessing
Normalisation

Normalisation
Quality Control
Statistical Analysis
Annotation
COMMON TOOLS
Data Handling
Text Manipulation
Eilter and Sort

Analyze Data - - . . =22

ad from URL or upload
files from disk

Workflow4metabolomics

X if
=

Using 7.6 GB
History [ - Jui|

search datasets (=)

Unnamed history

(empty) »

Istory Is empty. You can
our own data or get data
lan_external source

Download from web or upload from disk
Regular | Compesite  Collection
You added 1 file(s) to the queue. Add more files or click 'Start’ to proceed.
Name Size Type Genome Settings Status
o samples.zip 19.6 MB Auto-dete | Q unspecified (?) v -3
Upload configuration [}
& Convert spaces to tabs
&  uUse POSIX standard
Type (set all): Auto-detect - Q Genome (set all): unspecified (?)
I 0 Choose local file I &> Choose FTP file I (£ Paste/Fetch data I Paus

Reset Close

Importowanie danych>2Gb

Krok 1: Wybierz FTP Client<przejdz do Cyberduck<Otworz Connection<Server:
ftp.workflow4metabolomics.org> Utwoérz login oraz hasto, nastepnie otwdrz Connection i

skopiuj.

= Galaxy / 4 / Metabolomics

Analyze Data Using 7.6 GB

History < &0

o
X ifb Sesrchidatasets °

Tools

Seareh toba Download from URL or upload
files from disk
Upload File from your w

Unnamed history

computer e
Oorkrnow4metaboliomics (empty) >e
LC-MS
Pr ) Is history Is empty. You can
D load from web or upload from disk lad your own data or
Normalisation
bm an external source
Quality Control
Regular Composite Collection
Annotation
GC-MS
Preprocessing
T
Normalisation FTP files o
Quality Control
This Galaxy server allows you to upload files via FTP. To upload some files, log in
Statistical Analysis
to the FTP server at ftp.workflowametabolomics.org using your Galaxy
Annotation credentials (email address and password).
NMR G/ [ o~ [E=mEER =]

commol 2
ispecified (?)
Data Ha
e — B rne]
local file > Choose FTP file (& Paste/Fetch data Close
Eilter an

Your FTP directory does not contain any files

1 &
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Unsecured FTP connection

0 Unsecured FTP connection

Hasto will be sent in plaintext. Please contact your web
hasting service provider for assistance.

= Continue

—> Disconnect

[ Den't show again

o Pomoc

samples.zip
(I

1

2196 Mi

1.6 MB/sec, Pozostalo sekund: 5)

sytanie sampleszip

Jesli przesytanie danych dobiegnie konca wybierz ponownie plik FTP> wybierz swoje dane>
Start.

Download from web or upload from disk
Regular Composite Collection
You added 1 file(s) to the queue. Add more files or click 'Start' to proceed.
Name Size Type Genome Settings Status

= samples.7i~ L R EL - . ~ — - &
FTP files o
This Galaxy server allows you to upload files via FTP. To upload some files, log in
to the FTP server at ftp.workflowd4metabolomics.org using your Galaxy
credentials (email address and password).
Avallable files: A 1 files & 19.6 MB
& Name Size Created
& samples.zip 19.6 MB 11/22/2017 05:09:03 PM

Type (sel \specified (?) ™
L Choose local file E= Choose FTP file (& Paste/Fetch data Pause Reset Close

Twoje dane zostang przestane na platforme¢ WM.

Download from web or upload from disk

Regular Composite Collection

Name Size Type Genome Settings Status
[P LC_Positive_mzXML.zip 3.6 GB Auto-dete.. ¥ Q unspecified (?) v £ ~

Type (set all): Auto-detect - Q Genome (set all): unspecified (?)

L Choose local file E Choose FTP file (& Paste/Fetch data

Pause Reset Start -
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@ Mozesz podejrze¢ detale Twoich zaimportowanych danych.

? Galaxy / 4 / Metabolomics analyze pata Using 12.0 GB
Tools & o ~ History [ - Jui]
zearch tools o o [ad X ifb
= o . Unnamed history
computer kﬂ t b 1 1 shown
Workflow4metabolomics
s (empty) & % »
Preprocessing H -
Current version : 3.0 1:1C_Positive mzXM @ & x
Normalisation
T Tt Publication: Franck Glacomonl, Glidas Le Corgulllé, Misharl Monsoor, Marlon Landi, Plerre Pericard, L.zip
Mélanie Pétéra, Christophe Duperier, Marie Tremblay-Franco, Jean-Francols Martin, Daniel Jacob,
Statistical Analysis Sophle Goulitquer, Etlenne A. Thévenot and Christophe Caron (2014). WorkflowdMetabolomics: A
Annotation for
H Infe Upload File
Gc-Ms
Preprocessing Help and supp Pataset Information
Normalisation Hame: LC Positive_maxML.Zi
Croated Frl 24 Nov 2017 12:49:40 AM (UTC)
Quality Control Fllesize: 0 bytes
lity A © Latest news :
o + 10/05/2017 - LC-MS: A new tutorial video explain how to run xc{ ™ L
[link] Job Information
o + 20/04/2017 - Workflow4Metabolomics v3.0 starts today - Check —
114
Preprocessing
Normalisation ~ Changelog o
Quality Control
Statistical Analysis v 3.0.0 - 20/04/2017
Annotation o
Le-mMs uup: 9194c624-a¢80-4803-830¢-410B< 7905634
COMMON ToOLS « Preprocessing Tool Parameters
Data Handling « UPGRADE - xcms.* (2.1.0): upgrade the| vaius Note for rerun
Text Manipulation 1.44.0to 1.46.0 b
Eliter and Sort = NEW - xcms.* (2.1.0): The WaM tools
I - =4 take as input a single file. It will allow to] o
< several files and merge them afterward

5.2.4. Wstepne przetwarzanie danych LC-MS za pomocg XCMS.

XCMS to pakiet oprogramowania R, przeznaczony do ekstrakcji pikow oraz wyréwnania
czasu retencji plikow danych z aparatury GC-MS i LC-MS.

Filter and
Identify Peaks

xcmssSet ()

2

Statistically

Analyze Results
difffreport()

Visualize
Important Peaks
getEIC()

Ekstrakcja pikow- xcmsSet

~
r
[
.

g

Xcms.xemsSet Filtracjai
identyfikacja pikow za pomoca
funkcji xemsSet z pakietu xems R do
procesowania wstgpnego danych LC
/MS dla wzglednej analizy
ilosciowej 1 statystycznej

Match Peaks Retention Time
Across Samples Correction
group() retcor()
Raw =
LC/MS Fill in Missing
Data Peak Data
NetcDw fillpeaks ()
mz XML C— =
mzData \

CAMERA
Annotation

—_——

« Extraction
« Extraction of ions in each sample
independantly.

» Grouping < alignment
«Each ion is aligned across all samples

* Retention time correction (optional)

*Fill peaks
*Replace missing data with baseline value

-Statistics and visualisation (optionals)
CAMERA
* For annotation of adducts, neutral loss and
isotopes

Narzedzie te stuzy do wstgpnego przetwarzania danych z plikéw LC/MS (formaty NetCDF,
mzXML i mzData). Ekstrahuje jony z kazdej probki niezaleznie i przy uzyciu modelu
statystycznego, piki sg filtrowane oraz integrowane

Pliki wejSciowe:
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Parameter : num + labellFormat
OR : Zip file zip
OR : Single file mzXML, mzML, mzData, netCDF

xcms.xcmsSet Filtration and Peak Identification using xcmsSet function &% Versions | w Options
from xcms R package to preprocess LC/MS data for relative quantification and statistical analysis
(Galaxy Version 2.1.0)

File(s) from your history containing your chromatograms

0 (a] () No mzxml, mzml, mzdata, netcdf, no_unzip.zip or zip dataset available. -

Single file mode for the format: mzxml, mzml, mzdata and netcdf. Zip file mode for the format: no_unzip.zip,
zip. See the help section below.

Scan range option
hide
Extraction method for peaks detection

centWave
[method] See the help section below
Max tolerated ppm m/z deviation in consecutive scans in ppm

25

[ppm]
Min,Max peak width in seconds

20,50
[peakwidth]
Advanced options

hide

Parametry:

Detekcja pikow za pomoca metody ekstrakcji:

» Dopasowanie filtrow: dedykowany jest do danych MS centroidowych lub o profilu o
niskiej rozdzielczo$ci

» Cenwave: metoda dydykowana dla danych centroidowych o wysokiej rozdzielczosci.
Algorytm ma na celu wykrywanie "masowych §ladow" lub "obszaru zainteresowania
(ROI)", ktoére sa zdefiniowane jako regiony z mniej niz zdefiniowanym odchyleniem m/z
w kolejnych skanach. Odchylenie te musi by¢ nizsze niz warto$¢ parametru "ppm".

o
- 7 l —— Chromatogram
| Gaussian Fit
il
i
0 — H
[l
[l
2 s [
2 ! ‘;
w |
o |
E Sl [ \ IZ\.‘ P‘I N
| Vak' DY
{ "‘ ' 1\ M f';/ ',J'v\.\.\
| /' AN f ,l’t’{," V!
N | }| / u.",. ,’H/’ '\",h, )
| | . W VAN
1 i X o N UMW A
RSN N ; -y
T T T T | T T
2850 2900 2950 3000 3050 3100 3150
Seconds
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» MSW: Ciagla transformacja falkowa. Metoda ta opiera si¢ na bezposredniej infuzji
danych, moze by¢ uzyta w celu lokalizacji pikdw chromatograficznych w r6znych skalach.

Mozesz sprawdzi¢ typ swoich danych w pl urowych danych.

Thre 1

<MS1Cantr iDatanbaT

iku s

MElCentroldbatareiihresh

<MS2CenlroidDalaAbsThrosh

L0</StartTime>
voStatasMs</DivartarValveStataos
M Cantrold</ st

»Dual L81</lonMode>

ametay

Maksymalna tolerancja odchylenia ppm m/z w kolejnych skanach w ppm (w odniesieniu

do m/z)

Fluktuacja m/z wartosci (ppm) od skanowania do skanowania. Ten parametr nalezy ustawic

zgodnie z doktadnoscig spektrometru mas.
Min. Maks. szerokos¢ piku w sekundach: (w zaleznosci od RT)
Glownym celem tego parametru jest oszacowanie zakresu szerokosci piku, parametr ten nie

jest warto$cig graniczng. Falkowanie wykorzystywane do detekcji pikdw obliczane sg na

podstawie tego parametru.
Wazne: Nie wybieraj minimalnego piku za matego, nie zwigkszy to czutosci, ale spowoduje

podzial (rozszczepienie) pikow.

A b B. @
o /12
Boid Byie
HR! o
’ wh : v
o| dle o ble
W2 H ]
& i &
& 4 ¢ ¢
é 1 & :
" iD - [ S.D
é St $ P
o & $ &
¥ b ’ '
T T T
1000

T
1000 900

Scan Time Scan Time

Przyktad: szerokos¢ piku 45s A. Stosujac szerokos¢ pikow (20-60) pik bedzie podzielony na
trzy piki, kazdy wykryty jako oddzielny pik o szerokosci 10 sekund; B. Stosujac szerokos¢

pikow (20-120) otrzymamy jeden pik.

Mozesz sprawdzi¢ ten parametr w swoich surowych danych. Oblicz szerokos¢ piku dla

waskiego 1 szerokiego piku.
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§ InsilicasViewer - [C:/Users/danut/Desktop/A W4M/LC_Positive_mzXML/Ec_1C.mzXML] - o X

§ File Edit View Tocls Window Help -8 x
BE LEQQQ g 9 Seons 89760~
Layer 1 (C:/Users/danut/Desktop/A_WAM/LC Positive mzXML/Ec_1C.mzXML): Scan 2888760, t=14.81 BP=327707.34@m/2=612.57 alx|
9004 . [ " 1 . i . [ v i . [ -
800- -
700- -
814,687
600- / \ 2
, / |
T so- / L
o
% 400 | / / \ |
S / \
H . 3
a

300~ / \ -

200- / -
] / Peak width N |
100- 548,514 548.513 548,514 548.514 548.515 / 24 sec > 548,514 548.514  548.514 548.513 548514 548,515 548.514 548,513 -
04 : i . ] ; | ; i . | ; ] . =
222 224 22,6 228 23 23.2 234 23.6
time, min
Opcje zaawansowane:
Advanced options
show v

Signal/Noise threshold
10

[snthresh] Signal to noise ratio cutoff

Minimum difference in m/z for peaks with overlapping retention times
-0.0015

[mzdiff] Can be negative to allow overlap

peak limits method

peak limits based on smoothed 2nd derivative (less precise) w:
[integrate]
Prefilter step for the first phase

3,1000

[prefilter] Separate by coma k,I. Mass traces are only retained if they contain at least 'k’ peaks with
intensity >= "I

Noise filter
0

[noise] optional argument which is useful for data that was centroided without any intensity threshold,
centroids with intensity smaller than ‘noise’ are omitted from ROI detection

Minimalna roéznica m/z _dla pikéw z nakladajacym sie na siebie czasem RT (w
odniesieniu do m/z i RT):

Minimalna réznica m/z dla pikéw z naktadajacym sie czasem RT (piki koeluujace) musi by¢
ujemna, aby umozliwi¢ naktadanie si¢ pikow.

Filtr wstepny (w zaleznosci od intensywnosci):
Pik musi by¢ obecny w n skanach o intensywnosci wiekszej niz k.
Po ustawieniu wszystkich parametréw naci$nij Execute i poczekaj ... Ten krok wymaga czasu.
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= Galaxy / 4 / Metabolomics Aanalyze pata : Using 15.6 GB

Tools = History Fs X - Ruil|
0 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:
search tools [x] search datasets [x)
2: LC_Positive_mzXML.xset.RData
from your Unnamed history
computer 6 shown
3: LC_| _mzXML tsv
LC-MS 3.61 GB S N
Preprocessing 4: LC_Positive_mzXML.xset.TICs_raw.pdf 3
xcms.xcmsSet Filtration and © s:Lc _Positive mzX @ & x
ML.xset.log.txt

Peak Identification using

xcmsSet function from xcms R

package to preprocess LC/MS

data for relative quantification 6: LC_Positive_mzXML.xset.log.txt

and statistical analysis @ 4:LC_Positive_mzX @ S x
You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When ML.xset.TICs raw.pdf

xcms.xcmsSet Merger Merge the job has been run the status will change from ‘'running’ to 'finished' if completed successfully or ‘error' If

Xcms;xcmsSet xset inlone to problems were encountered. @ 3:LC_Positive mzX @ & x

be used by group o 5

xcms.group Group peaks v

together across samples using —

overlapping m/z bins and @ 2:LC Positive mzX @ 4 x

calculation of smoothed peak ML.xset.RData

distributions in ® 7 %
1: LC Positive_mzXM
chromatographic time.
L.zip

5: LC_Positive_mzXML.xset.BPCs_raw.pdf
© 5:LC Positive mzX @ & x
ML.xset.BPCs_raw.pdf

xcms.retcor Retention Time
Correction using retcor
function from xcms R package

xcms.fillPeaks Integrate a

sample’s signal In reglons

where peak groups are not
represented to create new
peaks In missing areas

xcms.summary Create a

Pliki wyjsciowe (historia):

xset. TICs_raw.pdf Wykres "Total lon Chromatograms™ w formacie pdf.

xset.BPCs_raw.pdf Wykres "Base Peak Chromatograms" w formacie pdf z przeciwstawnymi
probkami klas.

sampleMetadata.tsv Plik tabelaryczny, ktory zawiera dla kazdej probki, podziat na klase
oraz polaryzacje (dodatnig, ujemng i mieszang). Ten plik jest niezbedny podczas analizy
Anova i PCA.

xset.RData: rdata.xcms.raw format. Plik Rdata, jest niezbedny w drugim etapie pracy
"'xcms.group*.

sampleMetadata —

1 2 3|

sampleMetadata  class polarity

Ec_10HC LC._Positive_mzXML positive

Ec_11HC LC_Positive_maXML  positive

Ec_12HC LC.Positive_maXML  positive

Ec_13HC LC_Postive_mzXML  positive

6:LC Positive mzXM @ ¢ x | o 1C LC. Positive_mzXML  positive
Lxsetlog.txt Ec_15HC LC.Positive_mzXML positive
Ec_16HC LC._Positive_maXML  positive

5:1C Positive mXM @ ¢ x| LC._Positive_maXML positive
S Ec_18HCO LC._Positive_maXML  positive
L.xseL.BPCs raw.pdf £c_19HCO LC._Positive_maXML positive
s Ec1C LC. Positive_maXML positive

4:1C Positive m2XM @ ¢ X | ¢ y0nco LC_Positive_mzXML  positive
L.xset.TICs_raw.pdf Ec_21HCO LC_Positive mzXML  positive
£c_22HCO LC_Positive_maXML  positive

3:LC Positive mzXM @ 4 x| e 23c0 LC_Positive_mzXML  positive
L.sampleMetadata.tsv Ec_24HCO LC_Positive_mzXML  posltive
Ec.2C LC. Positive_m2XML  positive

2: LC Positive mzXM @ VAR Ec.3C LC_Positive_mzXML  positive
Lxset.RData Ec.4C LC.Positive_maXML  positive
Ec.SC LC._Positive_maXML  positive

g Ec.6C LC. Positive_maXML  positive
1:LC Positive mXM ® ¢ x Ec7C LC_PosRive_maXML  positive
bzip Ec.8C LC_Postive_maXML  positive
Ec_9HC LC._Positive_maXML  positive

Qo LC._Positive_maXML  positive

o LC_Positive_maXML  positive

Q2 LC. Positive_maXML positive

QC13 LC_Positive_mzXML  positive

Q4 LC._Positive_maXML  positive

Qs LC._Positive_m2XML positive

Plik wyj$ciowy to plik xset.RData. Mozesz kontynuowac¢ analize¢, uzywajac go w narzedziu
Xcms.group.

xcms.group Grupuje piki w poprzek
probek przy uzyciu nakladajacych
si¢ boksow m / z oraz oblicza
wygladzone rozklady pikow w
czasie chromatograficznym
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Po dopasowaniu pikow w grupach, xcms moze wykorzystaé te grupy do
zidentyfikowania i skorygowania skorelowanych dryfoéw w czasie retencji od startu do startu.
Wyrdwnane piki mozna nastgpnie wykorzysta¢ do drugiego grupowania pikow, ktore bedzie
doktadniejsze niz pierwsze.

Caty proces mozna powtorzy¢ w sposob interacyjny (powtarzalny). Nie wszystkie piki w
grupach beda pomocne w identyfikacji dryfu czasu retencji. W niektérych grupach w duzej
czesci probek moga znajdowac si¢ brakujace piki, co powoduje niepetny obraz dryfu w
danym punkcie czasowym. Jeszcze inne moga zawiera¢ wiele pikdw z tej samej probki, co
jest oznakg niewlasciwego grupowania.

Po identyfikacji pikow za pomoca xcmsSet, narzedzie te grupuje piki, ktore reprezentuja
ten sam analit w probkach, z wykorzystaniem naktadania si¢ m/z przedziatu oraz obliczanie
wygladzonych rozktadow pikéw w czasie chromatograficznym. Umozliwia to odrzucenie
cech, ktore wykrywane s3 tylko czesciowo w replikatach z przyktadowej klasy probek.

poollB1 poollB2 poollB3

mz rt int mz rt int mz rt int
196.0905 66.6/ 7810936| |196.0910 66.7/11733921| [196.0902 66.6| 7933325
158.1180 67.4| 71736| |342.0310 69.0| 74594| [158.1173] 67.4] 82969
: 342.0308| 67.6| 202268| |267.0581 65.5| 260877 |[342.0308 21.3 2581
Independent peak lists 267.0581 65.5| 282039| |[283.0318| 65.2| 424631| |283.0320 65.3| 357448
mz rt int mz rt int mz rt int
196.0905| 66.6| 7810936| |196.0910 66.7| 11733921| [196.0902 66.6| 7933325
158.1180 67.4] 71736 342.0310| 69.0| 74594 158.1173 67.4 82969
Group ions by m/z 342.0308| 67.6| 202268| |267.0581 65.5| 260877 [342.0308 21.3| 2581
267.0581 65.5| 282039| [283.0318] 65.2] 4a24631| [283.0320 65.3| 357448|
mz rt int | mz rt int mz rt int
196.0905 66.6| 7810936/ | 196.0910 66.7|11733921| [196.0902 66.6| 7933325
158.1180| 67.4 7173§| 158.1173 67.4] 82969
. 342.0308] 21.3 2581
Group ions by RT [5256308 67.6| 202268 |342.0310 69.0 74594
267.0581 65.5| 282039 [267.0581 65.5| 260877
283.0318] 65.2| 424631 |283.0320) 65.3] 357448

Resulting matrix

mz rt poollBl |poollB2 poollB3
196.0905 66.6| 7810936| 11733921| 7933325
158.1176 67.4 71736 82969
342.0308 2653 2581
342.0309 68.3| 202268 74594
267.0581 65.5| 282039 260877
283.0319 65.2 424631| 357448

Pliki wejsciowe:
Parameter : num + labelFormat

Or : RData file | rdata.xcms.raw

Or : RData file | rdata.xcms.retcor
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xcms.group Group peaks together across samples using overlapping m/z & Versions w Options
bins and calculation of smoothed peak distributions in chromatographic time. (Galaxy Version
2.1.0)

xset RData file

D EE] (] No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group, rdata.xcms.retcor or rdata dataset available. -
output file from another function xcms (xcmsSet, retcor etc.)

Method to use for grouping

density -
[method] See the help section below

Bandwidth
30

[bw] bandwidth (standard deviation or half width at half maximum) of gaussian smoothing kernel to apply to
the peak density chromatogram

Minimum fraction of samples necessary
0.5

[minfrac] in at least one of the sample groups for it to be a valid group

Width of overlapping m/z slices
0.01

[mzwid] to use for creating peak density chromatograms and grouping peaks across samples

Advanced options
show -
Maximum number of groups to identify in a single m/z slice
50

[max]
Get a Peak List

Yes No

Parametry:

Metoda uzywana do grupowania:

mzClust._Uruchamia wyréwnanie o wysokiej rozdzielczosci w probkach pojedynczych widm
przechowywanych w pliku RData, wygenerowanym przez narzedzie XcmsSet.

Gestos¢. Grupowanie pikow razem wzdtuz probek przy uzyciu naktadania si¢ m/z przedzialu
oraz obliczanie wygtadzonych rozktadow pikow w czasie chromatograficznym.

Najblizszy. Grupowanie pikow razem wzdluz probek, tworzac liste pikow wzorcowych i
przypisujac odpowiednie piki ze wszystkich probek. Uzywany jest algorytm dopasowywania
mzMine.

Pasmo (przepustowos¢) [bw] (zwigzane z RT)
Standardowe odchylenie metapiku gaussowskiego, ktore grupuje razem piki.

Szerokos¢ nakladajacych si¢ na siebie przedzialu m/z [mzwid] (zwiazanych z m/z)
Rozmiar zakresu m/z (przedziatu). Zakres m/z powinien by¢ wlaczony do grupy. Zalezy od
doktadnosci spektrometru mas.

Dokonuje si¢ przedzialu domeny masowej. mzwid okreslit rozmiar przedziatu mas. Nastgpnie
dla kazdego przedzialu m/z, wszystkie jony wszystkich probek sg brane pod uwage dla
wszystkich czaséw retencji. Metoda estymatora gestosci Kernela stuzy do wykrywania

regionu czasu retencji przy duzej gestosci jonow.
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Grupowanie pikow w przedziale mas: 337,975 - 338,225 m / z (mzwid)

2500 3000 3500 4000

» Model gaussowski grupuje piki razem o zblizonych RT.

» Inkluzywnos$¢ jonow w grupie jest okreslona przez standardowe odchylenie modelu
gaussowskiego (pasmo) odpowiadajgce parametrowi bw (moze by¢ interpretowane jako
okno RT).

» Pionowe linie przerywane wskazuja, ze funkcja jest poprawna i zostanie zachowana w
macierzy danych.

» Liczba pikow w grupie musi by¢ wigksza niz procent catkowitej liczby probek. Ten prog
jest zdefiniowany przez parametr minfrac.

Grouping peaks in mass bin: 337.975 — 338.225 m/z (mzwid)

1 l 1 I 1 ﬁ 1 1 1 o
2500 3000 3500 4000
Problem

Grouping peaks in mass bin: 337,975 - 338.225 m/z (mzwid)

» Zmnigjszenie bw pozwala rozdzieli¢ te 2 grupy.
» Wiyniki cech m/z i RT odpowiadajg medianie m/z i RT wszystkich jonow
zgrupowanych razem jako jedna cecha.

Minimalna potrzeba fkracjonowania probki [minfrac] (w odniesieniu do probek)
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Minimalna cze$¢ catkowitej liczby probek dla grupy, ktéra ma by¢ uznana za wazng
(minimalna probka wykryta w co najmniej jednej klasie, ktora ma by¢ uznana za grupe).
Minfrac = 0.5 odpowiada 50%. (n = 10 minfrac = 0.5 znalezione w co najmniej 10 z 50).

Max (w zaleznos$ci od liczby jonow)

Maksymalna liczba grup wykrytych w jednym zakresie m/z.

Minfrac = 0.5

| . : | .:
|. : . . '“ ! .
m/z ”. : \/ \/ m/z | \/

X @

RT RT

@ @ 4samplesin each group

o0
XX

RT

Pliki wyjsciowe (historia)
xset.group.RData: rdata.xcms.group format
xset.group.Rplots.pdf

Rdata file bedzie to konieczne na trzecim i czwartym etapie pracy (xcms.retcor i

xcmes. fillpeaks).

Using 15.7 GB

= Galaxy / 4 / Metabolomics

Analyze Data

Tools S History
o o 1 job has been successfully added to the queue - resulting In the following datasets:
tool search datasets
T 7: LC_Positive_mzXML.xset.group.RData
Unnamed history
computer 10 show
8: LC_Positive_mzXML.xset.group.Rplots.pdf
LC-Ms 3.62 GB
Preprocessing 9: LC_Positive_mzXML.xset vari t o 10:
xems.xcmsSet Filtration and A0:LE Positive
mzXML.xset.group.d
:S;ksé‘lﬂzszaﬂir;r‘ﬂ"icms R 10: LC_Positive_mzXML.xset.group.dataMatrix.tsv ataMatrix.tsv
package to preprocess LC/MS o
data for relative quantification 11: xset.log.txt 1 !l._l.s_mmu_m‘]“!n”n'
and statistical analysis oM
You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When
xems.xemsSet Merger Merge the job has been run the status will change from "running’ te ‘finished" if completed successfully or "error’ If © B:LC Positive m
LIS 3D ICIMD problems were encountered.
be used by group ZXML.xset.group.Rpl
ots.pdf
xcms.group Group peaks
together across samples using © 7:LC_Positive_ m
overlapping m/z bins and ZXML.xset.group.RD
calculation of smoothed peak ata
distributions In
chromatographic time. 6:LC Positive_mzX
ML.xset.log.txt
xems.retcor Retention Time
Correction using retcor 5: LC_Positive_mzX
function from xcms R package ML.xset.BPCS_raw.p
df
xems.fillPeaks Integrate a
sample’s signal in regions 4: LC_Positive_mzX
where peak groups are not ML.xset.TICs raw.p
represented to create new af
peaks In missing areas
xcms.summary Create a ML.sampleMetadata.
summary of XCMS analysis tsv

< @D

& % ®

@ F %

® F x

@ S R

@ & %

® S x

@ & x

@ F x

@ F x

115




10:LC Positive mz @ 4 x

9:LC Positive mz2X @ 4 x

BiLC Positive m2X ® ¢ x

Z:LC Positive mz2X @ ¢4 x

42937 - 42038

Group.Rplots.pdf

| Shows the differents samples (dot)
i grouped together in a peak density
T chomatogram defined by bw and
' mzwid value

Densty
0000 0005 0010 OMS 0@ WS

Group.variableMetadata.tsv

intervals of m/z

Group.dataMatrix.tsv

204 - 204.01

Dy

om0 002 0004 0006 0O 0010 002 00M

3 one group. M.
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50.43 - 50.66

0
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1. xcms.retcor (wyrownanie)

xcms R

xcms.retcor Korekta czasu retencji
za pomoca funkcji rektora z pakietu

Po dopasowaniu pikéw do grup, xcms moze wykorzysta¢ te grupy do zidentyfikowania i
skorygowania skorelowanych dryfow w czasie retencji od analizy do analizy. Wyréwnane
piki mozna nastgpnie wykorzysta¢ do drugiego przebiegu grupowania pikow, ktore bedzie
doktadniejsze niz pierwsze. Caly proces mozna powtorzy¢. Nie wszystkie piki w grupie beda
pomocne w identyfikacji dryfu czasu retencji. Niektore grupy moga zawiera¢ brakujace piki
w duzej czesci probek, co powoduje niepelny obraz dryfu w tym punkcie czasowym. Jeszcze
inne moga zawiera¢ wiele pikdéw z tej samej probki, co jest oznakag niewlasciwego

grupowania.

Pliki wejsciowe

Parameter : num + labellFormat

1 : RData file

rdata.xcms.group
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xcms.retcor Retention Time Correction using retcor function from xcms R & Versions |« Options

package (Galaxy Version 2.1.0)
xset RData file

D f&] (i} No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group or rdata dataset available. v
output file from another function xcms (xcmsSet, retcor etc.)
Method to use for retention time correction

peakgroups -
[method] See the help section below

Smooth method

loess v
[smooth] either 'loess’ for non-linear alignment or ‘linear’ for linear alignment

Number of extra peaks to allow in retention time correction correction groups
1

[extra]

Number of missing samples to allow in retention time correction groups

1 Number of admitted missing well

[missing] behaved peak in a group.

Advanced options

hide -
Resubmit your raw dataset or your zip file (<2
Parametry
Metoda

» grupowanie pikow
xcms bierze pod uwagge tylko te grupy pikéw, ktdre nie maja co najwyzej jednej probki i maja
co najwyzej jeden dodatkowy pik. (Wartosci te mozna zmieni¢ za pomocg funkcji missing i
extra).
Dla kazdej z tych grup algorytm oblicza mediang RT i dla kazdej probki odchylenie od tej
mediany. W obrebie probki zaobserwowane odchylenie na ogo6t zmienia si¢ w czasie w
sposob nieliniowy. Zmiany te sa przyblizane za pomoca techniki regresji wielomianowe;j,
zaimplementowanej w funkcji loess. Domyslne dopasowywanie krzywej odbywa si¢ za
pomocg metody najmniejszych kwadratow we wszystkich punktach danych. Jednakze,
mozliwe jest jednak wykrywania outlajerd6w i usuwania wartosci odstajacych poprzez
ustawienie argumentu family na symetryczny.

» metoda obiwarp
Obliczenie odchylenia RT dla kazdej probki za pomocg kodu obiwarp na at "http://obi-
warp.sourceforge.net/". Funkcja ta jest w stanie wyrowna¢ wiele probek za pomoca strategii
gwiazdy centralnej. Ordered Bijective Interpolated Warping (OBI-Warp) wyréwnuje
macierze wzdtuz pojedynczej osi za pomocg dynamicznego dopasowania czasowego (DTW) i
interpunowanej interpunkcji  jeden-do-jednego  (bijective). OBI-Warp wykorzystuje
nieliniowa, funkcje DTW i opiera si¢ na dyskretnym, nie-bijektywnym wyjsciu DTW, aby
uzyska¢ naturalne interpolanty, ktére mozna wykorzysta¢ w wielu zestawach danych.
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http://obi-warp.sourceforge.net/
http://obi-warp.sourceforge.net/

Advanced options
show A
Degree of smoothing for local polynomial regression fitting
0.2
[span]
Family

gaussian v
[family] if gaussian fitting is by least-squares with no outlier removal, and if symmetric a re descending M
estimator is used with Tukey's biweight function, allowing outlier removal

plottype
Plot to visualize the result of the

deviation retention time correction. v
[plottype] if deviation plot retention time deviation points and regression fit, and if mdevden also plot
peak overall peak density and retention time correction peak density

Resubmit your raw dataset or your zip file 2

Pliki wyjsciowe (historia)

xset.group.retcor. TICs_corrected.pdf Wykres TIC w formacie pdf, poprawiony po kroku
retcor.

xset.group.retcor.BPCs_corrected.pdf Wykres BPC w formacie pdf, poprawiony po kroku
retcor.

xset.group.retcor.RData: rdata.xcms.retcor Plik Rdata, ktore beda niezbedne w kroku
Xcms.group.

Plik wyjsciowy to plik xset.retcor.RData. Mozesz kontynuowac analize, uzywajac narzedzia
xcms.fillPeaks.

Po kroku retcor nalezy wykona¢ krok grupowania, w przeciwnym razie nastepne etapy

nie beda dziala¢ z plikiem RData. (poczatkowe zgrupowanie pikow staje si¢ niewazne i
zostaje odrzucone).
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xcms.xcmsSet Filtration and
Peak Identification using
xcmsSet function from xcms R
package to preprocess LC/MS
data for relative quantification
and statistical analysis

xcms.xcmsSet Merger Merge
xcms.xcmsSet xset In one to
be used by group

Xcms.group Group peaks
together across samples using
overlapping m/z bins and
calculation of smoothed peak
distributions In
chromatographic time.

Retentlon Time
Correction using retcor
function from xcms R package

Integrate a

sample's signal In regions

where peak groups are not
represented to create new
peaks in missing areas

xcms.summary Create a
summary of XCMS analysis

CAMERA . annotate CAMERA

Galaxy / 4 / Metabolomics Aanalyz

Tools =3
° - o 1 job has been successfully added to the queue - g In the
arch tools
o 12: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.RData
computer
13: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.Rplots.pdf

LC-MS
Preprocessing 14: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.TICs_corrected.pdf

15: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.BPCs_corrected.pdf

16: xset.log.txt

You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When
the job has been run the status will change from ‘running’ to ‘finished" If completed successfully or ‘error” If
problems were encountered.

Using 15.8 Gl
History
search datasets

Unnamed history
14 shown, 1 hidden

3.71GB

© 15:LC Positive x

Zc %D

15: LC_Positive_mz
XML.xset.group.retc
or.BPCs_corrected.pdf

14: LC Positive_mz

XML.xset.group.retc
or.TICs corrected.pdf
13: LC_Positive_mz
XML.xset.group.retc
or.Rplots.pdf

12: LC Positive_mz
XML.xset.group.retc
or.RData

@4 %

® 4%

[

@4 X

[OW R 3

Totat 1on Chromatograms.
[TICs_LC_Positive_maxmi

froe

Base Peak Chromatograms
BPCa_LC_Postive.mexL.

Tools -3 History fs - ui}
- o 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:
search tools o search datasets [x)
e .
o e 17: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.RData A
package to preprocess LC/MS 18 shown, 2 hig
data for relative quantification 18: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.Rplots.pdf
and statistical analysis 3.73 GB ~ % ™
Merge 19: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.variableMetadata.tsv o 20 . =SoE
xcms.xcmsSet xset in one to (M
be used by group 20: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.dataMatrix.tsv etcor.group.dataMatrix.tsy
xems.group Group peaks .
together across samples using 21: xset.log.txt @ 18: LC Positlive. @ & x
overlapping m/z bins and P .
calculation of smoothed peak You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When etcor
distributions in the job has been run the status will change from ‘running’ to ‘finished’ If completed successfully or "error’ If e
chromatographic time. 5
grapl problems were encountered. @ 18: LC_Positive_ @ # x
xcms.retcor Retention Time mzXML.xset.group.r
Correction using retcor etcor.group.Rplots.pdf
function from xcms R package
O 17:LC Positive. @ & x
xcms.flliPeaks Integrate a mzXML.xset.group.r
sample’s signal in regions etcor.group.RData
where peak groups are not
represented to create new A group Step A5: LC Positive mz @ 4 x
peaks In missing areas XML.xset.group.retc
or.BPCs corrected.pdf
xems.summary Create a
summary of XCMS analysis 14: LC Positive mz @ 4 x
XML.xset.group.retc
CAMERA.annotate CAMERA
or.TICs corrected.pdf
annotate function. Returns
annotation results (isotope 43: LC_Positive_mz
@ x
pESie\adductsasd Amixcatarouprate
fragments) and a diffreport If or,Rplots,pdf
more than one condition.
CAMERA,combinexsAnnos 42:LC Positive mz @ # X
o P - XML.xset.group.retc -
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2. xcms.fillpeaks

xcms.fillPeaks Integruje

aby utworzy¢ nowe piki
brakujacych obszarach

probek w regionach, w ktorych
grupy pikoéw nie sa reprezentowane,

sygnat

w

Integruje powierzchnie brakujacych pikéw. Dla kazdej probki nalezy zidentyfikowaé
grupy pikéw, w ktorych probka nie jest reprezentowana. Dla kazdej z tych grup zintegruj
sygnal w obszarze tej grupy pikdéw i utwérz nowy pik.

W zaleznos$ci od rodzaju surowych danych dostgpne sg 2 r6zne metody do uzupetnienie
danych GCMS/LCMS: metoda

chromatograficznej, podczas gdy "MSW" jest uzywana dla listy pikow bez informacji o RT,
takich jak z widm bezposrednich infuzji.

Pliki wejsciowe

"chrom"

Parameter : num + label

Format

1 : RData file

rdata.xcms.group

integruje

surowe

xcms.fillPeaks Integrate a sample's signal in regions where peak groups

dane

are not represented to create new peaks in missing areas (Galaxy Version 2.1.0)

xset RData file

B @& | 0O No rdata.xcms.group or rdata dataset available.

output file from another xcms function (group)

Filling method

chrom

[method] See the help section below

Get a Peak List
Yes | No

Resubmit your raw dataset or your zip file

Parametry

Metoda filling
> chrom

w domenie

& Versions v Options

»

Metoda ta wytwarza wartosci intensywno$ci dla brakujacych probek poprzez integracje
surowych danych w regionie grupy piku. W danej grupie poczatkowe i koncowe punkty RT
dla integracji sg okre$lane przez median¢ punktéw poczatkowych i1 koncowych innych
wykrytych pikéw. Poczatkowe i koncowe wartosci m/z sg podobnie okreslane. Intensywnosci
moga nadal wynosi¢ zero, co jest dos¢ nietypowa intensywnos$cia dla piku np. dane pierwotne
zostaty poddane progowaniu, a obszar integracji nie zawiera rzeczywistych intensywnosci,
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lub jesli jedna probka jest blednie skalibrowana, takie surowe punkty danych znajdujg si¢
(tuz) poza obszarem integracji.
Co wazne, jesli korekcja danych RT jest dostepna, informacje o wyréwnaniu sg
wykorzystywane do dokladniejszej integracji wlasciwego obszaru surowych danych. Jesli
poprawiony RT jest poza koncem danych pierwotnych, wartos¢ bedzie nie-numerowana
(NaN).

» MSW
"MSW" jest uzywany do list pikéw bez informacji o RT, takich jak te z widm bezposrednich
infuzji.
Zdobadz liste pikow
Jesli "true", modut generuje dwa dodatkowe pliki odpowiadajace liscie pikéw: - zmienny plik
metadanych (odpowiadajacy informacjom o wyekstrahowanych jonach, takich jak masa lub

RT) - macierz danych (odpowiadajgca powigzanym intensywno$ciom).

Miejsca dziesietne dla wartosci [masy lub czasu retencji] w zidentyfikowanych jonach.
Zidentyfikowane jony sg skonstruowane jako MxxxTyyy, gdzie "xxx" to mediana masy
jonow, a "yyy" mediana RT jonow. Dwa parametry stuza do dostosowania liczby miejsc
dziesietnych poszukiwanych w zidentyfikowanych jonach odpowiednio dla masy i RT.
Parametry te nie wplywaja na miejsca dziesietne w kolumnach innych niz zidentyfikowany
jon.

Zgloszone wartosci intensywnosci

Parametry te okreslaja, warto$ci, ktore nalezy zgtosi¢ jako intensywnos$ci w tabeli dataMatrix;
odpowiada to parametrowi "intval" xcms:

-into: zintegrowane powierzchnie surowego piku

-maxo: maksymalna intensywno$¢ surowego piku

-intb: korekcja linii podstawowej zintegrowanego obszaru piku (dostgpna tylko w przypadku,
gdy wykrywanie piku zostato wykonane przez ‘findPeaks.centWave’)

= Galaxy / 4 / Metabolomics Aanalyze pata - - - - 3228 Using 15.9 GB
Tools < 5 History o8am
> o 1 Job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:
(%) t o
SRR R R 22: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.fillPeaks.RData
xcmsSet function from xcms R Dinamied history
package to preprocess LC/MS 21
data for relative quantification 23: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group. ar tsv
and statistical analysis 3.82 GB A X ]
xcms.xcmsSet Merger Merge 24: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.fillpeaks.dataMatrix.tsv 034 - %
xcms.xcmsSet xset In one to mzXML xset.aroup.r
be used by group 25: xset.log.txt etcor.aroup. i
XCms.qgroup Group peaks X.tsv
TR e et You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When -
SVerianning /2l = the job has been run the status will change from 'running’ to ‘finished" if completed successfully or ‘error” If © 23: LC_Positive x
calculation of smoothed peak problems were encountered. mzXML.xset.group.r
distributions In etcor.group.fillpeaks.variableM
chromatographic time. etadata.tsv
xcms.retcor Retention Time © 22: LC Positive x
Correction using retcor mzXML.xset.group.r
function from xcms R package etcor.group.fillPeaks.RData
Zcmailbeaks Integrate A 20:LC Positive mz @ & x
sample’s signal In regions XML.xset.group.retc
where peak groups are not or.group.dataMatrix.tsv
represented to create new
peaks in missing areas 19: LC Positive mz @ 4 x
Xcms.summary Create a or.group.var tsv
summary of XCMS analysis
18: LC Positive mz
CAMERA.annotate CAMERA ® /1%
XML.xset.group.retc
annotate function. Returns or.group.Rplots.pdf
annotation results (isotope
[l Gtz 17:1C Positive mz @ 4 x
fragments) and a diffreport If XML.xset.group.retc
more than one condition. or.group.RData
CAMERA.combinexsAnnos S
\irannar function for th = ASiLC Positive mz ® # x| -
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Output files
xset.fillPeaks.RData: rdata.xcms.fillpeaks format

Rdata file ktoére beda uzywane w CAMERA .annotate or xcms.summary etap przeptywu

pracy.

xset.variableMetadata.tsv: tabular format. Tabela zawierajaca informacje o jonach; moze
by¢ uzyte jako jedno wejscie Quality_Metrics lub **Generic_filter* modut.
xset.dataMatrix.tsv: tabular format. Tabela zawierajaca intensywnos$¢ jondéw; moze byc
uzyte jako jedno wejscie Quality_Metrics lub **Generic_filter* modut.

The output file is a xset.fillPeaks.RData file. Mozesz kontynuowaé analize, uzywajac

narzgdzia CAMERA.annotate or xcms.summary.

MI19T53.2  M119.1656T0.88_2  119. 119, 119,

22: LC Positive mz ® ’ X MIIETS31  M1S.0S67T0.88.1  118.08674023075 118.086065712653  118.0871845798¢ ~ MI18TS3L  14370174.3396173
M118T112 M118.086271.87 118.086184011752  118.086107212736  118.086202372487 ~ MII6TIZ  2716813.17062041

M119TS3 1 M119.0805TO.86 1  110.080482441569 119.086828274351 110.089952212236  MI19TS3.1  798878.512076424
M119T2330  M119.0885738.84 1 28 119, 119, M119T2330  24954.8740942383
M119753_2 54103.2992341919

MI2ITI73  M1210027T288  121.100150399284 121.100016017078 1211002550959z  MIZUTIZ3  240164.240526719

v MI10Té6.2  MII0.45TLAL2  110.145035383832 110.144834345671 110.145230783207 ~ M110T66.2  29398.8525611569 33127.1526986311
M111T79 M111.1168T1.31 111.116790950832  111.116666786018 111.116966139657  MI11T79 154633.650364231  107591.113126188
M1117180 M111.1165T3 111.116486144107  111.116213639299  111.116624310968  M111T180 54067.0514414524  65254.58342024
23: LC Positive mz @ , x M112751 M112.052170.86 11 2 112 112 M112T51 82566.9517246094  100534.324096069
M112179 M112.1201T1.31 112.120063107016  112.119644951814  112.1202798047431  M112T79 12748.4660072896  20138.4564137684
XML.xset.group.retc Mi13T4s Mi128950T081 112, 11 12 . M 66262.9480096419  62663.7677114182
or.arou .ﬁ" aks-variable" ta M113T59 M112.999570.98 112,900451218223  112.999065601781  112.99060144g71  M113TS9 96435.8076669617  85020.2573272705
M115T48 M114,893370.81 114.893323974783  114.892556681008  114.894135034299  M115Td8 32690.9970340881  32496.0212502232
data.tsv M116T54 M116.0706T0.9 116.070621610765  116.07008624786  116.070868026302  M116T54 172089.77323927  199833.290424495
- M117TI71 M117.0697712.85 117.069716380854  117.069232623419  117.070682716424  M117T171 25315.1286311528  28091.6590161876
MI18T2331 1 M118.0862T38.85 1 118.086184577653 118.086051978500 118.086332326058  MI19T233L1 425963.804303304  338067.459169224

XML.xset.group.retc MIST2I3 2 MI1BA626T3885 2 118, o 118 MI18T2331 2 29155.2018136445  20060.6112223546
MI1IGTS32  M118.1625T0.88.2  118.162541997427 118.161930081116 118.162955469244  MI18733.2 1645565,67086 __1214220.15290176

or.group.fillPeaks.RData MUSTS2Z 1 MUSISSTOS7 1 118.187994739206 119.187269133652 118.1886044gesz7  MILOTSZL  146040357902741  115410.21893396
MUITS2.2  M118.2124T0.87.2  118.212386136854 118.211413391281 118.212000262301 ~ MI18T52.2  143442314667542 1109615631030

MIIBTS2.3  M118.2365T0.87.3  118.236519662066  118.2358711863 118.2371417d0029 ~ MIISTS2.3  1627977.36458696 7850570360249

636208.391813786

11354958.4483364
2023073.28526089

23399.8112346703
49257.9664361572
3207061.58720796

24: LC Positive mz name namecustom mz mzmin mzmax hame Ec_10HC Ec_LIHC

- (L] ® f X M103T2673  M102.9703T4d.S5  102.970311351949 102.070195579109 102.970399312385 ~ MIO3T2673  1061832.30493052  1144403.44135983

XML t t M104T52 M104.10770.86 104.106964995157  104.105982748003  104.107508430139 ~ M104TS2 116131.202463165  113145.345969103
XSet.group.retc

M107T56 M107.070670.94 107.070606586921  107.070137215825  107.071251918772  M107T56 11028.4704300842  24224.0223756465

or.group.ﬂllgaks.data“atrix.ls MI0STIZT6  M109.101T2.93 109.100995864082  109.100845900078  10.101142308016  M109T176 201788.89433418  208794.490735228

MI10TE61  MIOOP12TLI1  110.071232504779  110.071135326801 110.071413889512  MIL0T6.1  447052.480245756  509069.134419706

variableMetadata.tsv dataMatrix.tsv

Ec_12HC Ec_13HC
1020539.16801412  1121248.09306137
221247.835289123  85612.9626299884
40340.7417124155  20019.0940904541
©5350,5877358747  100622.014506292
529036.944020849  419073.389406295
36290.5541728252  27314.1463684311
162187.205989563  153509.517209983
49274,2740727852  60560.6364823781
98626.7065472707  B9809.7776453247
13853.0038125153  12664.1150847926
88327.424822492  70933.4877627869
B4614.7268862794  90950.2532185818
41719.2826053286  31671.5001469726
259939.762536967  189934,579256049
17398.6140722212  19771.6361491645
394919.658065011  266230.851963383
13709306.7272189  B8072194.34844452
2918253.74628112  1559191.99272233
25748.7617057155  14566.8909274575
1501034.72970629  818662.841329422
147278.242704987  73764.7296913757
143350.57062082  £9977.2087654114
103179.631372188  48305.8035364075
754206.196042717  451126.926595215
23575.9488765678  13338.1884562498
60770.7195596075  35086.4712632904
331021.874998269  251582.117688811

MI2ITI739  MI21.1001T28.98  121.100136272057 121.099952084354 121.100214241705 ~ MI2TI730  2425847.45517966 174789.838180487 280606.654202461 249404.370447165
MI2ITI76  M1201241T294 120124074506687 120.123181163719 1214262325796  MIZITI?6  352694554213724  130667.160363821  426307.452419805  24478.4578494873
24: LC_Positive_ mz H
e B 2 x Exported data matrix
or.group.fillpeaks.dataMatrix.ts | ., - fe | 250849.842852618 v
v A 3 c ) 3 £ G H 1 ) K L M N ° ° s -
1 mame  EcIOHC Ec1HC EI2HC Ec_I3HC Ec_4HC EcISHC Ec_16HC Ec_17HCO Ec_18HCO Ec_I9HCO EcIC  Ec_20HCO Ec_21HCO Ec_22HCO Ec 23HCO Ec 26HCO Ec2C  Ec3C  Ecd
6,929 lines 2 MI03T267 1061832 1144403 1020539 1121248 9475083 1045868 9788556 1175380 1011507 1118730 1150975 9752485 1031258 4578568 8788244 1019229 1088809 1136409 10
4 3 3 MI0ATS2 1161312 1131453 2212478 8581296 1461163 1400971 1335054 8663077 95820.4 9693266 4376673 1098155 1240912 1023622 1221754 132149.1 4705363 5972162 463
format: tabular, database: 2 4 MI07TS6 102847 2422402 4034074 2001909 26727.98 1901127 3532302 2088677 1839019 2370254 2386928 239431 2490163 1924322 1677016 2471896 2058567 286134 201
S MI09TI76 2017889 2087945 9535059 100622 1944157 1274424 1132882 1963637 3896198 217344 2376852 2188522 2720709 1510164 1331462 1148732 1487503 2180118 131
PACKAGE INFO 6 M110T66_ 4470525 509069.1 5290369 4190734 4127563 529367.8 393139.7 538527.8 5430393 5322866 6729819 460273.1 5285866 3994813 5346366 5114568 6366021 5641494 562
7 MI10T66 2939885 33127.15 3629055 2731415 2774953 3412779 2551678 3453139 3125268 3544652 45575.19 3169831 3714459 2189153 3694601 3362055 4107143 3S1SLO1 38E
parallel 3.2.5 8 MIITS 1546337 1075911 1621872 1535095 1698655 1129605 1573916 1057518 8671463 9892162 1159686 2383087 1535769 9200639 126529 1599323 1119063 996509 104
9 MI111T180 54067.05 65254.58 4927427 60560.64 5684271 79019.7 65522.75 61210.14 1108546 6725351 64479.75 63502.71 B84569.38 92845.65 83295 62958.21 6926539 5337949 573
BiocGenerics 0.16.1 10 MI12751 8256695 1005343 9862671 89809.78 99830.09 1074121 9336482 9460851 8970821 82677.17 7757535 1026122 1088324 8994134 9366731 1030616 9640549 7707809 911
Biobase 2.30.0 10 MI2IS 1274847 2013846 13863 1288412 1273165 2174713 1321556 2025981 172205 2110115 187608 2140164 1251127 1611486 1018254 1261825 1843915 1420286 19¢
12 MI3TAS 6626295 6266377 8832742 7093349 6846319 818374 8882326 5249703 678093 3450562 4915728 8603792 6200508 42987.11 69887.25 61477.21 3880376 4166285 282
Recpp 0.12.10 13 MI3TSO 9643581 8502026 8461473 9095025 8313207 8994589 §7689.7 1091692 9034409 1019185 1525006 105461 9261684 9491586 7028161 7958292 1520456 1624409 13€
mzR 2.4.1 14 MIISTS 32691 3249602 4171928 316715 3296985 4435062 4415766 2539256 1577795 117768 2632572 4800522 3382857 2831083 3433024 3139111 1895108 2190535 273
st 15 MIGTS4 1720698 1998333 2599398 1899346 1951052 2399069 2054417 1803746 1765922 2002649 1699721 2045497 1756112 1653653 2020681 2136445 2207448 1920318 16€
xcms 1.46.0 16 M117T171 25315.13 2809166 1739861 1977164 1430555 309133 17978.14 25773.44 3124505 2522215 3814471 2260485 3023547 2215506 3115507 2830849 330114 38659.66 27¢
17 M118T233 4255638 3380875 3949197 2662309 5263669 3633753 24828 2805764 2072219 288967.7 2512785 2886881 3721214 3238169 2015063 368688 2267535 305659.1 291
snow 0'4'2 18 M118TS3_ 14370174 11354958 13709307 8072194 15334177 11814324 8434178 7379334 7208947 7454897 3643826 12433611 11406345 9192595 10015179 13592387 7736001 7611006 68.
batch 1.1.4 19 MUSTIIZ 2716813 2023073 2918254 1559192 2833037 2127166 1465745 1365296 1137802 1287075 7133262 2185308 1844210 162428 1540899 2458062 9288389 1066894 982
20 M118T233 291552 2006061 25748.76 14566.89 3423407 23916.89 16635 1757842 1076296 17576.66 1528199 1925518 24177.14 1813573 1702641 21657.19 15197.02 17589.02 16¢
21 MIISTSI 1645566 1214220 1501035 $186628 1754264 1246622 8879886 739222 7119811 7451338 4358923 1356507 1263127 1115128 9328224 1522090 7823869 7512769 711
22 M118T52_ 1460404 1154102 1472782 7378473 1803943 117377.9 8429953 66606.05 6189848 73686.84 2522896 1353264 1243907 106251.7 894336 152055.6 7819384 5044341 665
23 MIISTS2_ 1434423 11092 1433506 6997721 1777283 1128877 80537 632353 5902935 69600.07 2266169 1353264 1216114 1003143 8435991 1500062 7758757 49053.08 627
ARGUMENTS INFO 24 MIISTS2_ 1627977 7850577 1031795 483058 1310626 8079753 546558 4427975 3988774 453653 2354510 1344630 8799392 7242475 5986654 1087945 7784456 3464217 43
25 M1197T53_ 7988785 6362084 7542062 4511269 8338425 660059.2 477399.7 4171044 4030711 4185958 210077.3 689006 634051.1 S580365.7 4996244 7387113 3496146 2602188 39C
xfunction fillPeaks 26 M119T233 24954.87 2339981 2357595 1333819 3324627 2615869 1576612 2548723 1904266 1893483 1362029 206114 2536951 2263432 2229485 2246274 1224995 1963098 197
Image 27 M119T53_  54103.3 4925797 6077072 3508647 66681.28 5215584 37296.66 3547382 31866.72 329666 13828.12 54807.47 4977435 4523078 39611.76 59209.22 3291416 2112131 314
28 MI21TI73 2401642 3207062 3310219 2515821 2770041 1930257 4380495 1599573 2392717 2754205 239319 2938304 2310791 308697.2 2204046 2901142 4145991 33SIS 2
/work/project/wdm/galaxydmetabi | 2s iy 2025847 1747698 2886967 294044 3378697 1667362 3713398 2691870 1659426 2600780 8368179 2822102 1992916 2884297 3226574 32ISESE 246362 2727134 30,
30 MI21TI76 3526346 130687.2 426307.5 24478.46 4185606 2932848 4130219 3992464 4298545 4343739 S663884 3ISIAI4 577339 4269303 7006871 4129042 5344306 49367.68 706
dist/database/files/000/440/datase | 5y vijores 1a00024 1165941 1581869 1557125 8423401 1133087 1264163 1983974 1156637 1532864 1293755 1999626 1177391 1481603 1160203 1221806 1134484 1343207 883
. ) | 32 mnue w73 1306027 11793 1372012 t6sa154 1663853 172487.4 1332453 1283525 ITII W6 146308 1580393 1260549 1427769 1517197 120848 1306988 131
33 M1237232 883567 81693.14 76197.37 75632.53 86450.62 99250.24 65960.49 162082.1 7612461 81249.24 1061836 1475847 82086.18 78140.29 7168206 8838097 1444826 1319786 102
34 MI23TS3 1315725 1283304 8674239 9213179 1410529 1177023 9009956 1433746 1260881 1421248 1462581 1320889 1370182 1275632 1148370 1337942 1696713 1797970 15,
o2 ? W @ || 3wtz 7St 6s3ss3 seetrse 9982932 7526771 7943889 6016552 1323879 7800179 $321317 1705030 1154399 9403513 7845368 7290128 8604516 1623042 6278246 106
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3. xcms. Podsumowanie

Xcms.summary Create a
summary of XCMS analysis

Narzedzie te udostepnia plik HTML podsumowujac analiz¢ przy uzyciu narzedzi [W4M]
XCMS i CAMERA.

xcms.summary Create a summary of XCMS analysis (Galaxy Version 1.0.3) & Versions |« Options
xset RData file

O A (b} No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group, rdata.xcms.retcor, rdata.xcms.fillpeaks, rdata.... «

output file from another function xcms (xcmsSet, group, retcor, fillpeaks etc.)

5.3. Statystyka

Analiza statystyczna jednoczynnikowa i wieloczynnikowa: PCA, PLS-DA zostanie
wykonana przy uzyciu Metaboanalyst (https://metaboanalyst.ca). Celem MetaboAnalyst jest
zapewnienie bezplatnego, przyjaznego dla uzytkownika i1 tatwo dostepnego narzedzia do
analizy danych metabolomicznych. Zostat zaprojektowany w celu rozwigzania dwoch
problemow: 1) w celu zidentyfikowania cech znaczaco rdznigcych si¢ migdzy dwoma
warunkami (wykrywanie biomarkeréw); 2) wykorzystanie danych metabolomicznych do
przewidywania badanych warunkow (klasyfikacja). Ponadto, MetaboAnalyst zapewnia
réwniez narzedzia do identyfikacji zwigzkow 1 mapowania $ciezek biochemicznych do
opisywania istotnych cech.

Przejdz do strony gléwnej 1 kliknij >>click here to start<<
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« 3 C 0 ; metaboanalyst.ca “- O mao =
o
38 MetaboAnalyst -- a comprehensive tool for metabolomics analysis and interpretation
& ‘.\\. -
=4
=
* R Command History ' ox
fi 1) Upload your data m
1. ater »jects (pasesies
Uplosd Tob delimitod text (.txt) or comena.separated values {.csv) file

Data Type: .
3
Data Fée Bamnar DataMatric cov
Tipped Fites (.2ip) :
Data Type: © NUR peaklist NS peak ist ra
Data Fibe: Bameae_ | No 50 ha seleco m

Pakr Fie: Bamex

2) Try our test data :

Data Type Description v

X3 Lab @ MO Pt wpatnd 291

Wybierz odpowiedni typ danych i format i przeslij dane. Poniewaz nie ma brakujacych
warto$ci w dostarczonych danych, nastgpny krok mozna pominaé.

Na kazdym etapie dostgpnych jest wiele opcji do analizy statystycznej. Uczniowie s3
zachgcani do wyprobowania alternatywnych drog analiz, ktére zostana zaproponowane w
ramach tego kursu.

Poniewaz materiat badawczy to osocze, nie jest wymagana zewngtrzna normalizacja.

Praca bedzie odbywac si¢ po transformacji log 1 skalowaniu Pareto.

Studenci bedg starali si¢ znalez¢ istotne zwigzki po analizie jednowymiarowej ANOVA oraz
tescie post hoc, a takze po analizie PLS-DA.

Opcje klastrowania zostang ocenione.

Wyniki zostang potaczone w arkuszu kalkulacyjnym MS Excel i uzyskana zostanie lista
Znaczacych wartosci m/z.

5.4. Komentarze

» Identyfikacja za pomocg CEU Mass Mediator, http://ceumass.eps.uspceu.es/

» Analiza szlakow biochemicznych: integracja analizy wzbogacania i analiza topologii
szlakoéw biochemicznych.

» Wizualizacja uzyskanych wynikéw poprzez modelowanie za pomoca Metaboanalyst.
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Modutl 3
Lipidomika
Elisabete Maciel®, Eliana Alves?, Pedro Domingues?, Rosario Domingues?,?

Mass Spectrometry Center, Department of Chemistry, University of Aveiro, 3810-193 Aveiro,
Portugal

1 CESAM (Centro de Estudos do Ambiente e do Mar)

2 QOPNA (Quimica Orgdnica de Produtos Naturais e Agroalimentares)

I. Wprowadzenie

Lipidomik¢ mozna zdefiniowa¢ jako wielkoskalowa analize majaca na celu ocen¢ sktadu
lipidow w probkach biologicznych. Na przestrzeni ostatnich dziesigciu lat zainteresowanie
lipidomika znaczaco wzrosto co zwigzane bylo z rozwojem technik analitycznych, zwtaszcza
spektrometrii mas, jak roéwniez poznaniem kluczowej roli lipidow w utrzymywaniu
rownowagi w komorce, a takze w rozwoju roznych standow patologicznych. Analizy
lipidomiczne mogg stanowi¢ zatem nowatorskie podej$cie pozwalajace na zidentyfikowanie
lipidowych biomarkerow choroby, jak rowniez okre§la¢ rodzaj modyfikacji szlakow
metabolicznych umozliwiajagc w ten sposOb opracowanie innowacyjnych strategii
terapeutycznych.

Pierwsza cze$¢ modutu bedzie skupiata si¢ wokot zagadnien zwigzanych z gldéwnymi
analitycznymi strategiami wykorzystywanymi w celu uzyskania profilu lipidowego probek
biologicznych. Przedstawione zostang najwazniejsze technologie stosowne w tym celu z
uwzglednieniem protokotow ekstrakcji lipidow, metod ich rozdziatu na frakcje, sposobow
wykorzystania spektrometrii mas do ich analizy, jak rowniez platform bioinformatycznych
stosowanych do obrobki otrzymywanych danych.

Druga cz¢$¢ modutu stanowi studium przypadku 1 ma na celu zaznajomienie studentéw z
analizami lipidomicznymi. Szkolenie begdzie oparte na prezentacjach/interaktywnych
wyktadach dla studentow, pokazach/warsztatach praktycznych oraz analizie konkretnego
przyktadu analizy, co pozwoli na catkowite zrealizowanie zalozonych celow i osiagnigcie
specyficznych efektow ksztalcenia.

Il. Zalozenia i efekty ksztalcenia

Zalozenia

Celem tego kursu jest przedstawienie studentom zaawansowanego i zintegrowanego
obrazu strategii analitycznych, ktére mozna wykorzysta¢ do badania lipidomu. Studenci
zdobeda teoretyczng i praktyczng wiedzg z zakresu lipidomiki w kontek$cie nauk
bioanalitycznych. Uwzglednione zostang zaréwno podstawowe jak 1 zaawansowane
zagadnienia dotyczace struktury lipidéw i ich funkcji. Szczegdlna uwaga zostanie poswigcona
aspektom zwigzanym z metodologia lipidomiczng, w tym roéznym rodzajom ekstrakcji,
frakcjonowania lipidow oraz analizy ich struktury, przede wszystkim w oparciu o metody
wykorzystujace spektrometri¢ mas. Kurs ma réwniez na celu pokazanie potencjalnych
mozliwo$ci wykorzystania zmian w lipidomie, bedacych skutkiem roéznych stanow
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patologicznych, takich jak zaburzenia w uktadzie sercowo-naczyniowym, choroby
neurodegeneracyjne, nowotwor, cukrzyca czy tez stan zapalny, w celu zidentyfikowania
biomarkeréw tych schorzen oraz opracowania nowych strategii ich leczenia.
Specyficzne efekty ksztalcenia:
Po ukonczeniu kursu studenci powinni potrafic:
1. definiowac i postugiwac¢ sie powszechnie stosowang terminologia lipidomiczna;
2. opisa¢ zasady technik najczgsciej stosowanych w lipidomice;
3. rozpozna¢ réznice wynikajace z zastosowania roznych typow analiz lipidomicznych z
uzyciem roznych spektrometréw mas;
4. analizowa¢ dane lipidomiczne;
5. wyraza¢ i uzasadnia¢ wnioski, w sposob zrozumiaty i jednoznaczny, zarowno odbiorcom
specjalistycznym, jak i osobom niebedacym specjalistami;
6. samodzielnie kontynuowaé nauke.

I11. Spis tresci

1. Wstep do lipidomiki
1.1. Podejscia analityczne stosowane w lipidomice
1.1.1. Przygotowanie probek: ekstrakcja i rozdziat lipidow
1.1.2. Identyfikacja lipidow oparta na analizach MS: koncepcje
1.1.2.1. Nietargetowe podej$cia lipidomiczne oparte na LC-MS
1.1.2.2. Targetowe podejscia lipidomiczne “Shotgun”
1.2. llosciowa analiza lipidomiczna
1.3.Przetwarzanie danych w celu identyfikacji/iloS§ciowej oceny lipidow
1.4.Cz¢s¢ praktyczna
1.4.1. Analiza lipidomiczna profilu fosfolipidéw monocytéw linit THP1
z wykorzystaniem HILIC-LC-MS
1.5. Dodatkowe odczyty zasoboéw

1. Wstep do lipidomiki

Lipidomika rozumiana jest jako prowadzona na szeroka skal¢ analiza lipidow zawartych
w probkach biologicznych. Ma ona na celu doktadng charakterystyke lipidow, jako grupy
zwigzkow, ich biologicznej roli w powigzaniu z ekspresja bialek zaangazowanych w
regulacje genow, oraz funkcje i metabolizm lipidow (inhttp://lipidlibrary.aocs.org/Analysis/
content.cfm?ltemNumber=39284, April 2018).

Lipidy stanowig ogromnag grupe naturalnych zwigzkéw wystgpujacych w roslinach,
organizmach zwierzat oraz mikroorganizmach, Ktére z uwagi na roznice strukturalne
podzielono na klasy. Réznorodno$¢ zwigzkéw lipidowych, ktore ta grupa obejmuje znacznie
wzrasta po uwzglednieniu strukturalnych modyfikacji lipidow bedacych wynikiem ich
utleniania badz glikacji. Scharakteryzowanie catego lipidomu stanowi ogromne wyzwanie,
nie tylko ze wzgledu na strukturalng roznorodnos$¢ lipidow, lecz rOwniez z uwagi na ogromna
liczbe zwiazkdow, wystepujacych na bardzo niskich st¢zeniach, co z kolei determinuje
potrzebe zastosowanie odpowiednio wysokoczutych technik analitycznych.
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Lipidom obejmuje obszerna grup¢ zwiazkdéw roznigcych si¢ zarowno pod wzgledem
struktury jak réwniez petnionych funkcji. Lipidy petnig role elementow strukturalnych blony
komorkowej, gdzie petnia wazng funkcje modulatoréw aktywnos$ci biatek, jak rowniez
rozpoznawalnych i sygnatowych czasteczek. Dzigki temu lipidy biorg udzial w regulowaniu
waznych proceséw takich jak proliferacja komorek, apoptoza, metabolizm czy migracja.

Biosynteza 1 metabolizm lipidéw sa regulowane przez grupe enzymoéw umozliwiajacych
zachowanie strukturalnej réznorodnosci lipidow nalezacych do réznych klas. Biosynteza
lipidow zachodzi przede wszystkim w retikulum endoplazmatycznym oraz mitochondriach,
skad moga by¢ one przenoszone do innych bton oraz organelli w celu zapewnienia
réznorodnosci lipidow 1 ich obecnosci w specyficznych miejscach komoérki. W zwigzku z tym
zaburzenia w profilu lipidow komorki sg czesto zwigzane z rozwojem wielu choréb.  Tak
wiec lipidomika, jako nowe narzgdzie posiadajace ogromny potencjat w okreslaniu zmian w
lipidomie, pozwala zrozumie¢ patologiczne procesy w przebiegu choroby oraz umozliwia
identyfikacj¢ nowych biomarkeréw diagnostycznych i pozwala na opracowanie nowych
strategii leczenia.

Okreslenie profilu lipidowego probki biologicznej wymaga zastosowania Sszeregu
procedur przygotowania probek oraz technik analitycznych, ktére musza by¢ wczedniej
ustalone zaleznie od informacji jakie nalezy uzyska¢ jako wynik koncowy. Z reguty
procedurg przygotowania probek do analizy lipidomicznej rozpoczyna ekstrakcja catkowitej
zawarto$ci lipidow, ktore w kolejnym etapie rozdzielane sg na frakcje, nastgpnie analizowane
przy wykorzystaniu spektrometrii mas, a uzyskane dane sa odpowiednio przetwarzane
(Rycina 3.1).
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Rycina 3.1. Podstawowe etapy procedury przygotowania probek do analizy lipidomiczne;.

Pierwszy etap przygotowania probek do analizy lipidomicznej polega na
wyekstrahowaniu  wszystkich  lipidow zawartych w materiale. Ekstrakcj¢ mozna
przeprowadzi¢ z réznych rodzajow materiatu biologicznego takich jak lizat komorek, tkanka
czy plyny ustrojowe. Ekstrakcja powinna zapewnia¢ odzysk wigkszosci lipidow lub grup
zwiagzkow lipidowych, ktorych dotyczy analiza. Z uwagi na to, ze ekstrakt lipidowy zawiera
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ogromng liczbe roznych zwigzkow, zalecane jest w niektorych specyficznych przypadkach
zastosowanie frakcjonowania umozlwiajacego wydzielenie poszczegdlnych frakcji zwigzkow.
Frakcjonowanie przeprowadza si¢ uzywajac roznych metod separacyjnych takich jak
cienkowarstwowa chromatografia cieczowa, wysokosprawna chromatografia cieczowa czy
tez przy zastosowaniu procedury wykorzystujacej ekstrakcje do fazy stalej. Identyfikacja
poszczegbdlnych zwigzkow zawartych w danej klasie lipidow lub calym ekstrakcie moze by¢
przeprowadzona przy uzyciu takich technik jak spektrometria mas. Z kolei kwasy ttuszczowe
zestryfikowane w obrebie struktury danego lipidu mogg by¢ zidentyfikowane przy uzyciu
potaczenia chromatografii gazowej ze spektrometrig mas, po przeprowadzeniu hydrolizy tych
kwasow oraz procedury otrzymywania ich lotnych pochodnych. Dzigki rozwojowi
spektrometrii mas uzyskano znaczny postgp jesli chodzi o identyfikacje oraz charakterystyke
zwigzkow lipidowych, zwtaszcza pod wzgledem czulosci i szybkos$ci analiz. Poczawszy od
lat dziewig¢édziesigtych dzigki wprowadzeniu nowego typu jonizacji zwigzkow typu
elektrosprej mozliwe bylo polaczenie techniki spektrometrii mas z wysokoci§nieniowg
chromatografia cieczcowag (HPLC-MS), co stanowilo ogromny postep w dziedzinie
analizowania probek o ztozonej matrycy.

W ostatnich dziesigcioleciach dzigki komercjalizacji wysokorozdzielczych spektrometrow
mas typu Q-TOF czy Orbitrap, pojawita si¢ mozliwos¢ zbierania danych przy wykorzystaniu
wysokiej czuto$ci. Zastosowanie techniki LC-MS umozliwia w krotkim czasie identyfikacje i
iloSciowa ocene¢ tysigca zwiazkow lipidowych, co jest bardzo korzystne zwlaszcza w
przypadku analizy lipidow zawartych w probkach biologicznych. Uzyskanie informacji ze
zgromadzonej ogromnej ilosci danych uzyskanych z wielkoskalowych analiz lipidomicznych
wymaga zastosowania odpowiedniej procedury obrobki i analizy tych danych.

W zaleznos$ci od gtownego celu prowadzonych badan moze by¢ zastosowana odmienna
strategia badan oparta o targetowe badz nietargetowe analizy. Lipidomika nietargetowa ma
na celu zidentyfikowanie i ilosciowa ocen¢ mozliwie jak najwigkszej ilosci zwigzkow
lipidowych uzyskujac w ten sposob specyficzng sygnature skiadu lipidowego okreslonej
matrycy w postaci tkanki, lizatu komorkowego, organelli badz ptynu ustrojowego. Strategia
ta moze by¢ rowniez stosowana w celu poszukiwania biomarkerow chordb poprzez
poréwnanie danych lipidomicznych uzyskanych dla osob zdrowych jak i cierpigcych na dana
jednostke chorobowa. Lipidomika nietargetowa wykorzystuje platform¢ LC-MS do analizy
ekstraktow zawierajacych wszystkie lipidy w jednym przebiegu generujac w ten sposob
ogromng ilo§¢ danych wymagajacych przeprowadzenia analizy bioinformatycznej jak
réwniez dalszej walidacji. Informacje pozyskane z nietargetowych analiz moga byc¢
wykorzystane w celu zaplanowania i przeprowadzenia odpowiednich celowanych analiz
lipidomicznych. Lipidomika targetowa przeprowadzana jest w celu identyfikacji panelu
specyficznych zwigzkow lipidowych. Strategia ta moze by¢ wykorzystana do okreslania
specyficznych zmian w obrebie danej klasy lipidow. Realizujac to zalozenie stosowane sg
analizy typu “shotgun” w trybie “precursor ion scan” (PIS) lub neutral loss scan (NLS).
Analiza ilo$ciowa specyficznych zwiazkow lipidowych przeprowadzana jest w trybie MRM
przy zastosowaniu spektrometru mas typu potrdjnego kwadrupola.
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1.1. Podejscia analityczne stosowane w lipidomice

1.1.1. Przygotowanie probek: ekstrakcja i rozdzial lipidow
Procedurg¢ przygotowania probek do analizy lipidomicznej rozpoczyna ekstrakcja

catkowitej zawartosci lipidow przy uzyciu rozpuszczalnikow organicznych z matrycy
biologicznej takiej jak ptyny ustrojowe, komorki, tkanki Iub inne (Rycina 3.2).

Biological samples
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Rycina 3.2. Przygotowanie probek do analizy lipidomicznej: ekstrakcja lipidow i ich
frakcjonowanie

Powszechnie stosuje si¢ kilka metod ekstrakcji opartych o rozpuszczalniki organiczne
réznigce si¢ polarno$cia w zaleznosci od rodzaju materiatu biologicznego stanowigcego
probke poddawang ekstrakcji. Jesli celem ekstrakcji jest uzyskanie ekstraktow zawierajacych
konkretng klas¢ zwigzkow lipidowych, proporcje zawartosci rozpuszczalnikéw organicznych
w uzytych mieszaninach ekstrakcyjnych moga si¢ rézni¢ zmieniajac w ten sposob ich
polarnos¢.

Najbardziej rozpowszechnionymi metodami ekstrakcji lipidow sg: metoda Folcha
(wykorzystujaca mieszaning chloroform : metanol, 2 : 1, w stosunku objetosciowym) oraz
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metoda Bligh-Dyera (wykorzystujaca mieszaning chloroform : methanol, 1 : 2, w stosunku
objetosciowym). Pierwsza z nich jest czesciej stosowana w celu ekstrakcji lipidow z ptynow
ustrojowych (osocze, surowica krwi oraz mocz), podczas gdy druga jest wykorzystywana
przede wszystkim do ekstrakcji lipidow z tkanek oraz lizatu komoérkowego. Wprowadzono
takze kilka innych metod ekstrakcji w celu zaprzestania stosowania rozpuszczalnikow
chlorowanych takich jak chloroform. Tak jest w przypadku ostatnio zaproponowanej metody
ekstrakcji opartej o mieszaning eter metylo-tert-butylowy (MTBE)/metanol/woda (w stosunku
objetosciowym 10:3:2.5). Dodatkowg zaletg takiej ekstrakcji jest to, ze faza organiczna,
odpowiedzialna za odzysk lipidow z probki, stanowi gorng faze mieszaniny co znacznie
ulatwia jej zebranie i oddzielenie od fazy wodnej. Dzicki tej wlasciwosci ekstrakty sg
czystsze, uzyskuje si¢ je Szybciej, a co istotne Stanowig niemal gotowag probke do
profilowania lipidéw metoda shotgun, ktéora wykorzystuje mieszaning eter metylo-tert-
butylowy (MTBE)/metanol (w stosunku obje¢tosciowym 1:1). Natomiast w celu otrzymania
ekstraktow bogatych w neutralne lipidy takie jak triglicerydy (TG), z jest wskazane
astosowanie mniej polarnych rozpuszczalnikow takich jak heksan.

Ekstrakcja do fazy statej SPE (solid phase extraction) jest kolejna technika
wykorzystywang do izolacji frakcji fosfolipidow (PL) z osocza. Procedura tego typu
ekstrakcji polega na straceniu biatek poprzez dodanie do osocza acetonitrylu z dodatkiem 1%
kwasu mrowkowego, odwirowaniu, zebraniu gornej warstwy, przeniesieniu jej na jonowe
wypehienie kolumienki hybrid SPE-PL cartridge (Thermo Scientific) i wymyciu PL
mieszaning acetonitryl/amoniak (roztwor 5%). Catkowity ekstrakt zawierajacy wszystkie
zwigzki lipidowe moze by¢ bezposrednio analizowany przy uzyciu nowoczesnych metod
lipidomicznych: targetowych jak i nietargetowych wykorzystujacych spektrometri¢ mass lub
moze by¢ poddany frakcjonowaniu, a uzyskane frakcje zawierajace specyficzne klasy
zwigzkOw s3 nastgpnie analizowane przy wykorzystaniu odpowiednich  metod
lipidomicznych. Do frakcjonowania catkowitego ekstraktu lipidow wykorzystywana jest SPE
lub cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (TLC). W przypadku SPE w celu
wyizolowania cholesteroli, TG i PL wykorzystywane sg kolumienki z wypeklnieniem
aminopropylowym, natomiast zastosowanie kolumienek zawierajacych krzemionke zalecane
jest do rozdzielenia lipidow neutralnych (wolnych kwaséw thuszczowych, cholesteroli i TG)
oraz frakcji PL.

Rozdziat lipidéw na klasy mozna rowniez uzyskaé stosujagc TLC. W badaniach
lipidomicznych stosowana jest zarowno jednowymiarowa jak i dwuwymiarowa TLC. Wybor
uktadu rozpuszczalnikow stosowanych w TLC zalezy do tego ktore klasy lipidow beda
poddawane rozdziatowi. Dotyczy to zwlaszcza rozdziatu fosfolipidow na klasy. Zazwyczaj
klasy PL rozdzielane sg przy uzyciu jednokierunkowej TLC 1 zastosowaniu fazy ruchomej w
postaci mieszaniny chloroform/etanol/woda/trietylamina (w stosunku objetosciowym
35:30:7:35). Po rozwinigciu, wizualizacja ptytki w $wietle UV, dokonywana jest po jej
wczesniejszym spryskaniu acetonowym roztworem primuliny. Identyfikacja poszczegdlnych
klas PL dokonywana jest na podstawie poréwnania ich wspotczynnikow retencji (retention
factors Ry) ze wspotczynnikami dla standardow nanoszonych na tg sama ptytke TLC przed jej
rozwinigciem. W kazdej zdrapanej z ptytki frakcji PL oznaczana jest zawarto$¢ fosforu, na
podstawie ktorej dokonywana jest iloSciowa ocena danej klasy PL wzgledem catkowitej
zawartosci wszystkich PL zawartych w analizowanym ekstrakcie. Ponadto fosfolipidy
zawarte w zdrapanej z ptytki TLC krzemionce moga by¢ wyekstrahowane ponownie przy
uzyciu odpowiedniego rozpuszczalnika organicznego i poddane dalszej analizie. Do
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rozdzielania lipidow uzywana jest takze dwuwymiarowa TLC, a dobor rozpuszczalnikow
stosowanych do separacji, podobnie jak w jednowymiarowej TLC, jest determinowany
charakterem rozdzielanych klas zwigzkoéw. Pomimo tego, ze rozdziat lipidow przy uzyciu 2-D
TLC ulega znacznej poprawie, technika ta ma wad¢ w poréwnaniu z jednowymiarowg TLC, z
uwagi na brak mozliwosci stosowania standardow poniewaz tylko jedna probka jest
nanoszona na pojedynczg ptytke. Ponadto rozdziat z uzyciem 2-D TLC jest bardziej
czasochtonny.

Otrzymane metodg SPE lub TLC ekstrakty zawierajace poszczegolne frakcje zwigzkoéw
lipidowych sg nastgpnie analizowane przy zastosowaniu targetowych badz nietargetowych
podejs¢ lipidomicznych. W praktyce najczeséciej stosowane sg dwa podejscia wykorzystujace
do analizy ekstraktow/frakcji lipidowych spektrometri¢ mas: bezposrednie wstrzyknigcie
(direct infusion) ekstraktu przy uzyciu metody shotgun oraz podej$cie wykorzystujace
platform¢ LC-MS. Oba podejécia analityczne opracowano dla spektrometrow mas
wyposazonych w zrodto jonizacji typu ESI. Pomimo r6znych wariantow w chwili obecnej
najbardziej rozpowszechnionym podej$ciem lipidomicznym jest analiza catych ekstraktow
lipidowych przy uzyciu LC-MS . Oba wspomniane podejscia wymagaja umiej¢tnosci obstugi
aparatury MS, oraz analizy i interpretacji uzyskiwanych danych w celu identyfikacji
poszczegolnych klas zwigzkoéw lipidowych.

1.1.2. Identyfikacja lipidow oparta na analizach MS: koncepcje

Analiza lipidow z uzyciem spektrometrii mas wymaga informacji uzyskanych na
podstawie interpretacji widm MS i MS/MS. Calkowite ekstrakty lipidowe wyizolowane z
komorek badz tkanek zawierajg przede wszystkim fosfolipidy. Dlatego biorgc pod uwage ten
fakt widma masowe moga by¢ rejestrowane zaroOwno w negatywnym jak i pozytywnym trybie
jonizacji, w zaleznosci od specyficznej budowy strukturalnej fosfolipidow nalezacych do
poszczegdlnych klas. W przypadku fosfolipidow nalezacych do: fosfatydylocholin (PC),
fosfatydyloetanoloamin (PE) i sfingomielin (SM) identyfikacja opiera si¢ o0 widma masowe
rejestrowane w trybie pozytywnej jonizacji, na ktorych glowny sygnal reprezentuje
protonowany jon molekularny tych fosfolipidow [M+H]", badz jon adduktu sodowego
[M+Na]*, ktorego intensywno$¢ jest znacznie mniejsza. Fosfatydyloinozytole (PI),
fosfatydyloseryny (PS), fosfatydyloglicerole (PG) oraz kardiolipiny (CL) sg analizowane
preferencyjnie w trybie negatywnej jonizacji dajgc na widmie masowym deprotonowane jony
[M-H]. PE mogg by¢ rowniez analizowane w trybie jonizacji negatywnej tworzac
deprotonowany jon [M-H]. W przypadku CL ma réwniez miejsce tworzenie jonow
dwuujemnych ([M-2H]*). W przypadku analiz LC-MS w trybie negatywnym, przy
zastosowaniu eluentow zawierajacych dodatek soli octanu amonu badZz mréwczanu amonu,
PC i SM tworza odpowiednie addukty obserwowane na widmie masowym jako jony,
[M+CH3COO]J i [M+COO] (Tabela 1).
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Tabela 1. Rodzaje jonéw oraz adduktow uzyskiwanych w wyniku jonizacji polarnych

lipidow w zrodle ESI.
Tworzone jony
NEEF Pozytywny tryb jonizacji Negatywny tryb jonizacji

PC [M+H]*,[M+Na]*, [ M+Ac-H]-

PE [M+H]",[M+Na]* [M-H]-

PG [M+NH.]*, [M+Na]+ [M-H]-

Pl [M+NH4]* [M-H]-

PS [M+H]* [M-H]-

CL [M-HT, [M-2H]*

Wytluszczono glowne jony na widmie  ESI-MS. PC (fosfatydylocholiny), PE
(fosfatydyloetanoloamin), PG (fosfatydyloglicerole), Pl (fosfatydyloinozytole), PS
(fosfatydyloseryny), CL (kardiolipiny). PIS- Precursor ion scan, NLS- Neutral loss scan.

PI mogg takze tworzy¢ jony [M+NH4]". Prawidtowa identyfikacja odpowiedniego typu
jonow obserwowanych na widmie masowym pozwala na obliczenie masy molekularnej
fosfolipidow, ktorym one odpowiadaja. W chwili obecnej dzigki zastosowaniu spektrometru
mas typu orbitrap, pozwalajacego na uzyskiwanie widm masowych o duzej rozdzielczosci od
70 000 do 500 000 mozliwe jest uzyskanie informacji na temat dokladnej warto$ci masy
zwigzku z doktadnoscia ponizej 2 ppm.

Do ostatecznego potwierdzenia tozsamosci poszczegdlnych zwigzkéw niezbedne sg
widma uzyskiwane przy uzyciu tandemowej spektrometrii mas (widma MS/MS). Na
widmach MS/MS obecne sg charakterystyczne jony odpowiadajace ,,polarnym glowom”
poszczegdlnych fosfolipidéw, co umozliwia ich przypisanie do odpowiedniej klasy.
Natomiast utrata czgsteczki kwasu ttuszczowego w trybie neutral loss i jonizacji pozytywnej
w postaci ketenu lub wolnego kwasu oraz utworzenie anionu reszty kwasowej RCOO™ w
trybie jonizacji negatywnej pozwala zidentyfikowaé zestryfikowane kwasy tluszczowe w
obrebie struktury poszczegolnych fosfolipidow (Rycina 3.3 1 3.4).
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Rycina 3.3. Widmo MS/MS, protnowanego jonu [M+H] * fosfolipidu nalezacego do PC, jon
fragmentaryczny o m/z 184 jest charakterystyczny dla PC.
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Rycina 3.4. Widmo MS/MS fosfolipidu nalezacego do PE w trybie jonizacji negatywnej (a)
zawierajace sygnaly pochodzace od jonow RCOO™ pozwalajace zidentyfikowaé
kwasy tluszczowe obecne w czasteczce PE, 1 pozytywnej (b) ilustrujace
mechanizm utraty neutralnej czasteczki 0 masie 141 Da, charakterystycznej dla

klasy PE,

co w przedstawionym przypadku

intensywnego jonu fragmentarycznego o m/z 577.5.

skutkuje wytworzeniem

Glowne typy jonow, charakterystycznych dla poszczegdlnych klas PL, charakteryzujace
si¢ utratg neutralnej czasteczki NLS oraz pozwalajace zidentyfikowaé kwasy tluszczowe

zebrane zostaly w tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyczne jony fragmentaryczne obserwowane dla fosfolipidow na

widmach MS/MS.

Klasa fosfolipidow

Fosfatydylocholiny (PC)
Fosfatydyloetanoloaminy (PE)
Fosfatydyloseryny (PS)
Fosfatydyloglicerole (PG)
Fosfatydyloinosytole (PI)
Kardiolipiny (CL)
Sfingomieliny (SM)

Wylfrywane
jony
[M+H]*
[M+H]* [M-H]
[M+H]" [M-H]
[M-HJ
[M-HJ

[M-H] [M-2H]*

[M+H]*

Tryb pozytywny  Tryb negatywny

PIS m/z 184
NLS 141 Da
NLS 185 Da

PIS m/z 184

NLS 87 Da
NLS 74 Da
PIS m/z 241
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1.1.2.1. Nietargetowe podej$cia lipidomiczne oparte na LC-MS

Lipidomika nietargetowa wykorzystuje polacznie LC-MS, ktorego ogromng zaletg jest

mozliwo$¢ rozdziatu i identyfikacji zwigzkéw zawartych w ztozonym ekstrakcie lipidowym.
Jest to bardzo istotne z uwagi na strukturalng r6znorodnos¢ polarnych lipidow. Okreslanie
zwiazkow nalezacych do danej klasy lipidow przy zastosowaniu potgczenia spektrometrii mas
oraz chromatografii cieczowej, daje mozliwo$¢ wyizolowania i zatezenia réznych grup
zwiagzkow zaleznie od ich wiasciwosci fizykochemicznych. Stosowanie r6znych platform LC-
MS polepsza rozdzielczos¢ 1 czutos$¢ analiz lipidomicznych.
Identyfikacja zwigzkow lipidowych przy zastosowaniu platform LC-MS przeprowadzana jest
na podstawie czasu retencji (RT) oraz interpretacji widm MS i MS/MS (Rycina 3.5). Rozdziat
chromatograficzny prowadzony jest zarowno w odwréconym uktadzie faz (RP), normalnym
(NP) lub przy wykorzystaniu chromatografii oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Czas
retencji zalezy od warunkow analizy miedzy innymi rodzaju kolumny LC, predkosci
przeptywu, czy rodzaju eluentéw. Pojemno$¢ oraz selektywno$¢ kolumny sg zréznicowane i
zalezag w duzej mierze od producenta, podczas gdy sprawnos¢ i rozdzielczo$¢ w pewnym
stopniu mozna modyfikowa¢ zmieniajac parametry elucji.
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Rycina 3.5. Dane LC-MS uzyskane w wyniku analizy ekstraktu lipidow z wykorzystaniem
platformy HILIC-MS. Przyktad chromatogramu dla wszystkich jonow (TIC),
oraz widmo MS dla PC ilustrujgce protonowane jony [M+H]* zwigzkdéw
nalezgcych do tej klasy. Widmo MS/MS jednego wyselekcjonowanego z widma
MS jonu prekursora przedstawia jony fragmentaryczne, na podstawie ktorych
ustlana jest struktura zwigzku.

W lipidomice najczesciej stosowane sg kolumny NP lub HILIC umozliwiajace
rozdzielenie wszystkich klas zwigzkow lipidowych w trakcie pojedynczej analizy. Analizy
tego typu wykorzystywane sag w celu znalezienia biomarkerow danej choroby, jak réwniez
wykrycia zaburzen szlakow metabolicznych, wystepujacych w jej przebiegu. Lipidy
wymywane s3 z tego typu kolumn w zaleznosci od ich charakteru hydrofilowego, ktory
warunkuja wlasciwosci ugrupowania polarnego ich czasteczek tzw. ,,glowy hydrofilowej”. Z
kolei rozdziat lipidow na kolumnach C18 w odwroconym uktadzie faz determinowany jest ich

wlasciwosciami hydrofobowymi, warunkowanymi przede wszystkim iloscig atomow wegla i
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stopnia nasycenia w lancuchach acylowych kwasow tluszczowych. Dlatego lipidy
zawierajace dtugotancuchowe i nasycone kwasy thuszczowe wymywaja si¢ z kolumny pdznie;j
niz lipidy zawierajace wielonienasycone kwasy thuszczowe o krotszych tancuchach
acylowych. Podejscia lipidomiczne wykorzystujace kolumny C18 zazwyczaj dotycza analiz
konkretnej klasy lipidow po wczesniejszym jej wyizolowaniu z ekstraktu, lub typowych
analizach targetowych.

Podejscia nietargetowe umozliwiajg identyfikacje oraz ilosciowg analiz¢ ogromne;j liczby
zwigzkoéw lipidowych jednocze$nie. Dlatego identyfikacja kilkuset zwigzkow oraz ich
ilosciowa ocena stanowi duze wyzwanie, lecz w celu analizy, procesowania, organizacji jak
rowniez wizualizacji danych z analiz nietargetowych wciaz opracowywane sg nowe narzgdzia
bioinformatyczne.

1.1.2.2. Targetowe podejscia lipidomiczne “Shotgun”

Wspomniane juz wczesniej analizy targetowe wykorzystuja wiedz¢ na temat
charakterystycznego sposobu fragmentacji lipidow nalezacych do konkretnej klasy w celu
zdefiniowania parametréw monitorowanych w trybie skanowania jonow prekursora (PIS) lub
utraty czasteczki obojetnej (NLS). Przyktadowo monitorowanie jonow prekursora o m/z 184
wykorzystywane jest przy identyfikacji lipidow nalezacych do PC, natomiast monitorowanie
utraty masy zwigzku o odpowiadajacej 141 Da jest powszechnie stosowane w analizach
lipidomicznych typu ,shotgun”. Selektywno$¢ tego typu podejScia analitycznego jest
podstawowa jego zaleta, gdyz aby ja uzyska¢ wykorzystywana jest specyfika sposobu
fragmentacji zwigzkéw nalezacych do konkretnej klasy fosfolipidow, posiadajacych
charakterystyczne polarne ugrupowanie (Tabela 1). Analizy tego typu moga by¢
przeprowadzane bezposrednio podajac roztwor probki na Zrédlo jonizacji spektrometru mas
typu ESI-QQqQ lub Q-trap lub przy wykorzystaniu systemu LC-MS. Podejscie polegajace na
monitorowaniu wybranych par jonow (MRM) zazwyczaj realizowane jest przy zastosowaniu
spektrometréw mas typu potrojnego kwadrupola i1 stanowi z kolei typ analizy targetowej,
polegajacej na screeningu specyficznych par jon macierzysty/jon potomny. Ten tryb
tandemowej spektrometrii mas ma swoje podstawowe zastosowanie do analizy ilo§ciowej
konkretnych zwigzkéw, w oparciu o odpowiednie krzywe kalibracyjne.

Najwazniejsza zaletg lipidomiki ,,shotgun™ jest fakt, ze rozdziat chromatograficzny nie
jest wymagany, aby uzyska¢ widmo masowe dla wszystkich zwigzkow lipidowych
nalezacych do tej samej klasy. Dodatkowa zaletg tego podejscia jest szybko$¢, pozwalajaca
na analizg kilkuset probek w krotkim czasie. Z kolei podstawowa wadg jest dramatycznie
niska czuto$¢ spowodowana zjawiskiem supresji jonow w zrddle. Dodatkowo okreslenie
parametrow do analizy typu NLS lub PIS dla niektorych zwigzkéw moze nie by¢ mozliwe,
lub parametry takie moga nie by¢ wystarczajgco specyficzne dla tylko jednej grupy zwigzkow
(np. monitorowanie m/z 184 wykorzystywane jest zardéwno przy identyfikacji PC jak i SM,
Tabela 2).
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1.2. Tlo$ciowa analiza lipidomiczna

W lipidomice analiz¢ ilo$ciowg mozna przeprowadzi¢ na réznym poziomie metodg
relatywna jak 1 absolutng. Relatywna analiza iloSciowa (relative quantification) fosfolipidow
dokonywana jest po wczesniejszym ich rozdzieleniu na klasy z uzyciem TLC, identyfikacji
poszczegolnych klas przy uzyciu odpowiednich standardéw PL i ilo$ciowym o0znaczeniu
fosforu w poszczegdélnych plamkach ujawnionych na ptytce odpowiadajacych konkretnym
klasom.

Na poziomie molekularnym analiz¢ iloSciowa metodg relatywng jak i absolutng mozna
przeprowadzi¢ stosujac podejscie wykorzystujace potaczenie LC-MS, jak rowniez podejscie
typu “sgotgun”. Metoda relatywna ma na celu ocen¢ profilu danej klasy zwigzkow, jak
roOwniez znalezienie roznic tego profilu w wyniku poréwnania odpowiednich grup badanych.
W tym celu po zidentyfikowaniu poszczegélnych lipidow, nalezacych do danej klasy,
konieczne jest obliczenie powierzchni pod pikiem chromatograficznym odpowiadajacym
kazdemu z nich. Nastepnie obliczone pole powierzchni normalizowane jest do sumy pol
powierzchni pikow wszystkich zwigzkow zidentyfikowanych w danej klasie, uzyskujac w ten
sposob relatywng zawarto$¢ konkretnego fosfolipidu. Stosuje si¢ takze dodatek odpowiedniej
ilosci standardu wewnetrzny do kazdej z probek (liaztu komoérek, homogenatu tkanki czy
ptynu ustrojoweg) przed dokonaniem ekstrakcji lipidow, badz do ekstraktu lipidow
bezposrednio przed analiza LC-MS. W takim przypadku normalizacji powierzchni pikéw
poszczegolnych fosfolipidow dokonuje si¢ w oparciu o powierzchni¢ piku standardu
wewnetrznego. Oba opisane sposoby pozwalaja na okreslenie tzw. relatywnej zawarto$ci
fosfolipidu w obr¢bie danej klasy.

W celu przeprowadzenia analizy ilosciowej z uzyciem LC-MS konkretnego lipidu
metoda absolutng, przeprowadza si¢ analizy z uzyciem spektrometru mas typu potrdjnego
kwadrupola w trybie MRM. Do przeprowadzenia obliczen konieczne jest wygenerowanie
krzywej kalibracyjnej dla zwigzku, ktorego zawartos¢ w probce jest okreslana.

Wada zaréwno ilosciowych jak i jakosciowych analiz wykorzystujacych chromatografig
w uktadzie NP lub HILIC jest brak mozliwosci rozrdznienia fosfolipidow nalezacych do tej
samej klasy posiadajagcych te samg mase molekularng. Przyktadowo, fosfolipid
zidentyfikowany jako PC(36:4), moze zawiera¢ rozne reszty kwasow ttuszczowych w obrebie
swej struktury dajac kilka opcji PC(16:0/20:4), PC(18:1/ 18:1), lub PC(18:0/ 18:2). W tym
przypadku powinna by¢ zastosowana alternatywna metoda uwzgledniajaca etap wstepnego
oczyszczania probki jak rowniez rozdziatu z uzyciem kolumny C18.

Literatura:

X. Han, K. Yang, RW. Gross. Multi-dimensional mass spectrometry-based shotgun
lipidomics and novel strategies for lipidomic analyses. Mass Spectrom. Rev., 2012, 31:134-
78.

1.3. Przetwarzanie danych w celu identyfikacji/ilo§ciowej oceny lipidéw

W wyniku przeprowadzenia wielkoskalowych analiz lipidomicznych z uzyciem LC-MS
generowana jest ogromna ilo$¢ danych, ktérych analiza wymaga wykorzystania odpowiednio
wyspecjalizowanych narzedzi bioinformatycznych.  Lipidomika wymaga takze uzycia
obszernych baz danych w celu dokonania identyfikacji. Z uwagi na to, ze nie istnieja
uniwersalne narzgdzia bioinformatyczne pozwalajace na przeprowadzenie zautomatyzowanej
procedury obrobki danych LC-MS, ich interpretacja stanowi nadal duze wyzwanie.
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Pierwszy etap analizy danych lipidomicznych powinna stanowi¢ identyfikacja
zwigzkéw w oparciu o RT oraz interpretacj¢ widma MS w celu znalezienia warto$ci m/z jonu
molekularnego, a nastepnie interpretacje widm MSMS dla tego jonu (Rycina 3.6).
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Rycina 3.6. Chromatogram LC uzyskany z analizy lipidomicznej catkowitego ekstraktu
lipidow keratynocytow. Na rycinie wyr6zniono kolorami piki odpowiadajace
klasie fosfolipidow PE i PC oraz ich widma MS. Poprzez wyselekcjonowanie
odpowiedniego sygnatu na widmie MS istnieje mozliwos¢ wygenerowania
chromatogramu  (reconstructed ion chromatogram RIC) dla zwigzku,
reprezentowanego przez dany sygnal. Powierzchnia pod kazdym z pikow moze
postuzy¢ za podstawowy parametr do analizy ilo$ciowe;j.

Identyfikacja lipidow przeprowadzana jest zazwyczaj ,,recznie” w oparciu o wnikliwg
analize¢ danych, dokladng warto§¢ masy oraz bazy danych zawierajagce widma masowe
sfragmentowanych zwigzkoéw. Obecnie nie istniejg uniwersalne bazy widm fragmentacyjnych
zwigzkow lipidowych pozwalajace odpowiednio je sklasyfikowa¢ oraz zidentyfikowac,
aczkolwiek dostgpnych jest kilka baz stanowigcych pewne wsparcie takie jak: LipidBank
(http://lipidbank.jp/), LIPIDAT (http://lipidata.in/) and LIPID MAPS
(http://www.lipidmaps.org/). Rowniez prawie kazdy producent spektrometrow mas opracowat
swoje autorskie oprogramowanie do obrobki danych uzyskiwanych z analiz lipidomicznych.
Opracowane pakiety programéw umozliwiajg obrobke danych lipidomicznych uzyskiwanych
przy zastosowaniu specyficznego trybu zbierania, danych jak réwniez konkretnej aplikacji.
W chwili obecnej komercyjnie dostepne sa oprogramowania: LipidView™ (zaproponowane
przez firme¢ Sciex), dedykowane dla analiz w trybie monitorowania jonow prekursora jak
rowniez w trybie utraty czasteczki neutralnej, LipidSearch™ (firmy Thermo Scientific)
dedykowane do obrdbki danych lipidomicznych LC/MS, w oparciu widma masowe wysokiej
rozdzielczosci otrzymywane przy zastosowaniu spektrometréw mas typu Orbitrap ™.
Dostepne sg rowniez bezptatne narzedzia informatyczne oraz biblioteki widm masowych
analiz lipidomicznych.

Do najpopularniejszych zaliczany jest
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e LipidXplorer (https://wiki.mpi-cbg.de/wiki/lipidx/index.php/Main_Page.),
e Alex software (http://mslipidomics.info/contents/?page id=133),

e Lipid Blast (http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/LipidBlast)

e MS-DIAL (http://prime.psc.riken.jp/Metabolomics_Software/MS-DIAL/).

Narzedzia te pozwalajg na przeprowadzenie zaréwno jakosciowej jak 1 ilosciowej analizy
danych lipidomicznych uzyskiwanych z zastosowaniem roznych podejs¢, jak réwniez
spektrometréw mas od roznych producentow. LipidXplorer oraz ALEX zostaly
zaprojektowane z mys$lag o obrobce danych z analiz typu “shotgun” uzyskiwanych przy
zastosowaniu spektrometréw mas wysokiej rozdzielczosci. Z kolei LipidBlast umozliwia
obrobke danych uzyskiwanych z analiz MSMS polarnych lipidow przeprowadzanych z
uzyciem spektrometrow mas wysokiej jak i niskiej rozdzielczosci. MS-DIAL przystosowany
jest do obrobki danych analiz zaréwno typu “data dependent” jak i ,,independent MS/MS”.

Po przeprowadzeniu analizy iloSciowej dalsza obrobka danych zazwyczaj obejmuje ich
normalizacje¢ w celu przeprowadzenia analizy statystycznej przy zastosowaniu podejsé
opisanych w dziale niniejszego manuskryptu dotyczacym analiz metobolomicznych.

1.4. Czes¢ praktyczna

1.4.1. Analiza lipidomiczna profilu fosfolipidow monocytow linii THP1
z wykorzystaniem HILIC-LC-MS.

Ekstrakty lipidow uzyskane z monocytow linii THP1 przeanalizowano w trybie
pozytywnej jak i negatywnej jonizacji metoda LC-ESI-MS i LC-ESI-MS/MS. Rycina 3.7
przedstawia widmo masowe LC-ESI-MS otrzymane w trybie pozytywnej jonizacji, dla czasie
retencji (RT) 22 min (A) i 7 min (B) and oraz w trybie jonizacji negatywnej, przy RT 22 min
(C) oraz RT 7 min (D).
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Rycina 3.7. Widma masowe LC-ESI-MS uzyskane w wyniku analizy catkowitego ekstraktu
lipidow w trybie pozytywnej jonizacji, dla czasu retencji (RT) 22 min (A) i 7
min (B) and oraz w trybie jonizacji negatywnej, przy RT 22 min (C) oraz RT 7
min (D).
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W  celu
przeanalizowanie sposobu fragmentacji wybranych jondéw molekularnych. Rycina 3.8
przedstawia widma masowe ESI-MS/MS uzyskane dla jonéw molekularnych o m/z 760.58
(Rycina 3.8A), m/z 818.58 (Rycina 3.8B), m/z 746.5 (Rycina 3.8C) oraz m/z 744.56 (Rycina

3.8D).

Relative Abundance X»

Relative Abundance ©O Relative Abundance

O

Relative Abundance

Rycina 3.8.

N
o
o

o]
o

)]
(@]

N
o

N
o

o

uzyskania

informacji na temat klasy fosfolipidow konieczne jest

1x200,
184.07

478.33

§Q434 [M+H]+
195 || 57752 69748 76058
L A N R R T T 11

oM

64  313.27 441.24
LI B B B B T

200 300 400 500 600

m/z

700

R,COO-
281.25

100
80
60—

40—
20

R,COO
255.23

| 305.25 435.60 480.31

-CH,COOCH,

[M+CH;CO0]

744.56 g1 5g

635.52 |

200

-
o O
T

300

400 500
m/z

600

700

800

605.55

(o2
o

IS
o

N
(@]

o

265.25 308.30
L Ih | [ ?@45

200

300

400

R,COO
100 281.25
80

60 R,COO"

283.27

40

20
. 309.28

O =11 T T T

300 400

480.31
T

500

[M-H]
631.41 744.56
L

600 700

m/z

Widma masowe ESI-MS/MS dla jonéw molekularnych o m/z 760.58 (A), m/z
818.58 (B), w trybie jonizacji pozytywnej, oraz jonéw o m/z 746.50 (C) and m/z
744.56 (D), w trybie jonizacji negatywnej.
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Zadania

1.

Na podstawie charakterystycznych sposobow fragmentacji fosfolipidow, rozstrzygnij do
jakiej klasy fosfolipidow nalezg fosfolipidy, dla ktérych piki na chromatogramie LC-MS
zaobserwowano przy czasie retencji: 7 min oraz 22 min?

. Na podstawie widm masowych ESI-MS/MS uzyskanych dla zwigzku o czasie retencji 7
min w trybie jonizacji negatywnej i pozytywnej, zaproponuj budowe strukturalng tego
fosfolipidu.

. Obecnosci jakich innych klas fosfolipidow mozna si¢ spodziewa¢ w przypadku
lipidomicznej LC-ESI-MS ekstraktu lipidow monocytéw linii THP1s?

. Opisz inne podejscie pozwalajace oceni¢ zmiany w profile fosfolipidow monocytéw linii

THP1.

1.5. Dodatkowe zrodla wiedzy
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Modul 4

Proteomika

Tania Melo?, Rita Ferreiral, Rosario Domingues?, Pedro Domingues?,

Mass Spectrometry Center, Department of Chemistry, University of Aveiro, 3810-193 Aveiro,
Portugal

1 QOPNA (Quimica Organica de Produtos Naturais e Agroalimentares)

2 CESAM (Centro de Estudos do Ambiente e do Mar)

I. Wstep

Tradycyjne metody stosowane dotychczas w analizie biatek dostarczaja jedynie
czastkowych informacji na temat zmian zachodzacych w organizmie zaréwno podczas
przemian fizjologicznych, jak réwniez podczas rozwoju chordb. Proteomika jest nauka
zajmujgca si¢ wielkoskalowa analizg bialek, ktora daje nam narzedzia do poznania i lepszego
zrozumienia mechanizmow molekularnych, a takze interakcji biatko-biatko oraz roli biatek w
sygnalizacji w warunkach fizjologicznych 1 patologicznych, co ma na celu identyfikacje
biomarkerow biatkowych oraz poprawe terapii. Pierwsza czg$¢ tego modutu skupia si¢ na
aktualnej metodologii stosowanej w analizie 1 identyfikacji bialek. Obejmie to opis
najwazniejszych technik, w tym metod rozdziatu biatek stosowanych przed analiza z uzyciem
spektrometrii mas. Druga cz¢s¢ modutu ma na celu zapoznanie studentow z dostepnym
oprogramowaniem do analizy bialek. Zajecia prowadzone s3 w formie wykltadéw
interaktywnych z udziatem studentow, sesji demonstracyjnych/praktycznych oraz
bioinformatycznej analizy otrzymanych widm, ktéore pozwola na analiz¢ konkretnych
wynikow.

I1. Zalozenia i cele przedmiotu

ZaloZenia

Gléwnym celem kursu jest zapoznanie studentdow z podstawowymi pojeciami
dotyczacymi analizy proteomicznej. Podczas kursu studenci zdobgda zaréwno podstawowa
wiedze teoretyczng, jak 1 umiejetnosci praktyczne z zakresu przeprowadzania analiz
proteomicznych i zastosowania proteomiki w badaniach biomedycznych, w tym metod
przygotowania probek biologicznych, oczyszczania i ekstrakcji, identyfikacji i 0znaczania
ilosciowego biatek, a takze wykorzystania oprogramowania bioinformatycznego do
opracowania uzyskanych wynikéw proteomicznych.

Specyficzne efekty ksztalcenia:
Po ukonczeniu kursu studenci beda potrafili:

1. definiowac¢ i postugiwac si¢ powszechnie stosowang terminologia proteomiczna;

2. opisac¢ zasady technik najczesciej stosowanych w proteomice;

3. rozpozna¢ roéznice w przeprowadzaniu analiz proteomicznych z uzyciem roéznych
spektrometroéw mas;

4, wybra¢ odpowiednie podejScie do analizy proteomicznej w celu rozwigzania
konkretnego problemu;
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5. wykorzystywa¢ oprogramowanie bioinformatyczne do opracowania uzyskanych
wynikow proteomicznych;

6. interpretowac dane wynikajace z identyfikacji biatek;

7. W sposob naukowy oraz popularnonaukowy zaprezentowa¢ wyniki i jednoznacznie
uzasadni¢ wnioski;

8. samodzielnie kontynuowac nauke i rozwija¢ swoje umiejg¢tnosci.

II1. Spis tresci

1. Wstep do proteomiki
2. Podejscia analityczne stosowane w proteomice
2.1. Przygotowanie probek
2.2. Identyfikacja biatek oparta na analizach MS: koncepcje
2.3. Metody spektrometrii mas stosowane do identyfikacji biatek
2.4. llosciowa analiza proteomiczna
2.5.1dentyfikacja PTM
2.6. Identyfikacja wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatek
2.7. Identyfikacja interakcji migdzy biatkami
3. Przetwarzanie danych w celu identyfikacji biatek
3.1. Bazy danych zawierajace sekwencje biatkowe
3.2. Przeszukiwanie biatkowych baz danych
3.3. Analiza danych
4. Czg$¢ praktyczna
4.1. Identyfikacja bialek w komoérkach z uzyciem podejscia PMF i PFF za
pomocg platformy MASCOT
4.2. Identyfikacja bialek z eksperymentu LC-MS
4.2.1. Zamiana otrzymanych danych na pliki mzML z uzyciem
MSConverter (ProteoWizard)
4.2.2. Utworzenie bazy danych FASTA uzywajac serwera Uniprot
(SwissProt)
4.2.3. Wyszukiwarka: SearchGUI
4.2.4. Generowanie i ocena wynikow: uzycie PeptideShaker do
wizualizacji peptydow 1 biatek oraz do walidacji wynikow.
Analiza PTM
4.2.5. Analiza danych: informacja o biatkach, analiza szlakow 1
ontologia gendw
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1. Wstep do proteomiki

Proteomika jest naukg zajmujaca si¢ badaniem biatlek w oparciu o szereg najnowszych
technologii umozliwiajacych szybkie i precyzyjne okreslenie catego proteomu. Jednakze
podczas realizacji tego zadania pojawiaja si¢ problemy dotyczace zaréwno ograniczen
technicznych, jak i biologicznych. Na przyktad, ogromne zr6znicowanie w zakresie st¢zen
biatek w probkach biologicznych powoduje wiele trudnosci technicznych, w tym konieczno$é
frakcjonowania i wzbogacania probek o nizszym poziomie biatek oraz rozwijania szybkich i
czutych metod przetwarzania duzych iloSci zréznicowanych probek. Ponadto, proteom
zdefiniowany jako zestaw bialek zalezny od genomu specyficznej komorki, tkanki lub
organizmu w okreslonym czasie, jest bardzo dynamiczny i moze zmienia¢ si¢ z wiekiem, w
warunkach stresu, przy zréznicowanym odzywianiu, itp., co dodatkowo utrudnia doktadne
okreslenie profilu biatkowego. Rowniez potranslacyjne modyfikacje (post-translational
modifications — PTM) w duzej mierze przyczyniaja si¢ do zwigkszenia ztozonosci problemu.

Obecnie wyro6znia si¢ kilka roznych podej$¢ do analiz proteomicznych, ktére w zaleznosci
od sytuacji dostarczaja danych pozwalajacych na rozwigzanie r6znych kwestii biologicznych.
Rézny sposdb prowadzenia badan proteomicznych moze prowadzi¢ do analizy ekspres;ji
genomu  w okreSlonych warunkach fizjologicznych, jak réwniez pomiaru stezen
zidentyfikowanych bialek prowadzacego do poréwnania grup eksperymentalnych i probek
kontrolnych. Dzigki analizom proteomicznym mozna takze identyfikowaé post-
transkrypcyjne modyfikacje biatek (PTM) oraz bezposrednie oddziatywania pomigdzy
biatkami. Jednakze do podstawowych zadan badan proteomicznych zalicza si¢ wykrywanie 1
oceng: poziomu bialek, ich modyfikacji, lokalizacji w obrebie komodrki oraz interakcji
pomigdzy biatkami.

Do kazdej z powyzszych analiz s stosowane r6zne metody proteomiczne, jednakze kazda
z nich powinna zawiera¢ podstawowe etapy, takie jak: izolacja bialek z tkanki/komorki,
enzymatyczna degradacja, oczyszczenie peptydow, spektrometryczng analize mas 1
bioinformatyczng obrobke danych (rycina 4.1.)

Probka
tkanka/komérki /
S Ry

I1zolacja |
biatek

Enzymatyc;ne
trawienie

\
O‘czyszczeq‘i e
peptydow

Spektrometryczna
analiza mas

Bioinformatyczna
_obrébka danych_
/

A;nyfikacja tFa{Ek\
( Poréwnanie prébek \
ernie biologiczng/

Rycina 4.1. Podstawowe etapy analizy proteomicznej
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W zaleznos$ci od otrzymanych wynikow wyrdznia si¢ rézne podejscia do analiz
proteomicznych, ktéore mozna zakwalifikowaé jako protecomike poznawczg (discovery
proteomics) lub proteomike ukierunkowang (targeted proteomics). Standardowo w
proteomice poznawczej stosuje si¢ ograniczong liczbe probek w celu zoptymalizowania
identyfikacji biatka. Natomiast w ukierunkowanych analizach proteomicznych ilo$¢
monitorowanych biatek jest ograniczana ze wzgledu na konieczno$¢ uzyskania najwyzszej
czulo$ci. Niemniej jednak im wigksza liczba analizowanych biatek, tym trudniej jest je
zidentyfikowac 1 oznaczy¢ ilo§ciowo.

2. Podej$cia analityczne stosowane w proteomice

2.1. Przygotowanie probek

Kluczowym elementem w otrzymaniu rzetelnych wynikéw jest prawidtowe
przygotowanie probki. Na jako$¢ probek przygotowywanych do analizy proteomicznej
wplywa przede wszystkim powtarzalnos¢ zastosowanych metod ekstrakeji i oczyszczania
bialek. Sa to zazwyczaj bardzo ztozone procesy, ze wzgledu na fakt, ze biatka sa wysoce
heterogenicznymi  grupami  zwigzkéw  roznigcych  si¢  wielko$cig,  ladunkiem,
rozpuszczalnos$cig oraz stezeniem (np. zakres stgzen biatek w surowicy ma rozpigto$¢ wieksza
niz 108 mg/mL). W zwiazku z tym nie ma standardowej metody przygotowywania probek, co
dodatkowo utrudnia poréwnanie wynikow badan. Jednakze pomimo roéznic w protokotach
przygotowania probki wszystkie metody dgza do okreSlonego celu — otrzymania czystej
mieszaniny peptydow przeznaczonej do analizy z uzyciem spektrometru mas. Na rycinie 4.2.
przedstawiono ogolng procedure przygotowania probki, podkreslajac rdézne mozliwosci
obrobki probki.

Homogenizacja = |Frakcjonowanie organelli komérkowych
ynifikacja/Liza Wirowanie w gradiencie stezeri

wv

Rozpuszczaniei

stabilizacja biatek = | Qczyszczanie biatek
Buforowanie
Inhibitory proteaz

Oznaczenie stgzenia

biatek =} | Elektroforeza 1D/2D |==== | Wybarwienie zelu
Metoda Lowrego, Bradforda, Coomassie Blue
RC-DC Srebro
Sole miedzi
Enzymatyczne
trawienie

Trypsyna

bt ; Poréwnywanie

prazkéw lub plamek
na zelach

Spektrometryczna
analiza mas

Rycina 4.2. Ogolna procedura przygotowywania probek do analizy proteomicznej
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Klasycznym podejsciem do proteomiki jest uzycie dwuwymiarowej elektroforezy
zelowej (2-DE) do analizy spektrometrii mas (MS) 1 identyfikacja biatek. Inng powszechnie
stosowang metodg jest zastosowanie jednowymiarowej elektroforezy SDS-PAGE w podejsciu
nazwanym GeLC-MS/MS. Jednak z powodu probleméw zwigzanych z technikami rozdziatu
w zelu (takimi jak: wytrgcanie bialek, trudnosci zwigzane z rozdzialem biatek, niska
odtwarzalno$¢), w ostatnich latach opracowano podejscia omijajagce rozdziat
elektroforetyczny (tzw. analizy typu "no-gel”). Zwykle obejmujg one zastosowanie
wielokierunkowej chromatografii cieczowej o wysokiej rozdzielczosci, ktéra umozliwia
wstepne frakcjonowanie probek i zapewnia wysokg czutos¢ prowadzonych analiz.

Literatura:
J. Lovric. Introducing Proteomics: From Concepts to Sample Separation, Mass Spectrometry
and Data Analysis. ISBN: 978-0-470-03524-5, Chapter 2.1, 2011.

2.2. Identyfikacja bialek oparta na analizach MS: koncepcje

Istnieje kilka strategii identyfikacji biatlek z zastosowaniem spektrometrii mas. Do
gtownych zalicza si¢ tzw. podejscia ,,bottom-up” oraz ,,top-down” (rycina 4.3.). Najbardziej
tradycyjnym jest podejscie ,,bottom-up”, ktére opiera si¢ na analizie mas peptydow
powstatych w wyniku enzymatycznego trawienia biatka. Identyfikacja poszczegdlnych
peptydow z uzyciem spektrometrii mas lub tandemowej spektrometrii mas pozwala nastgpnie
na okreslenie sekwencji czasteczki calego biatka.

Do enzymatycznego trawienia bialek mozna stosowaé rézne enzymy lub kombinacje
enzymoOw, chociaz najczg$ciej stosowana jest trypsyna. Trawienie biatek rozdzielonych
elektroforetycznie jest zazwyczaj wykonywane bezposrednio w zelu, po wycigciu
odpowiednich fragmentéw zawierajacych interesujace nas biatka. Nastgpnie strawione
peptydy sa ekstrahowane z zelu. Przy stosowaniu metod typu ,,n0-gel” biatka sg trawione
bezposrednio w roztworze, a nastgpnie otrzymane peptydy sa oczyszczane przed analizg za
pomoca MS.

W celu zwigkszenia liczby oznaczonych biatek w probce zwykle wymagane jest
zastosowanie chromatograficznej separacji peptydow. Jest to powigzane z tzw. ,,efektem
supresji jonow” wynikajagcym z uzywania technik jonizacji takich jak MALDI czy ESI, ktore
thumig sygnaty peptydow hydrofilowych o nizszym powinowactwie protonowym. Rozdziat
chromatograficzny prowadzi si¢ wowczas za pomocg nanoLC-MS na kolumnie C18 w
odwroconym uktadzie faz. Peptydy sa wowczas wymywane z kolumny z gradientem
rozpuszczalnika, ktory stanowi woda/acetonitryl z dodatkiem $§rodka sprzegajacego jon (na
przyktad kwasu mrowkowego). W odniesieniu do zlozonych probek stosuje si¢ diuzsze
gradienty lub wykorzystuje si¢ rozdziat z uzyciem dwoch typow chromatografii, np.
chromatografii jonowymiennej oraz chromatografii w uktadzie odwroconych faz (2DLC,
MudPIT). Przy =zastosowaniu metod, ktére nie zakladajg przeprowadzania zadnego
wczesniejszego rozdziatu biatek przed trawieniem (,,shotgun™), zwykle konieczne jest
oddzielenie peptydow z uzyciem 2DLC w celu uzyskania lepszych wynikow.

Po rozdzieleniu peptydéw dochodzi do ich jonizacji z zastosowaniem ESI lub MALDI
jako Zrddla jonizacji, a nastepnie analizy za pomoca spektrometrii mas (MS) lub tandemowe;j
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spektrometrii mas (MS/MS). Istniejaca dyskryminacja réznych peptydéw podczas jonizacji
MALDI i ESI przyczynia si¢ do réoznych wskaznikow pokrycia sekwencji analizowanych
biatek w przypadku stosowania r6znych sposobow jonizacji. Przyjmuje si¢ jednak, ze ESI
umozliwia nieco lepszy zasi¢g w przypadku wiekszosci peptyddéw, chociaz MALDI jest mniej
wrazliwy na zanieczyszczenie i efekt supresji jonow.

W podejsciu ,,top-down”, oczyszczone biatko jest jonizowane, zwykle z uzyciem zrodia
ESI i fragmentowane z wykorzystaniem techniki ECD (Electron Capture Dissociation) lub
ETD (Electron Transfer Dissociation). Nast¢pnie fragmenty jonow sg analizowane za pomoca
analizator6w o wysokiej rozdzielczosci, takich jak FT-ICR lub orbitrap. Podejscie to
zazwycza] wymaga Wwyzszego stopnia oczyszczania biatek, zazwyczaj przy uzyciu
wielowymiarowej chromatografii cieczowej. Ponadto podejscie takie zaktada wigksze
stezenia biatek w analizowanych probkach i wymaga bardzo drogiego oprzyrzadowania.

Mieszanina biatek

1DE 2DE LC

Enzymatyczne trawienie

1D-LC

BOTTOM-UP TOP:DOWN

Spektrometryczna analiza mas

N

Identyfikacja biatek

Rycina 4.3. Podejscia do identyfikacji biatka opartej na MS

Literatura:
Z. Szabo, T. Janaky. Challenges and developments in protein identification using mass
spectrometry. Trends Anal. Chem., 2015, 69:76-87.

2.3. Metody spektrometrii mas stosowane do identyfikacji bialek

W przypadku analiz typu ,,bottom-up” do identyfikacji biatek stosuje si¢ dwie gtowne
techniki, tzw.: technikg peptydowych odciskow palcow (PMF, peptide mass fingerprinting)
lub technike specyficznej fragmentacji peptydow (PFF, peptide fragmentation fingerprinting)
(rycina 4.4). Technika PMF identyfikuje biatka, dopasowujac mas¢ peptydéw pochodzacych
Z enzymatycznego trawienia z teoretycznymi masami peptydow generowanych z biatkowych
baz danych. Technika ta moze by¢ stosowana w probkach zawierajacych pojedyncze biatka,
dlatego pozwala na szybka analize, pod warunkiem, ze obserwuje si¢ kilka specyficznych
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peptydow (najlepiej powyzej pieciu). Identyfikacja biatka z zastosowaniem tej metody
odbywa si¢ na podstawie réznych algorytmoéw, jednakze zazwyczaj sa one oparte na
porownaniu mas powstalych peptydow z teoretycznymi masami peptydow powstalymi w
wyniku trawienia biatka.

Mieszanina peptydow

PMF PFF

—

MS

Identyfikacja mas peptydow

MS/MS

Sekwencja aminokwaséw

Poréwnanie z bazg danych

4

Identyfikacja biatek

Rycina 4.4. Gtéwne techniki stosowane do identyfikacji biatek przy uzyciu podejscia
“bottom-up”.

Technika PFF identyfikuje biatka dopasowujac wzorzec fragmentacji MS/MS
otrzymanych peptydow z teoretycznym fragmentem widma z bazy danych sekwencji bialek.
Ta technika bazuje na przewidywaniu i ze wzgledu na wysokie zautomatyzowanie oraz duza
przepustowos$¢ probek jest bardzo przydatna do identyfikacji bialek w ztozonych matrycach,
umozliwiajac identyfikacje wielu zmiennych modyfikacji. Uzywajac tego podejécia, z
zastosowaniem LC-MS/MS otrzymuje si¢ duze ilosci danych MS/MS o najwyzszej czulosci.

Literatura:
J. Lovric. Introducing Proteomics: From Concepts to Sample Separation, Mass Spectrometry
and Data Analysis. ISBN: 978-0-470-03524-5, Chapters 4.2 and 4.3, 2011.

2.4. Tlosciowa analiza proteomiczna

Celem niektorych eksperymentow proteomicznych jest jedynie zidentyfikowanie biatek
obecnych w prébce, jednakze obecnie wigkszo$¢ eksperymentow dotyczy oznaczen
ilosciowych zmian zachodzacych w poziomie ekspresji biatek w celu poréwnania probek
pochodzacych od pacjentow w réznych warunkach, na przyktad proteomu oséb zdrowych i
chorych. W tych zastosowaniach konieczne jest doktadne oznaczanie ilosciowe bialek co
stanowi centralny aspekt proteomiki ilo§ciowej. Obecnie istnieja roézne metody
spektrofotometryczne do wykrywania i pomiaru ilosci pojedynczego biatka w roztworze.
Metody te jednak zawsze wymagaja uprzedniego oczyszczenia biatka bedacego przedmiotem
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zainteresowania. Istniejg rowniez metody izolacji poszczegélnych bialek, zaréwno z
roztworu, jak i przy uzyciu testu w fazie statej, wykorzystujace specyficzne przeciwciata.
Jednakze, jakos¢ takich oznaczen opiera si¢ na specyficzno$ci przeciwciala i wytrzymatosci
wigzania antygen-przeciwciato, dlatego uwaza si¢ je za metody o malej przepustowosci.
Niemniej jednak, pogrupowanie takich przeciwcial w mikromacierze biatkowe znaczaco
podwyzsza przepustowos¢ analizy iloSciowej. Niestety, najbardziej selektywne 1 czule
mikromacierze zawierajg ograniczong liczbe dobrze scharakteryzowanych przeciwciat.

Wielkoskalowa analiza ilosciowa w proteomice jest obecnie realizowana w dwoch
gléwnych podej$ciach: na podstawie rozdziatu biatek o wysokiej rozdzielczos$ci przez
dwuwymiarowa elektroforez¢ zelowa (2D) lub na podstawie wzglednej ilosci jondw
peptydow w widmie masowym (rysunek 4.5.). Chociaz umozliwia to jednoczesne oznaczanie
stezenia tysiecy bialek, zastosowanie elektroforezy w zelu 2D stanowi waskie gardto w
szeroko zakrojonej analizie bialek ze wzgledu na trudnosci w jej przeprowadzaniu i niskiej
powtarzalnosci. Moze to by¢ czgsciowo wykluczone poprzez fluorescencyjne znakowanie
probek poprzedzajace rozdziat elektroforetyczny (2D DIGE). W 2D DIGE biatka z r6znych
probek sa oznaczane fluorescencyjnie (Cy2, Cy3 i Cy5), a nastgpnie potaczone przed
rozdzieleniem 1 ilo$ciowa analiza za pomoca dwuwymiarowej elektroforezy zelowej. Takie
podejscie ma t¢ zalete, ze minimalizuje przesuni¢cia pomigdzy oznaczeniami w roéznych
zelach oraz zmniejsza liczbe zeli w eksperymencie.

Analiza peptydow metoda spektrometrii mas nie jest zasadniczo analiza ilo$ciowa.
Wynika to z wielu czynnikéw, w tym z réznych skuteczno$ci jonizacji peptydéw, efektu
thumienia przy uzyciu powszechnych technik jonizacji i ograniczonego zakresu dynamicznego
niektorych analizatorow. W zwiagzku z tym opracowano rozne podejscia do iloSciowego
oznaczania biatek przy uzyciu spektrometrii mas, ktére mozna zaklasyfikowa¢ do metod
wzglednych 1 bezwzglednych (rycina 4.5.). Wzgledne podejscia ograniczaja si¢ do
porownania wzglednego poziomu bialek w prébce badanej w stosunku do innych prébek,
podczas gdy metody bezwzgledne okreslaja doktadng ilo$¢ lub stgzenie biatka.

Proteomika ilosciowa

- - 7 =

1
Spektrometria mas
| | |
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QconCAT
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[ 1
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Rycina 4.5. Proteomiczne metody ilo$ciowej analizy biatek.
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Podejscie do oznaczen wzglednie ilosciowych przy uzyciu LC-MS i LC-MS/MS moze
by¢ przeprowadzone zaréwno przy uzyciu standardow wewnetrznych, jak réwniez bez nich.
Metody pozbawione standardow wewnetrznych opierajg si¢ na zliczaniu otrzymanych widm
lub sczytywaniu intensywnos$ci poszczegdlnych pikow. Podejscie oparte na zliczaniu widm
oparte jest o liczbe peptydow zidentyfikowanych z danego bialtka w celu okreslenia ich
wzglednej ilosci przy uzyciu roznych algorytmoéw, np. emPAlI ktore obliczajg przewidywany
poziom biatek, bioragc pod uwage ich sekwencj¢ oraz dlugos¢. Oznaczenia wzgledne przy
uzyciu oceny intensywnosci pikow przeprowadza si¢ porownujac wzgledne natgzenie jonow
peptydowych pochodzacych z identycznego biatka w réznych probkach. Podejscia oparte na
stosowaniu znakowanych standardow polegaja na wprowadzeniu réznych znacznikow
masowych, ktore zmieniajg mase biatka lub peptydu. Nastepnie probki taczy sie¢ w jedna, a
poroOwnanie ilo$ciowe przeprowadza si¢ poréwnujac wzgledng intensywnos$¢ jonow
peptydowych (z analizy MS) lub jonéw produktu peptydowego (z eksperymentow MS/MS).
Znaczniki te mozna wprowadza¢ metabolicznie, chemicznie lub enzymatycznie na poziomie
biatka lub peptydu podczas przygotowywania probki. Znakowanie metaboliczne obejmuje
trwate przylaczanie izotopow do aminokwaséw w hodowli komoérkowej (SILAC) lub
organizméw w pozywkach ze znakowanym atomami: 2H, ©°N, ¥C i 0. Probki z réznych
warunkow hodowlanych mozna analizowa¢ jednoczes$nie oszczgdzajac czas 1 odczynniki. W
znakowaniu chemicznym, izotopy sa wprowadzane do biatek lub strawionych peptydow w
wyniku reakcji chemicznej. Na przyklad przy uzyciu znacznikoOw rdéznicujacych probki,
poprzez przytaczenie izotopow do réznych fragmentow biatka (isotope-coded affinity tags,
ICAT), znacznik wigze si¢ z resztami cysteiny zawierajace] w tancuchu atomy wegla
"ciezkiego" (13C) lub "lekkiego" (**C). Izobaryczne znaczniki masy, takie jak TMT (tandem
mass tag) czy ITRAQ (isobaric tags for relative and absolute quantification) nie wptywajg na
masy powstatych po trypsynizacji peptydow, a do ich identyfikacji dochodzi wytacznie za
pomoca tandemowej spektrometrii mas, co pozwala na ilosciowe okreslenie wzglednej
zawarto$ci biatek z maksymalnie o$miu probek. Natomiast znakowanie enzymatyczne polega
wykorzystaniu  przylaczania 80 przy karboksylowym koncu peptydéw podczas
proteolitycznej degradacji. Taka modyfikacja w C-koncowej grupie karboksylowe;j
fragmentoéw proteolitycznych prowadzi do zastapienia dwoch atoméw %0 dwoma atomami
80 podczas enzymatycznej degradacji w obecnosci H2*0. Peptydy z oznakowanych probek
mozna wowczas fatwo zidentyfikowa¢ w widmach MS przez obecnos¢ zmiany masy o 4Da w
stosunku do peptyddéw trawionych w obecnosci H2*°O.

Proteomiczne oznaczenia iloSciowe w ujeciu bezwzglednym zazwyczaj polegaja na
stosowaniu peptydow o stabilnych izotopach jako standardow wewngtrznych. Oceng
ilosciowa uzyskuje si¢ przez dodanie znanej ilosci takiego standardu do proby przed
eksperymentem LC-MS. Peptydy stosowane jako standardy maja taki sam czas retencji jak
peptydy uzyskane po trawieniu trypsyna, dlatego mozemy pozwoli¢ sobie na odczytanie ich
poziomu stosujagc krzywa standardowa. Alternatywnym podejSciem jest uzycie tzw.
sztucznych biatek wykonanych z syntetycznych peptydow (QconCAT) lub stosowanie
standardow biatkowych do bezwzglednej ilosciowej oceny (PSAQ). W przypadku QconCAT
kazdy peptyd bedacy standardem wewnetrznym reprezentuje konkretne biatko, podczas gdy
w przypadku PSAQ stosuje si¢ bialko, ktoére jest znakowane izotopowo i1 odpowiada
rekombinowanemu analogowi biatka, ktére ma by¢ oznaczone ilo§ciowo. Jednak obie te
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metody sa bardzo kosztowne, a ich wykorzystanie ogranicza si¢ do niewielkiej liczby
eksperymentow.

Literatura:
J. Lovric. Introducing Proteomics: From Concepts to Sample Separation, Mass Spectrometry
and Data Analysis. ISBN: 978-0-470-03524-5, Chapters 4.4 and 5.3, 2011.

2.5. ldentyfikacja PTM

Post-translacyjne modyfikacje biatek (PTM) to najczgsciej modyfikacje chemiczne
fancucha biatkowego odpowiedzialne za zmiang wielkosci, sktadu, funkc;ji i lokalizacji biatek.
Jak dotad zidentyfikowano ponad 900 ré6znych PTM i wigczono je do bazy danych UNIMOD
(www.unimod.org). Do najczgstszych modyfikacji post-transakcyjnych zalicza si¢
fosforylacje, acetylacj¢, utlenianie, alkilowanie, metylowanie oraz tworzenie mostkow
disiarczkowych (tabela 4.1.). Spektrometria mas jest obecnie najlepszym podejsciem do
sekwencjonowania peptydéw i identyfikowania PTM, umozliwiajgc przy tym analize duzej
liczby probek.

Tabela 4.1. Lista najczestszych modyfikacji post-translacyjnych

PTM Modyfikowana reszta aminokwasowa
Glikozylacja atomu azotu Asparagina i lizyna
Glikozylacja atomu tlenu Lizyna, prolina, seryna, treonina i tyrozyna
Glikozylacja atomu wegla Tryptofan
Fosforylacja Seryna, treonina, tyrozyna, asparaginian, histydyna i cysteina
Acetylacja N-koncowy fragment peptydow oraz lizyna i cysteina
Amidacja C-koncowy fragment dojrzatego peptydu po usunieciu glicyny
Hydroksylacja Asparagina, asparaginian, prolina i lizyna
Metylacja N-koncowy fragment fenyloalaniny, C-koncowy fragment cysteiny,

fancuch boczny lizyny, argininy, histydyny i asparaginy

PTM zazwyczaj identyfikuje si¢ za pomocg spektrometrii mas, obserwujac zmiang mas
peptydow powstatych po trypsynizacji (tabela 4.2.). Najcze$ciej zmiana masy jest wynikiem
modyfikacji chemicznej zachodzacej w tancuchu bocznym reszt aminokwasowych. Jednak
dla jednoznacznej identyfikacji miejsc PTM konieczne sg eksperymenty tandemowe;j
spektrometrii mas (MS/MS). Jednakze zmodyfikowane peptydy moga fragmentowaé w inny
sposob niz niezmodyfikowane czasteczki, dlatego identyfikacja miejsca modyfikacji jest
utrudniona badz niemozliwa z powodu utraty danej modyfikacji podczas fragmentacji.
Wigkszo$¢  post-translacyjnych modyfikacji wystepuje na bardzo niskich poziomach w
stosunku do ilo$ci bialek w probie, a dodatkowo podczas analizy MS/MS s3 one bardzo
nietrwate. Ponadto, wiele z tych modyfikacji ma charakter hydrofilowy, co moze powodowa¢
problemy z oczyszczaniem biatek. Ich obecno$¢ moze takze wptywaé na efektywnos¢
proteolizy, generujac niespecyficzne lub zbyt dtugie tancuchy peptydowe. Niektore PTM
zmniejszaja skuteczno$¢ jonizacji, przez co trudno je zarejestrowaé podczas analizy MS. Z
tych wzgledow warto rozwazy¢ frakcjonowanie biatek w probek. Biochemiczna separacja
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organelli komoérkowych, komplekséw biatkowych lub poszczegolnych biatek jest uzytecznym
podej$ciem do analizy modyfikacji biatek, poniewaz zmniejsza ztozono$¢ probki biatkowe;.

Podczas analiz PTM istotnym jest takze izolowanie zmodyfikowanych biatek i/lub
peptydow w celu ograniczenia zlozono$ci probki, a tym samym zwigkszenia liczby
zidentyfikowanych PTM. W tym celu zaleca si¢ stosowanie np. immunoprecypitacji biatek
zawierajacych interesujace nas PTM. Zatezanie PTM moze odbywac si¢ na poziomie biatka
(np. przy uzyciu przeciwcial, czy chromatografii powinowactwa [IMAC w stosunku do
fosfopeptydow] lub immobilizowanych lektyn) lub na poziomie peptydu (np. przy uzyciu
przeciwciat [AcR, MeK, pTyr], chromatografii IMAC, immobilizowanych lektyn lub TiO2 w
stosunku do fosfopeptydow).

Tabela 4.2. Zmiany w masach peptydow wywotane poprzez PTM

PTM A Monoizotopowej masy
(Da)

Hydroksylacja 15.9949
Fosforylacja

pTyr 79.9663

pSer, 79.9663

pThr 79.9663
Acetylacja 42.0105
Metylacja 14.0156
Sulfonylacja (sTyr) 79.9568
Deamidacja 0.9840
Acylacja

Farnesyl 204.1878

Myristoyl 210.1983

Palmitoyl 238.2296
Glikozylacja

Atom azotu >800

Atom tlenu 203, >800
Mostki disiarczkowe -2.0157
Nitrowanie tyrozyny 44.9850

Literatura:

AM.N. Silva, R. Vitorino, M.R.M. Domingues, C.M. Spickett, P. Domingues. Post-
translational Modifications and Mass Spectrometry Detection. Free Radic. Biol. Med., 2013,
65:925-941.

J. Lovric. Introducing Proteomics: From Concepts to Sample Separation, Mass Spectrometry
and Data Analysis. ISBN: 978-0-470-03524-5, Chapter 5.4, 2011.
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2.6. Identyfikacja wewnatrzkomorkowej lokalizacji bialek

Pojecie proteomiki organelli komdorkowych powstalo w celu stworzenia metod analizy
funkcji biatek w r6znych organellach. Jednakze wyjasnienie wewnatrzkomorkowej lokalizacji
bialek w réznych warunkach jest duzym wyzwaniem ze wzglgdu na dynamiczny charakter
lokalizacji biatka. Dotychczas rozmieszczenia biatek w obrebie komorki bytlo mapowane przy
uzyciu tradycyjnych metod, takich jak mikroskopia immunofluorescencyjna, czy
frakcjonowanie biochemiczne. Niemniej jednak przystosowano narzedzia proteomiki
wielkoskalowej do identyfikowania biatek z calych organelli, a takze do przyporzadkowania
okreslonego biatka do lokalizacji wewnatrzkomorkowej. Standardowe podejscie do
proteomiki organelli opiera si¢ na frakcjonowaniu i zat¢zaniu otrzymanych biatek zazwyczaj
przy uzyciu wirowania w gradiencie gesto$ci lub z uzyciem zestawow komercyjnych.
Organelle komorkowe moga by¢é réwniez izolowane poprzez immunoprecypitacje
specyficznymi przeciwciatami przeciwko epitopom prezentowanym na ich powierzchni.
Bialka z uzyskanych réznych frakcji organelli sa nastepnie identyfikowane i oznaczane
ilosciowo przy uzyciu omowionych wczesniej metod proteomicznych. Chociaz proteomika
organelli moze dostarczy¢ cennych informacji na temat profilu bialek w specyficznych
organellach komorki, rownoczes$nie istotnym jest rowniez badanie lokalizacji bialek w
kontekscie catej komorki, aby uzyskac pelny obraz profilu proteomicznego.

Literatura:
R. Drissi, M.-L. Dubois, F.-M. Boisvert, Proteomics methods for subcellular proteome
analysis. FEBS J., 2013, 280(22):5626-5634.

2.7. Identyfikacja interakcji miedzy bialkami

Rola pojedynczego biatka w komorce zalezy gléwnie od jego interakcji z innymi
czasteczkami 1 tworzenia wielobiatkowych komplekséw. Takie kompleksy sa bardzo
dynamiczne, a ich sktad zmienia si¢ wraz z uptywem czasu i stanu komodrek. Do badania
interakcji biatek wykorzystywane sg trzy gtowne podejscia, tzw.: ,,affinity pull-down”,
»proximity labeling” oraz ,,protein correlation profiling”. Affinity pull-down wykorzystuje
specyficzne przeciwciala do izolowania wybranego bialka wraz z towarzyszacymi mu
biatkami, ktore sg nastepnie identyfikowane 1 ilosciowo oznaczane za pomocg spektrometrii
mas. Proximity labeling to technologia oparta na kowalencyjnym przylaczeniu biotyny do
interesujacego nas bialka, a nastgpnie samoistnego przeniesienia takiego znakowania na
czasteczki bedace w bezposrednim kontakcie z tym biatkiem. Przytaczenie biotyny do biatek
identyfikuje si¢ stosujac tandemowa spektrometri¢ mas. Natomiast protein correlation
profiling wykorzystuje rézne metody separacji (np. wirowanie w gradiencie ggstosci lub
chromatografia natywna) i1 zaktada, ze wspotdziatajace biatka zostang wyizolowane w tej
samej frakcji.

Interakcje biatko-biatko w sygnalizacji komdrkowej sg czgsto zalezne od specyficznych
oddziatujacych ze sobg sekwencji aminokwasowych. Jednakze, pomimo istotnego znaczenia
tych interakcji w sygnalizacji komérkowej identyfikacja wiazacych si¢ ze sobg peptydow jest
nadal bardzo ztozonym zadaniem z wykorzystaniem narze¢dzi bioinformatycznych, takich jak
np. STRING (http://string-db.orQg).

Literatura:
Syafrizayanti, C. Betzen, J.D. Hoheisel, D. Kastelic. Methods for analyzing and quantifying
protein-protein interaction. Expert. Rev. Proteomics, 2014(2), 11(1):107-20.
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3. Przetwarzanie danych w celu identyfikacji bialek

3.1. Bazy danych zawierajace sekwencje bialkowe

Jak wspomniano wczesniej, bazy danych sekwencji biatkowych sg kluczowe w badaniach
profili proteomicznych z zastosowaniem spektrometrii mas. Obecnie gldéwnym zrédiem
danych o sekwencji biatkowej sg przepisane z sekwencji nukleotydowych dane zebrane w
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), EMBL
(http://www.ensembl.org/index.html) lub bazach danych DDBJ http://www.ddbj.nig.ac.jp).
Wymienione bazy danych sg zintegrowane z International Nucleotide Sequence Database
Collaboration (http://www.insdc.org), gdzie gromadzone sg wszystkie znane sekwencje
nukleotydow. Réwniez baza danych NCBI (Entrez Proteins,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) zawiera szeroki zestaw bialek. Baza ta wykorzystuje
informacje z Protein Research Foundation (PRF), Genpet (zawierajacej sekwencje nie
poddane recenzji), RefSeq (zawierajacej opisane i sprawdzone sekwencje biatkowe) oraz ze
Swiss-Prot (zawierajacej opisane i sprawdzone sekwencje biatkowe) (Rycina 4.6.). Jednakze,

poniewaz baza ta przypisuje kazda sekwencje bialtka z unikalng liczbg identyfikujaca gen (gi),
jest bardzo duza 1 trudna w przeszukiwaniu. Baza danych UniProt Knowledgebase
(UniProtKB) zawiera obszerne informacje o zaktualizowanych bialkach (w tym funkcje,
klasyfikacje oraz literature) i podzielona jest na dwie rozne bazy danych. UniProtKB/Swiss-
Prot, ktora jest doktadnie udokumentowana i sprawdzona oraz UniProtKB/TrEMBL, ktoéra
zawiera niezrecenzowane sekwencje biatkowe.

cDNA, EST, genome

International Nucleotide Sequence Database Collaboration
EMBL DDBJ GenBank

TrEMBL Genpept PRF RefSeq

Swiss-Prot

UniProt NCBI-nr

Rycina 4.6. Najczgsciej stosowane biatkowe bazy danych oraz ich wzajemne zaleznosci.

Literatura:
C. Brooksbank, M.T. Bergman, R. Apweiler, E. Birney, J. Thornton. The European
Bioinformatics Institute's data resources 2014. Nucleic Acids Res., 2014, 42(D1):D18-D25.
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3.2. Przeszukiwanie bialkowych baz danych

Do przeszukiwania wspomnianych powyzej baz danych konieczne jest odpowiednie
oprogramowanie opierajace si¢ na dopasowywaniu do istniejacych w bazie sekwencji
peptydowych otrzymanych podczas analizy mas peptydow (podejscie PMF) lub sekwencji
peptydowych (podejécie PFF). Istnieje kilka narz¢dzi bioinformatycznych, ktore zostaly do
tego zaprojektowane — mogg to by¢ wyszukiwarki komercyjne takie jak Mascot (Matrix
Science), Proteome Discoverer (Thermo), ProteinPilot (Sciex), ProteinLynx (Waters), czy
ProteinScape (Bruker), a takze wyszukiwarki z wolnym dostepem: ProteinProspector,
Andromeda, OMSSA , SEQUEST, X! Tandem, Amanda, czy Mascot (wersja ograniczona).
Prawidtowa identyfikacja bialka zalezy od wielu czynnikow, w tym algorytmu
wykorzystywanego przez wyszukiwarki i czynnikéw eksperymentalnych majacych wplyw na
zawarto$¢ informacji w danych MS. Zatem rézne wyszukiwarki niekoniecznie identyfikuja te
same biatka w probce. Niemniej jednak istnieje kilka programéw, na przyktad SearchGUI,
Ktore pozwalaja na laczenie wynikow z wielu wyszukiwarek. W proteomice uzyskuje sie
ogromne ilosci danych, a zatem takie przeszukiwanie moze trwaé¢ nawet kilka dni w
odniesieniu do jednego eksperymentu, zwlaszcza gdy wykonywane jest rownolegle
wyszukiwanie PTM.

Literatura:
Z.F. Yuan, S. Lin, R.C. Molden, B.A. Garcia. Evaluation of proteomic search engines for the
analysis of histone modifications. J. Proteome Res., 2014, 13:4470-4478.

3.3. Analiza danych

Glownym wyzwaniem dla analiz proteomicznych z wykorzystaniem spektrometrii mas
jest interpretacja otrzymanych danych. Obejmuje to integracj¢ informacji taksonomicznych i
funkcjonalnych z probek zawierajacych kilkaset biatek w sposob umozliwiajacy
interpretowanie eksperymentow. W tym celu, gdy identyfikacja i oznaczenie ilo§ciowe biatek
zostang zakonczone, konieczne jest przejscie do analizy funkcjonalnej odpowiednich biatek
roznicujacych badane probki. Istnieje kilka bezptatnych narzedzi bioinformatycznych, ktore
mogg pomoéc w tym zadaniu, takie jak OpenMS Proteomics Pipeline, Trans-proteomic
pipeline, czy PeptideShaker. Analiza takich danych obejmuje zazwyczaj identyfikacj¢ PTM,
porownanie 1 biochemiczng interpretacje danych ilo$ciowych, identyfikacje procesow
biologicznych i oddzialywan biatkowych. Pierwszym krokiem do funkcjonalnej interpretacji
powstatej listy bialek jest powigzanie bialek ze zwigzanymi z nimi poj¢ciami ontologicznymi
genow. System klasyfikacji ontologicznej genow (http://www.geneontology.org) definiuje
koncepcje lub klasy uzywane do opisu funkcji genu 1 klasyfikuje te funkcje w trzech roznych
perspektywach: molekularng funkcje produktu genowego, organella, w ktorych produkty
genowe sg aktywne i proces biologiczny, w ktorym produkty genowe sg aktywne. System
klasyfikacji PANTHER (http://www.pantherdb.org/about.jsp), bedacy cze$cig projektu
referencyjnego GO Genome, jest waznym narzgdziem do klasyfikacji biatek 1 ich genow,
ktory dodatkowo utatwia i przyspiesza wykonanie analizy danych.

STRING (http://string-db.org) 1 Cytoscape (http://www.cytoscape.org) sa dwoma
waznymi narz¢dziami bioinformatyki, ktore takze mozna wykorzysta¢ do analizy interakcji

biatko-biatko i projektowania sieci biatkowych. Dane te mozna skategoryzowaé, co pomaga
w interpretowaniu  wynikéw  eksperymentu.  Takze, baza  danych  Uniprot
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(http://www.uniprot.org) moze by¢ uzywana jako zréodlo wysokiej jakosci informacji o
funkcjonowaniu wybranego biatka.

Literatura:
S.W. Haga, H.F. Wu. Overview of software options for processing, analysis and
interpretation of mass spectrometric proteomic data. J. Mass Spectrom., 2014, 49:959-969.

4. Czes¢ praktyczna

4.1 Identyfikacja bialek w komorkach z uzyciem podejscia PMF i PFF za pomoca
platformy MASCOT

Eksperyment

1) probke z linii komérkowej HEK 293 (Human Embryo Kidney) zawierajacg 120 ug biatka
nalozono na paski IPG i przeprowadzono analiz¢ 2-DE;

2) Po wybarwieniu i wycieciu z zelu fragmentow zawierajagcych wybrane biatko, probki
poddano redukeji i alkilacji z uzyciem ditiotreitolu (DTT) oraz jodoacetamidu (IAA), a
nastgpnie przeprowadzono calonocng trypsynizacje;

3) Otrzymane peptydy liofilizowano, a nastgpnie zawieszono w 10 ul 50% roztworu
acetonitrylu/0,1% kwasu mroéwkowego. Probki wymieszano z nasyconym roztworem
matrycy (kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy) w stosunku 1: 1 1 0,35 pl nakropiono na
ptytke do testow MALDI;

4) Przeprowadzono analiz¢ z uzyciem spektrometru mas MALDI-TOF/TOF (4700
Proteomics Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) w trybie odczytywania
jonéw dodatnich.

5) Dla kazdej probki wybrano dwa najintensywniejsze piki, pomijajac sygnaty od matrycy,
trypsyny, czy zelu poliakrylamidowego, w celu przeprowadzenia eksperymentu MS/MS.

Przyktadowe spektrum MS:
1200
m/z 930,5571 1539,7565
916.4055 1000
30.5571
800
1236.5348
1349.7409 400
1408.7048 1236538
1467.6749 200
1507.6632 0
1507.6686 700 900 1100 1300 1500 1700 1900 2100
1522.6397
1523.7924
1527.7532
1538.7780
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1539.7565

1544.7386

1615.9085

1712.7815

1723.8684

1727.8235

1907.0442

1944.9352

1950.0238

MS/MS jonu o0 m/z = 1527.7532

MS/MS AR%

88.0399

246.9417

201.1301

70.34612

302.1732

204.9268

416.2143

358.6303

531.2498

498.7431

717.3232

237.9741

846.3714

232.3693

961.3924

266.1303

1098.4522

6.643215

1211.5352

35.65641

1282.5703

61.62781

1381.6409

195.4986

1509.7398

5.945193

1527.7472

72.32519

1440.7182

82.95763

1327.6311

71.58412

1226.5858

14.23603

531.2480

7.539087

600
500
400
300
88.040

200

100

o o]

531.250

961.392
717,323

1381.641

il

J 1]

50.000 250,000 450000 650.000 850.000 1050.000 1250.000 1450.000

-100

997.5173

48.5566

811.4397

18.36804

682.3962

96.0226

567.3680

56.00374

430.3032

33.83856

317.2258

1.29883

246.1897

68.81332

147.1151

19.68073

a) Identyfikacja bialka z uzyciem podejscia PMF

1) Przejdz do strony internetowej MASCOT

(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html)
1 wybierz opcje wyszukiwania peptydowych odciskéw palcow ,,Peptide Mass Fingerprint”

(http://www.matrixscience.com/cgi/search form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF).
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2) Uzupehij poszczegdlne parametry wyszukiwania. Do wprowadzania danych mozna
kopiowaé i wkleja¢ wartosci m/z lub zatadowac plik danych Mascot MS.txt.

3) Powiniene$ zwroci¢ uwage na nastepujace kwestie:
- dlaczego zaznaczono Swissprot i powigzane bazy danych?
- dlaczego zaznaczono dwie ,,missed cleavages™?
- dlaczego dozwolone sg dwie zmienne modyfikacje?
- dlaczego tolerancja wynosi 25 ppm?
- co znaczy warto$¢ ,,decoy”?

MASCOT Peptide Mass Fingerprint

Your name Pedro Email |pdomingues@ua.pt

Search title

Database(s) |Vertebrates EST  « Enzyme | Trypsin v
cRAP Allow up to |2 ¥ | missed cleavages
MCBlprot
Taxonomy | ... .. .. ... ... .. Homao sapiens (human) v
— none selected — Acetyl (K)
> Acetyl (N —tenl"n_j .
g Acetyl (Protein N-term)
[ Amidated (C-term)
Amidated (Protein C-term)
Display all modifications Ammonia-Hoss (N-4term C)
Biotin (K)
Oxidation (M) Biotin (N-term)
Carbamidomethyl (C) = Carbamyl (K)
< Carbamyl (N-term)
L Carboxymethyl (C)
Protein mass kDa Peptide tol. + 25 ppm ¥
Mass values ®MH' M, M-H Monoisotopic * Average
Data file| Choose File | Mo file chosen
® Query
916.4855
Data input |33@.5571
1236.5348
1383.6696
1337.7314
1349.7409
Decoy ¥ Reporttop |AUTO ¥ |hits
Start Search ... Reset Form
I —

4) Po zakonczeniu wyszukiwania pojawiajg si¢ ponizsze wyniki:
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MATRIX

Mascot Search Results

SCIENCE
User : Pedro
Email : p.dominguesfua.pt
Search title :
Database 1 : contaminants 20090624 (262 sequences; 133770 residues)
Database 2 : SwissProt 2017_01 (553474 sequences; 1980690895 residues)
Taxonomy 2 : Homo sapiens (human) (20172 sequences)
Timestamp : 16 Feb 2017 at 17:10:23 GMT
Top Score : 172 for 2::HS90A_HUMAN, Heat shock protein HSP 9@-alpha 0S=Homo sapiens GN=HSP9@AA1 PE=1 SV=
Target Decoyv
Protein hits above identity threshold 1 0
Highest scoring protein hit 172 29

Mascot Score Histogram

Protein score 15 -10*Log(P). where P is the probability that the observed match 1s a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p=0.03).

Number of Hits

T T
150
Protein Score

Concise Protein Summary Report

Format As | | Concise Protein Summary ¥ Help

Significance threshold p= |0.05 Max. number of hits AUTO

Preferred taxonomy | All entries v

Re-Search All Search Unmatched

1. 2::H5598A HUMAN Mass: 84687 Score: 172 Expect: 1.32-13 Matches: 13
Heat shock protein HSP 9@-alpha 0S5=Homo sapiens GN=HSP3@AAl PE=1 SV=5
2::H598B_HUMAN Mass: 83212 Score: 48 Expect: 2.36 Matches: 8

Heat shock protein HSP 9@-beta 0S=Homo sapiens GN=HSP92ABl PE=1 SV=4

5) Przyjrzyj si¢ otrzymanym wynikom i wybierz biatko o najwyzszym wyniku

prawdopodobiefstwa. Spdjrz na dane ,,Protein View: HS90A HUMAN”

b) Identyfikacja bialka z uzyciem podejscia PFF

1) Przejdz do strony internetowej MASCOT
(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html)

1 wybierz

opcje wyszukiwania sekwencji peptydowych ,,MS/MS Ions Search”.

2) Wypehij poszczegolne parametry wyszukiwania. Do wprowadzania danych mozna

zatadowac plik danych Mascot MSMS.txt. Uruchom wyszukiwanie (“‘start search’)
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MASCOT MS/MS lons Search

Your name Pedro Email |p domingues@ua.pt

Search title

Database(s) contaminants (AA) Amino acid (AA)
SwissProt (AA) > cRAP
— MCEBlprot
L= Nucleic acid (NA)
Environmental_EST
Fungi EST
Human_EST
Invertebrates EST
Mammals_EST
Mus_EST -

Homo sapiens (human) v

Enzyme | Trypsin v Allow up to |2 ¥ | missed cleavages

— none selected — Acetyl (K)
> Acetyl (N-term)
- Acetyl (Protein N-term)
L= Amidated (C-term)
Amidated (Protein C-term)
Display all medifications Ammonia-loss (N-term C)
Biotin (K)
— none selected — Biotin (N-term)
= Carbamidomethyl (C)
Carbamyl (K)
< LARLY
L Carbamyl (N-term) -

Peptide tol. + 25 ppm ¥ | #13c|pv| MS/MS tol. £ |50 mmu ¥

Peptide charge |1+ v Monoisotopic '* Average

Data file | Choose File | Mascot MSMS txt

Data format | Mascot generic ¥ Precursor m/z
Instrument | Default v Error tolerant
Decoy ¥ Report top | AUTO v | hits
Start Search ... Reset Form

3) Przyjrzyj si¢ otrzymanym wynikom. Co oznaczajg? Wybierz bialko o najwyzszym
wyniku prawdopodobienstwa. Spdjrz na dane ,,Protein View: HS90A HUMAN”
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MATRIX
SCIENCE

User
Email
search title
Ms data file

Mascot Search Results

: test

: p.dominguesfiua.pt

: 1@ pmol digest of Sample HS90A HUMAN
: Mascot MSMS.txt

Database 1 : contaminants 20090624 (262 sequences; 133770 residues)
Database 2 : SwissProt 2017_@1 (553474 sequences; 198069095 residues)
Taxonomy 2 : Homo sapiens (human) (20172 sequences)

Timestamp : 16 Feb 2017 at 17:36:89 GMT

Protein hits : 2::HS98A_HUMAN Heat shock protein HSP 9@-alpha 05=Homo sapiens GM=HSP9@AAL1 PE=1 SV=35

2::PTPRQ_HUMAN Phosphatidylinositol phosphatase PTPRQ OS=Homo sapiens GN=PTPRQ PE=1 SV=2

Target Decov False discovery rate
Peptide matches above identity threshold 1 0 0.00 %

Peptide matches above homology or identity threshold 1 0 0.00 %

Mascot Score Histogram
Ions score 1s -10*Log(P). where P is the probability that the observed match 1s a random event.

Individual 1ons scores = 24 indicate identity or extensive homology (p=0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protemn hits.

N

MNumber of Hits

el 1o 150
Protein Score

Peptide Summary Report

Format As | | Peptide Summary v Help Help

L

Significance threshold p=:|0.05 Max. number of hits AUTO

Standard scoring '® MudPIT scoring Display non-significant matches Show sub-sets |0

Show pop-ups ® Suppress pop-ups Sort unassigned | Decreasing Score ¥ | Require bold red

Preferred taxonomy | All entries

| Select All | | Select None | | Search Selected |

v

Error tolerant

1.

Mass:

B46a7

Score:

2::H598A HUMAN

147

Matches: 1(1)

Sequences: 1(1)

Heat shock protein HSP 9@-alpha 0S=Homo sapiens GN=HSP32AA1 PE=1 SV=5

4) Wybierz pozycje 1 w otrzymanych wynikach i spojrz na widok peptydu ,,Peptide View”.
Spdjrz na sposob fragmentacji peptydu. Dlaczego jony typu b sg bardziej intensywne niz jony
typu y?

4.2. 1dentyfikacja bialek z eksperymentu LC-MS

Do tej czesci ¢wiczen nalezy pobra¢ nastepujace pliki:

a) Dane z eksperymentu lub wstepnie przeksztatcone pliki

b) ProteoWizard — og6lnodostepny program do konwersji oprogramowania w formacie MS.
Jest niezbedny przy plikach typu RAW. Dodatkowo SearchGUI obejmuje te aplikacje.
(http://proteowizard.sourceforge.net/)

¢) mMass (opcjonalnie) - Jest to program, ktéry mozna wykorzysta¢ do wizualizacji widm.
Zawiera rowniez kilka innych narzg¢dzi, w tym narzedzia do proteomiki
(http://www.mmass.org/)

d) Dbtoolkit - jest to edytor danych w formacie FASTA.
(https://github.com/compomics/dbtoolkit)
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e) SearchGUI - program do konfigurowania i uruchamiania wyszukiwarek identyfikacji
biatek. (http://compomics.github.io/projects/searchgui.html)

f) Peptide shaker - jest to niezalezny program do interpretacji wynikow proteomicznych.
(http://compomics.github.io/projects/peptide-shaker.html). Bardzo wazne jest rowniez

doktadne przeczytanie petnego tutoriala dotyczacego do programu
(https://compomics.com/bioinformatics-for-proteomics/ ).

Eksperyment:

1)

2)

3)

W celu szybkiej identyfikacji bialek wystepujacych w wysokich stezeniach w probkach
pochodzacych z linii komérkowej THP 1, komoérki te zawieszono w 500 ul PBS i1
sonikowano przy 53 kHz w 37 ° C przez 30 minut. Nastepnie biatka wytracono dodajac
dwie objetosci acetonu do zawiesiny lizatu komdrkowego, inkubowano w -20°C przez 16
godzin i odwirowano. Wysuszone pelety zawierajace wytragcone biatka zawieszono
ponownie w 30 pl buforu do przechowywania probki. Poziom wyekstrahowanych biatek
zmierzono za pomocg metody Lowry'ego.

Cysteinowe reszty aminokwasowe zostaty zredukowane za pomoca DTT 1 alkilowane
jodo-acetamidem, a probki poddano nastgpnie trawieniu ,in-solution” z uzyciem
trypsyny. Otrzymane peptydy liofilizowano i ponownie zawieszano w roztworze 5%
ACN/0,1% FA.

Probke zawierajacg 250ng ekstraktu biatkowego analizowano za pomocg QExactive
Orbitrap, ktory potaczono do chromatografu Ultimate 3000 z przeptywem typu nano.
Zastosowano kolumne analityczng C18 (150 mm x 75 pum LD.). Spektrometr mas
pracowal w trybie ,data dependent”, z wybraniem do eksperymentu MS/MS 10
najbardziej intensywnych jonow.

4.2.1. Zamiana otrzymanych danych na pliki mzML z uzyciem MSConverter

(ProteoWizard)

Uzyj programu MSConverter w ProteoWizard, aby przeksztalci¢ dane HPC-MS otrzymane w
wyniku analizy spektrometrem mas (dane w formacie RAW) do formatu, ktory moze by¢
odczytany przez SearchGUI (dane w formacie MGF). Jesli chcesz obejrze¢ dane w aplikacji
mMass, mozesz odczyta¢ format pliku MGF, ktory jest obstugiwany przez SearchGUI, jednak
najlepiej, jesli konwertujesz dane do formatu mzML.
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20160421 THP1C_insol_0323 ziptip_1ug 04/21/16 15:06:19
RT: 0.00 - 120.00 R
6232 NL:
100 717E9
mc Ms
a0 20160421_T
HP1C_insol
80 | 0323 _zipti
L0 p-lug
E 60
5 50
)
&
30
6404
“ il 77.04 104.24
b e 9294 »
=L 681 16.02 2018 26.72 s =
0
120
Time (min)
chromatogram w formacie RAW
o5l MSConvertGUI [64-bit) — d >
(®) Listof Files () File of file names
File: | Browse About MSConvertGLUI
Remove
; ; — - Fitters
E:\PedroDesktop'test\ THP1C_insol_Tug aw
M5 Lewvel w
COutput Directany:
E'de \D ; ' | B Levels
“PedrohDeskiop'test rowse
_ : -]
Options
Output format: |mzML  ~ | BEdension: I:I
Binary encoding precision: (@) 4bit () 32bit
Write index: lUse zlib compression:
TPP atibility: [ Package in gzip:
compatibility ackage in gzip: [ Add Remove
IUse numpress linear compression: [
IUse numpress short logged float compression: [ Fitter Parameters

lse numpress short positive integer compression: |:|

Ize these settings nexd time | start MSConvertGLUI

Oprogramowanie MSConverter
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B Select Scan X
id retention I ms I precursurl z I MZ range ion current puintsl data type | A
1 0.01 (:00:00) 1 3711618 38722080 21077 continuous
2 0.01 (0:00:01) 1 37T1-1616 227480220 15177 continuous
3 0.02 (0:00:01) 1 37T1-1616 231800370 16644 continuous
4 0.02 (0:00:01) 1 3T1-1616 225244400 16244 continuous
5 0.03 (0:00:02) 1 37T1-1616 231928420 16554 continuous
6 0.04(0:00:02) 1 3711616 227891420 15883  continuous
T 0.04 (0:00:03) 1 37T1-1616 230262860 16626  continuous
2 0.05(0:00:03) 1 3711616 226081700 16489  continuous
] 0.05 (0:00:03) 1 3T1-1616 228444850 16713 continuous
10 0.06 (0:00:04) 1 37T1-1616 230406660 16336  continuous
" 0.06 (0:00:04) 1 3711616 229220700 16424 continuous
12 0.07 (0:00:04) 1 37T1-1616 227128540 16354 continuous
13 0.08 (0:00:05) 1 3711616 224338780 16062  contnuous
14 0.08 (0:00:05) 1 3T1-1616 230365380 16612 continuous
15 0 0% (0-p0-N5Y 1 I71-1R16 228077840 16448 rontinunns e
]
£ 90 TIC (MS) «
2 BPC (WS) »
c
2
z 604
M
™
£
2 304
A lu\'k__}\ s
T T T
30 60 90 120
retention time in min.
Cancel Open Selected

Przyktad danych w formacie mMass

4.2.2. Utworzenie bazy danych FASTA uzywajac serwera Uniprot (SwissProt)

Aby utworzy¢ plik FASTA proteomu Homo sapiens, nalezy na stronie Uniprot wyszukaé

gatunek Homo Sapiens i pobra¢ recenzjonowang wersj¢ (Swiss-prot) pliku.

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search

Taxonomy results

Filter by’

advanced~ | Seareh

R

Help Contact &

@ ~bout Taxonomy

4 1t0250f 8,220 p Show

Taxons with:

entries in

UniProtks (7,305)

h
!I reviewed

entries in

UniProtks (531)

a proteome

(1,051)

Repeat search in UniProtkB (2,393,722)

x

e

) Homo sapiens (Human) & €3
Eukaryota » Metazoa » Chordata » Craniata » Vertebrata » Euteleostomi » Mammalia » Eutheria » Euarchontoglires »

Primates » Haplorrhini » Catarrhini > Hominidae » Homo

Proteomes (1) UniProtkB (156,851)-
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UniProt ¢
o

BLAST Align

UniProtKB results
Filter by’

Retrieve/ID mapping Peptide search

&, Download

reviewedyes AND organism:"Homo sapiens (Human) [9606]"

# Columns

Expand sear

Download selected (0) ®

advanced ~ | O\ Search

i
Help Contact |

@ nbout Uniprotkp [ SN

<« 1to 250f 20,168 P Show

ude lower taxonomic ranks

Popular [ Pp20848

organisms

Proteomes

UP000005640
(20,162)

View by
@

[J Q9UNA3

O  Q96GX2

Q8N5Z0

Mozna oglada¢ I zmienia¢ pliki typu

Processing Tool).

'® Download all (20168)

um Format: FASTA (canonical) v

Il

ALAT)  '® Compressed ' Uncompressed SERPINA2 ARGS, Homo
X X i ATR, PIL, SERPINAZP sapiens
Preview first 10 (Human)
A4G —— A4GNT Homo 340
B acetylglucosaminyltrans... sapiens
(Human)
ATFL3IB_HUMAN li Putative ataxin-7-like ATXN7L3B Homao a7
h protein 3B sapiens
{Human)
AADAT_HUMAN li Kynurenine/alpha- AADAT KATZ Homo 425
- aminoadipate amino... sapiens

FASTA uzywajac programu Dbtoolkit (data Base

& Database Processing Tool — O *
File Settings Tools Help

File selection

Database file : |E/\Pedro\Desktop\uniprot-organism%3A9606+reviewed%3Ayes fastaluniprot-organism%3A0606+reviewed%3Ayes fasta || Browse. |

Preview pane (2 FASTA entries)

Status panel
Status :

>3p|P20848 |A1ATR HUMAN Putative alpha-l-antitrypsin-related protein OS=Homo sapiens GN=SERFINAZ FE=1 5V=1
MPFSVSRGVLLLAGLCCLVESSLVEDPQGDARQKT DT SHHDQGDWEDLACOKT SYNVT DLAFDL.YKSWLI YHNQHVLVT PT SVAMA FRML.SL.GTKADTRTEI LEGLNVNLTET FEAKTHECF

[v]

QOVLOALSRPDTRLOLT TGS SLEVNESMELVDT FLEDTERLYHSEASSINFROTEEAKEQ TNNYVEKRT GREVVDLVEHLEKDT SLALVDY I SFHGKWKDKFKRAER TMVEGFHVDDET I IRV
PMINHLGRFDIHRDRELSSWVLAQHYVGHNATAFFILPDPKEMWOLEEKL.TY SHLENIQRAFDIRSINLHF FKL.ST SGT YKLKRVERNLGI TKI FSNEADLSGVSQEAPLELSKRVHVAVLT I
DEKGTEATGAPHLEEKAWSEYQTVMENREFLVIIKEY ITNFPLFIGEVVNETQK

>3p | QOUNAS | R4GCT_HUMAN Alpha-1, 4-N-acetylglucosaminyltransferase OS5=Homo sapiens GN=R4GNI FE=2 5V=1
MREELQLSLSVILLLVCGFLYQFTLESSCLECLPSFKSHQGLEALL.SHRRGIVF LET SERME PPHLVSCSVESARKT Y PERFVVE FMEGLTDST PMPSNSTYPAFSFLSATDNVFLF PLOME

BLLEDTPLFSWYNQINASAERNWLHISSDASRLAT IWKYGGIYMDTOVISIRPIPEENFLARQASRYSSNGI FGFLFHHPFLWECMENFVEHYNSA TWGNQGFELMT RMLEVRCELEDFQEV
SDLRCLNISFLHPQRFYPISYREWRRYYEVWDIEPSFNVSYALHLWNAMNQEGRAVIRGSNT LVENLYRKHCFRT YRDLIKGPEGSVI GELGEGNE

[l

121-02-2017 (16:51:23)
121-02-2017 (16:51:35)
121-02-2017 (16:51:35)

Mo file loaded.

Processing incoming file (E\Pedro\Desktopluniprot-organism%3A9606+reviewed%34yes fastaluniprot-organism%3A9506+reviewed% 3
FASTA formatted file ‘E:\Pedro\Desktopluniprot-organism% 3A9606+reviewed%34yes fastaluniprot-organism%3A9606+reviewed% 3Ayes

(]

| [+

Errors:

121-02-2017 (16:51:23)
121-02-2017 (16:51:35)

Mone.
Mone

4.2.3. Wyszukiwarka:

SearchGUI

Uruchom program searchGUI. W powyzszym przyktadzie wybrany plik byt konwertowany,
wiec tutaj rowniez wybrano konwersje MS. W ustawieniach wyszukiwania wybierz edycje 1
wypetnij formularz, jak pokazano ponizej. Zastandéw si¢ dlaczego wybrano ,,variable

modification”
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Yo SearchisUl3.2.8

File Edit Help

Input & Output
-

Spectrum File(s)
Search Settings

Output Folder

1 file(s) selected

( test v | add || Edt |
E\Pedro\Desktopitest Browse .

Pre Processing
-

4 MSConvert e d MSConvert File Conversion - Protec\Wizard web page
p Search Engines

OJ X! Tandem e d XITandem Search Algorithm - XITandem web page

MyriMatch & A MyriMatch Search Algorithm - Myrilatch web page

4] MS Amanda De d MS Amanda Search Algorithm - MS Amanda web page

O MS-GF+ oe d MS-GF+ Search Algorithm - M3-GF+web page

0 OMSSA De d OMSSA Search Algorithm - OMSSA web page

O Comet L Comet Search Algorithm - Comet web page

O Tide Bad Tide Search Algorithm - Tide web page

d Andromeda - Andromeda Search Algorithm - Andromeda web page

De Novo Algorithms
p

D MNovor L ) Movor De Movo Peptide Sequencing - Movor web page
O DirecTag B o DirecTag MS/MS Sequence Tagging - DirecTag web page
Post Processing
-
] PeptideShaker e PeptideShaker - Visualize the results in PeptideShaker

Please cite SearchGUI as Vaudel et al.: Proteomics 2011:11(51:996-9.

Start the Search!

W opcjach wyszukiwania wybierz baze danych FASTA.
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Y2 Search Settings - test >
Database
[ & N
Database (FASTA) 13A9606+reviewed¥3Ayes fastaluniprot-organism%3A9606+reviewed%3Ayes_concatenated_target_decoy fasta Edit
Modifications
r N
Fixed Modifications (0 [ Most Used Modifications | v]
MName Mass == |Name Mass |
BN Acetylation of protein N-term 4201 | L‘;
- B Deamidation of N 0.8
Deamidation of C 0.28
I Fhosphorylation of S 7987 |
B Fhosphorylation of T 7997 |
B Fhosphorylation of Y 7997 |
Variable Modifications (3) B Pyrolidone from E -18.01
| Name Mass . B Pyrolidone from Q -17.03
— B Pyrolidone from carbamidomethylated C -17.03
B Ozxidation of W 15.88 TMT 10-plex of K 229.16 1
Carbamidomethylation of C 57.02 | = TMT 10-plex of peptide N-term 22918 1
I Acetylation of K 4201 | TMT B-plex of K 229,16 1
TMT G-plex of peptide MN-term 22916 1
ITRAQ 4-plex of K 144.10 | ¥
Protease & Fragmentation
r . |
Digestion [ Enzyme |'] Precursor miz Tolerance 10.0 ppm A
Enzyme l Trypsin |'] Fragment m/z Tolerance 10.0 ppm v
Specificity l Specific | '] Precursor Charge 2 = 6
Max Missed Cleavages 2 Isotopes 0 B 1
Fragment lon Types ( b |'] ( y |']
® . OK | Cancel .

W opcjach peptideshaker ustaw wybrane wartos$ci.

PeptideShaker Settings b4

Peptide Shaker
H

Location E\Pedro\Desktop\PeptideShaker-1.16.0\PeptideShaker-1.16.0 jar [ Edit J

Project Details
-

Project Mame THP1

—

Sample Mame THF'1JS1 | Replicate 0

Output
p-

Qutput File E\Pedro\DesktopitestiPeptideShaker_output.cpsx [ Browse J

Advanced Settings (see help for details)
-

Project Default Edit

Mascot Files [ Browse J l Clear J

@ l OK J [ Cancel J
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4.2.4. Generowanie i ocena wynikow: uzycie PeptideShaker do wizualizacji peptydow i

bialek oraz do walidacji wynikow. Analiza PTM

Po przeprowadzeniu wyszukiwania przez searchGUI (~ 3 minut w przypadku Intel 17-
6700K z 16 MB RAM), wyniki zostang otworzone przez platforme Peptideshaker. Mozna tu
zobaczy¢ ilo$¢ zidentyfikowanych biatek oraz jaka czes$¢ z nich zostala sklasyfikowana jako
»doubtful”. Wyjasnij dlaczego oraz co to oznacza. Sprobuj takze zobaczy¢ informacje o
peptydach zidentyfikowanych dla kazdego biatka oraz widma z opisanym schematem

fragmentaciji.

W Peptideshaker 1.16.0 . THP! [Sample: THP1.S1, Replicate: 0]

Eile Edt Exont View Help Fing .-

Proteins (695/4648 - 322 confident. 373 doubful)

Descriotion

1 Actin, ¢ 2 (ACTG_HUMAN] ]
2 W P0S21E Heat shock protein HSP 90-beta (HS9. Modcatons
3 = poa7ad Alpha-enolase (ENOA_HUMAN) i |
4 5 wm oo 1" 20 Swchres
5 o WE QIOEI Tubuimalpha-1C chain (TBAIC_HUM nnctation
s PSIGIZ  Actn, aipha cardiac muscle 1 (ACTC_ o
7 = Po7200 Heat shock protein HSP 80-alpha (MS. 74 - £
8 mE PIAI  Elongaon lacr2 (EF2_HUMAN) . ' Congant_Valdaton
9 W PuAte  PruatobnssePKU(KPYILHUMMY 5 oo S e 2 s ¢ acPon
10 . P78527 (DNA-gependent protem kinase catahtl
n . p3sS70 Myosin-9 (MYHI_HUMAN)
1 . s PRIV Tuhuinsiohahrhen (TRALA HIMA

Poptides (35737 - 3 confdent, 2 doobtul Spectrum & Fragmentfons (EK - WH2-SYELPOGOVITIGHER COOH -FR_2+_ 69595 miz)

@ p-s v atuletple qivliintste ut 4 -
- me-s yoeduietols o'vithr'alc n'e n-coon T ——
— Il o ] . 1 =
o m— O beraar— Vs i
]
o0 m— O
0 m— n
100 m— O n
p—1 - iz
' - 10— O
10 NH2FREPEALFOPSFLGMESGI 308 ' o o m— O
" NH2TTGIVMDSGDGVIHTVRIYEGY: 148 i o ml o m— O o
2 142 AGFAGODAPR.COOH w o - oo — O
13 W WROKEALOWALDFEGEBATA 201 . m r—R1 & %
“ NH2-YPIEHGNTNWDD[EKIWHHT 69 | v 10— O |y e i
Peptide Spectrum Watches (1081108 - 108 confident, 0 doubtul) ——
miError Consdence -
o I ot oy o
0 " 5 “ : T
© — < : h
1 ° § i fie N
. ° : Piied
— © - % H PizHaq i
v © My 1 I natth i
. 4 (N L | "
- ° 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1600 1100 1200 1300 1400 1500
3
, ' g e | O | Lo | G | O | S | B il
A o7 1 -3c ‘Spechrum [ Budle Fiot | fon Table

Protein Sequence Coverage (74.4% - 69.87% confident, 4.53% doubtful, 0.0% not validated - 100.0% possible - 375 A%)

4.2.5. Analiza danych: informacja o bialkach, analiza szlakéw i ontologia genéw

Zapoznaj si¢ z zaawansowanymi opcjami analizy danych platformy peptideshaker otwierajac

karte modyfikacji (modifications tab) i karte analizy (GO analysis).

Spectrum IDs

Fractions

Modifications
3D Structures
Annotation
GO Analysis

Validation
QC Plots
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W zaktadce adnotacji mozesz dodawaé komentarze do kazdego biatka. Jesli jednak chcesz
opisa¢ wiele bialek, musisz wyeksportowaé wyniki (default protein report).

T PeptideShaker 1.16.0 - THP1 (Sample: THP1_S1, Replicate: 0] - o X
File Edit Export View Help Find
Basic Protein Annotation Protein Annotation - Help T }
Spectrum IDs
Accession PE3261 Single Protein L
To access the annotations for the currently selected protein, simply click the button Fractions
Description Actin, cytoplasmic 2 (ACTG_HUMAN) corresponding to the wanted resource Modifications
Multiple Proteins 3D Structures
To getthe list of all validated proteins in your project click here Annotation
Gene Name ACTG1 Chromosome 7 Advanced export options: Export = identification Features.
GO Analysis
Taxonomy Homo sapiens To querry using multiple proteins, click the web link next to the resource and follow Validation
the instructions provided at the resource web page
Database UniProt ol

UniProt - protein knowledgebase

Search UniProt

High-quality protein sequence and functional infermation

neXtProt - human protein knowledgebase

Search neXiProt

High-guality human protein information and annotation

STRING - protein interaction

Search STRING

Known and Predicted Protein-Protein Interactions.

QuickGO - gene ontology terms and annotations

Search QuickGO Web-based browser for Gene Ontology terms

DASty - protein sequence features

Search DASty Web client for visualizing protein sequence feature information

PICR - Protein |dentifier Cross-Reference Senice

=
©
&

=
I
&

=
@
&

web

Reactome - pathway database
Search Reactome Manually curated and peer-reviewed pathway database.
DAVID - functional annotation
Search DAVID Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery.
IntAct - protein interaction

Search IntAct Analysis toals for protein interaction data

InterPro - predictive protein signatures

Search InterPro

Integrated database of predictive protein signatures.

PDB - protein data bank

Search PDB

Biological macromolecular resource

=
I®
&

=
I
&

3
@
&
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