,Choroby genetycznie uwarunkowane — edukacja
i diagnostyka”

Techniczne aspekty przygotowania materiatu
i pracy z spektrometrem mas

Dr n. chem. Jakub Nawata

Zaktad Badan Przesiewowych i Diagnostyki Metabolicznej IMiD
Kierownik Zaktadu: dr n. biol. Mariusz Otftarzewski

Warszawa 08 pazdziernik 2021 r

®
Fundusze < i j
felci Rzeczpospolita Instytut Unia Europejska
EQFODEJSKIE - _ Polsl(ap a ‘ y o i . Europejski Fundusz Spoteczny
Wiedza Edukacja Rozwdj Maikl 1 DZIeCkG




Diagnostyka medyczna

... to nauka o rozpoznawaniu choroéb.

Diagnoza jest wynikiem:
1. badania podmiotowego
2. badanie przedmiotowego

3. badania dodatkowego

* badania fragmentu tkanek, krwi,
wydzielin i wydalin

* badania obrazowe
* badania endoskopowe
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Proces analityczny

> Brak bezposredniego kontaktu z pacjentem

» Operowanie na materiale pobranym od pacjenta

2 Bardzo duza ilo$¢ wykonywanych badan

> \Wykonywania analiz zaréwno jakoSciowych
jak i ilosciowych

2 Czas trwania analizy bardzo czesto musi by¢
krotki

» Bardzo dobra komunikacja na drodze lekarz —
biochemik

2 Opracowanie nowych metod analitycznych, - 0
udoskonalanie istniejgcych, serwisowanie
aparatury analitycznej

Hoys

» kontrola jakosci
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Rodzaj probki
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Okreslenie badanych zwigzkéw
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Przygotowanie probek do analizy

Cel Sposob realizacji

Homogenicznos¢ pobranej probki Mielenie, mieszanie, analiza sitowa
Stabilnos¢ probki na etapie Konserwacja chemiczna, termiczna lub
przechowywania lub transportu liofilizacja

odpylanie, usuwanie, zawiesiny,
Usuniecie interferentdw z matrycy probki osuszanie, odtlenienie, usuwanie
sktadnikéw reaktywnych

Przeksztatcenie analitow w pochodne w

celu:

1. Utatwienia izolacji Reakcje derywatyzacji

2. Rozdzielenie sktadnikdw mieszaniny

3. Analizy ilosciowej i jakoSciowe;j

Zmiana matryc probki pod dang technike  Odparowanie do sucha, ekstrakcja,
analityczna sorpcja

Zwiekszenie stezenia substancji

Aedonch Techniki wzbogacania i zatezania probek
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Przygotowanie probek do analizy

Matryca Analit

Wszystkie sktadniki probki Skiadnik, Ktory
poza analitem jest oznaczany
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Przygotowanie probek do analizy

badany obiekt

[] [ 1 [1 []

prébka
pierwotna
prébka
laboratoryjna
prébka prébka prébka
analityczna analityczna analityczna
l ¥ l
postepowanie postgpowanie postepowanie

analityczne analityczne analityczne
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Przygotowanie probek do analizy

Najczestsze problemy spotykane na etapie przygotowania probek:
Czas przygotowania probek
Zbyt niskie odzyski
Obecnosc¢ zanieczyszczen
Powtarzalnos¢

Koszt
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Przygotowanie probek do analizy

Techniki stosowane na etapie przygotowania probek

Cop

Filter unit

Centrifuge tube
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Przygotowanie probek do analizy

Derywatyzacja to proces polegajacy na przeprowadzeniu analizowanych zwigzkéw
umozliwiajgc ich oznaczanie z wykorzystaniem danej metody analitycznej.

Derywatyzacje stosuje sie w celu: Single-label

* zwiekszenia lub zmniejszenia lotnosci anlitow FTC errc v () HPLC
. . . ;. . . .y - Reaction
A
* zwiekszenia stabilnosci termicznej analitow B 0 3| @ |
* zwiekszenie czutosci lub specyficznosci NT Nt
c . ‘}7.0 FITC -NH-C-NH- N'l‘w
oznaczenia przez wprowadzenie §

odpowiednich grup funkcyjnych
* zmiane polarnosci analitu, przez
zablokowanie grup funkcyjnych Functonal group  Reaction group

* uzyskanie barwnego produktu reakcji badz -* . ?(;b
zmiany barwy analitu, co umozliwia

Mcdifying group

Zastosowa n ie prostych metOd Target compound Derivatization reagent
kolorymetrycznych P ——
- prove selectivity an paraion
C Specyflcznego Zatrzymanla ana“tu Na ~ Enhance ionization efficiency
warstwie nosnika pokrytego reagentem | R ————
(WZ boga cen |a ) Derivatization product » Facilitate isomers separation
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Przygotowanie probek do analizy

Odczynnik derywatyzujgcy powinien zawiera¢ dwie grupy funkcyjne, z ktérych jedna jest
reaktywna i taczy sie z analitem oraz sygnatowa, ktora umozliwi detekcje i zwieksza czutosc
analizy. Derywatyzacja opiera sie na nastepujacych reakcjach:

* sililowanie

CF4
* alkilowanie (FHS _ QHS
e acylowanie HC7$ITN O=Si—CH,
- CHs CHa
* estryfikacja
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Przygotowanie probek do analizy

Potrzebny czas Zrédta btedéw
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Procedura przygotowania prébek - Transferyna
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Procedura przygotowania prébek - Transferyna

Left Electrode

2. Mass Spectrum
Fourier
&
§ Transform
| miz
o
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Procedura przygotowania prébek - Transferyna

Technology based on
single-domain 15kD [V H]

antibody fragments
Target

protein

1gG Camelid Ig V.H
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Procedura przygotowania prébek - Transferyna

Thermo Scientific Pierce
Centrifuge Columns, 0.8 mL
(Cat. No. 89868)

Total column capacity = 0.8 mL

=
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Procedura przygotowania prébek - Transferyna

OH
HO OH H—CI

TRIS HCI

Matryca do izolacji transferynay
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SRR OIE

Procedura przygotowania prébek - Transferyna

Kolumne wirbwkowg (Pierce, nr kat. 89868) zawierajgcg 40 ul zawiesiny peretek
antytransferyny przemyc¢ 4 razy 700 pyl 10 mM Tris-HCI, pH 7.

10-pl prébke osocza rozcienczy¢ 90 pl 0,9% roztworu NaCl i nanies¢ na kolumne
wirdwkowa.

Probke inkubowac przez 15 minut w temperaturze pokojowej, po czym przemyc
probke 6-krotnie 700 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7.

Elucja transferyny (50 ul, 100 mM glicyna-HCI, pH 2,7).

Wymytg frakcje zobojetni¢ 1-1,5 ul 1,0 M Tris-HCI, pH 9,0

Przechowywano w temperaturze -80 ° C.

W celu ponownego uzycia kolumne przemy¢ 5 razy 700 ml 1 M glicyny-HCI,
pH 2,7 | zrownowazy¢ buforem do przemywania (5 razy 700 ml 10 mM Tris-HCI,
pH 7).

Analizowac¢ za pomocg nanoLC-HRMS.
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Procedura przygotowania prébek — SAM i SAH
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Procedura przygotowania préobek — SAM i SAH

Osocze lub
surowica

Wirowanie Wirowanie

Analiza

Analiza
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Procedura przygotowania probek — Kwasy ttuszczowe
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Procedura przygotowania probek — Kwasy ttuszczowe
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Procedura przygotowania probek — Kwasy ttuszczowe

2,0E+08

1,8E+08 — —0— AA
1,6E+08 — EPA

1,4E408 £ DHA

1,2€408
1,0E+08 F
8,0E+07 F
6,06+07 F

Odpowiedz detektora

4,0E+07
2,06407

0,0E_{_OO E 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
40 50 60 70 80 90 100

Temperatura [°C]

Qe
Fundusze . 5 .
£E s Rzeczpospolita ‘ Instytut Unia Europejska
E EUI‘ODEJSkle _ Polska Matly(i i DZieCka Europejski Fundusz Spoteczny

Wiedza Edukacja Rozwdj




Procedura przygotowania probek — Kwasy ttuszczowe

Odpowiedz detektora

5,0E+08
4,5E+08
4,0E+08
3,5E+08
3,0E+08
2,5E+08
2,0E+08
1,5E+08
1,0E+08
5,0E+07
0,0E+00

—0—AA
EPA
DHA

Czas [h]

Fundusze
Europejskie
Wiedza Edukacja Rozwdj

Rzeczpospolita

B rotie

Instytut
Matki i Dziecka

Unia Europejska

Europejski Fundusz Spoteczny




Procedura przygotowania probek — Kwasy ttuszczowe

» Do 100 pL probki osocza lub surowicy krwi dodano 200 uL
0,1 M roztworu kwasu chlorowodorowego i 1000 uL

metanolu

» Otrzymane mieszaniny ogrzewano przez 4h
w temperaturze 60°C w suszarce laboratoryjnej Po
zakonczeniu ogrzewania probki studzono

| ekstrahowano za pomoc 1 mL heksanu.

» Nastepnie faze organiczng oddzielano 1 analizowano za

pomocg GC-MS/MS.
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