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SOUHRN

Perinatalni asfyxie a hypoxicko-ischemicka encefalopatie pfedstavuji zavazny
problém postihujici plod a novorozence. Metabolomika je vhodnym nastrojem k hledani
novych biomarkerti, které by mohly vést k lepSimu pochopeni probihajicich
patofyziologickych mechanismt. Literarni piehled této prace se zabyva perinatalni
asfyxii, hypoxicko-ischemickou encefalopatii a neuroprotekci. Nasleduje ¢ast vénovana
metabolomice a necilené analyze vzorkli moci, popisu hmotnostniho spektrometru
Orbitrap Elite a statistickému zpracovani dat. Experimentalni ¢ast se zabyva cilenou
anecilenou metabolomickou analyzou vzorki moc¢i asfyktickych a zdravych
novorozenci. Cilena analyza byla provedena za pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii, pro necileny piistup
byla vyuzita stejna separacni technika a hybridni hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite.
Ziskané metabolické profily pacientskych a kontrolnich vzorka byly srovnany pomoci
statistickych metod umoznujicich nalezeni diskriminujicich metaboliti mezi
porovnavanymi skupinami. Byly také hledany metabolity, které souvisely s posouzenim

zavaznosti neurologického poskozeni novorozence po prodélané perinatalni asfyxii.



SUMMARY

Perinatal asphyxia and hypoxic-ischemic encephalopathy significantly
endangers the life of the fetus or newborn. Suitable tools for discovering new
biomarkers that could lead to better understanding of the pathophysiological
mechanisms is metabolomics. Literature overview of this work is about perinatal
asphyxia, hypoxic-ischemic encephalopathy and neuroprotection. It is followed by
a metabolomics part and an untargeted analysis of urine samples in particular. There
isalso adescription of the mass spectrometer Orbitrap Elite and statistical data
processing. The experimental part focuses on the application of targeted and untargeted
metabolomics of urine samples from asphyxiated and healthy newborns. Targeted
analysis was performed by using high performance liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry, untargeted approach used the same technique of separation
and hybrid mass spectrometer Orbitrap Elite. Acquired metabolic profiles of patient
and control samples were compared using statistical methods enable to found the most
discriminating metabolites between the compared groups. There were also metabolites
identified, which were related to the assessment of the severity of neurological

impairment of newborn after perinatal asphyxia.
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CiLE PRACE

A\

vypracovani literarni reSerSe na dané téma

shromazdéni klinickych tidajii novorozenct s perinatalni asfyxii

analyza moci asfyktickych novorozenct a kontrol s vyuzitim cilené a necilené
metabolomiky

statistické zpracovani dat

porovnani metabolomickych profili pacientskych a kontrolnich vzork (zjisténi
vlivu perinatalni asfyxie na metabolom novorozenct, identifikace biomarkera
souvisejicich s posouzenim zéavaznosti asfyxie a prognozy dalSiho vyvoje

novorozenctll)



Uvob

Perinatdlni asfyxie a jeji nésledek hypoxicko-ischemickd encefalopatie,
vznikajici v dasledku pieruseni dodavky kysliku a krve do mozku, predstavuji zavazny
problém postihujici plod a novorozence (Kolafova et al., 2011). Ac¢koli jsou vyznamnou
pri¢inou umrti a trvalych neurologickych nasledkt, patofyziologické mechanismy
zahrnujici roli a interakce jednotlivych metabolickych drah jsou stile nezndmé
a predmétem vyzkumu (Reinke et al., 2013). Obnoveni dodavky okysli¢ené krve
je zakladnim piedpokladem pro preziti, neznamena vSak navrat do pivodniho stavu.
V prvnich dnech po prodélané asfyxii muze dojit k multiorganovému selhani, nejcastéji
postizenymi organy jsou srdce, plice, ledviny a jatra. Tyto komplikace akutné ohrozuji
Zivot novorozence a musi byt 1éCeny, v piipad€¢ uspesné 1écby pak obvykle dochazi
béhem nékolika dni k obnoveni jejich funkce (Kolafova etal., 2011). U mozku
je situace slozitéjsi, jeho poskozeni probiha, spiSe nez jako samostatna udalost, jako
postupné rozvijejici se proces, charakterizovany dvéma fazemi neuronalniho poskozeni
(James et Patel, 2014).

Prvni cast literarniho pfehledu se zabyva definovanim perinatalni asfyxie,
hypoxicko-ischemickym poskozenim mozku a neuroprotekci. V poslednich letech byl
uéinén velky pokrok V porozuméni mechanismiim patofyziologie perinatalni asfyxie
a jejich nasledkd, nicméné prediktivni diagnostika a personalizovana terapeutickd péce
jsou stale na zacatku. Duraz je nyni kladen zejména na vyvoj neinvazivnich
diagnostickych pfistuptt pro vcasné predpovidani nasledki a také na identifikaci
terapeutickych cili k zlepSeni progndzy novorozenct (Morales et al., 2011).

Druha cast literarniho piehledu je veénovana metabolomice, tedy analyze
nizkomolekularnich latek (metabolitll), vyskytujicich se v daném case, VvV daném
biologickém materialu. Vyuziti tohoto pfistupu V neonatologii se zda byt velmi slibné.
Ziskané metabolické profily poskytuji informaci o normalnim a patologickém fenotypu,
jez je dulezita pro pochopeni biochemickych a patofyziologickych mechanisma.
V neonatologii je pro metabolomickou analyzu nejvhodnéjsim biologickym materialem
mo¢, z davodu snadného a neinvazivniho odbéru (Fanos et al., 2012). K metabolomice
se da pristupovat nékolika zptsoby, sohledem na experimentalni cast se literarni
piehled této prace zabyva necilenou metabolomikou, ktera vyuziva pro analyzu
a detekci metabolit nejcastéji hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim.

Obvykle nasleduje vicerozmérna statisticka analyza dat, dilezita pro vizualizaci



a interpretaci vysledkd. Teorie k cilenému metabolomickému pfistupu byla zpracovana
v ramci bakalaiské prace (Galoczova, 2013).

Experimentalni Cast je zaméfena na cilenou anecilenou metabolomickou
analyzu vzorkdi moci, které byly ziskdny od novorozencli s perinatdlni asfyxii a také
od zdravych kontrol. K cilené analyze byla vyuzita kapalinova chromatografie
ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem QTRAP 5500, necilend analyza
byla provedena za pomoci stejné separatni metody a hybridniho hmotnostniho

spektrometru Orbitrap Elite.
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LITERARNI PREHLED

1. Perinatalni asfyxie

Perinatalni asfyxie (PA) piedstavuje zavazny problém, ktery postihuje plod
¢i novorozence. Muzeme ji definovat jako poruchu vymény krevnich plynt, tedy stav
nedostatku kysliku (hypoxie) a akumulace oxidu uhli¢itého (hyperkapnie), jenz
je spojen s vyznamnou metabolickou nebo smisenou acidozou (Levene et Chervenak,
2009). Vymezeni perinatalniho obdobi se v riznych zdrojich lisi, obecné se jedna
0 obdobi pted, béhem nebo po porodu (American Academy of Pediatrics et al., 2006).
Svétova zdravotnicka organizace (http://www.who.int, 2015) jej stanovuje
od ukon¢eného 22. tydne (154. den) t€hotenstvi do 7. dne po narozeni novorozence.

Udava se, ze Kperinatalni asfyxii dochazi v51 % ptipadd v obdobi pted
porodem (prenatalng), ve 40 % b&hem porodu (intrapartaln¢) a pouze v 9 % po porodu
(postnataln¢) (Menkes et al., 2011). Nejcast&jsimi pfi¢inami jsou pupecnikové
a placentarni komplikace. Jedna se zejména o pireruSeni pritoku krve pupecni Siiirou
z divodu komprese ¢i uzlt, dale poruchu vymény plyni na urovni placenty v pfipadech
veestného luzka (placenta praevia), jeho pred¢asného odlouceni ¢i insuficienci. Mezi
placentarni komplikace patii také Spatné prokrveni matetské strany lizka z divodu
hypo/hypertenze matky ¢i abnormdlnich déloznich kontrakci. Méné Castymi pii¢inami
jsou onemocnéni matky nebo plodu zptisobujici zhorSenou oxygenaci (srdecni ¢i plicni
onemocnéni, anémie). Postnatdlni komplikace zahrnuji rizné stavy novorozence
vedouci k nedostatecnému provzdusnéni a prokrveni plic po porodu (Hajek et al.,
2014).

Pro posouzeni perinatalni asfyxie Vv klinické praxi se pouzivaji kritéria, mezi
ktera patfi zavazna metabolickda nebo smiSena acidémie (pH < 7 v arterialni
pupecnikové krvi), skore podle Apgarové 0-3 po 5. minuté zivota novorozence,
neurologické priznaky (napf. zachvaty, koma, hypotonie) a multiorganové selhani
(ledviny, plice, jatra, srdce, stieva) (American College of Obstetricians and
Gynecologist, 2003).

V literatufe se muzeme Casto setkat s rozdélenim perinatalni asfyxie na mirnou,
sttedni a zavaznou. Né&které vyzkumné tymy pouzivaji pro klasifikaci skore podle
Apgarové, které poskytuje komplexni zhodnoceni Stavu novorozence V prvnich

minutach po narozeni a slouzi zejména k posouzeni odpovédi na mimod¢€lozni prostiedi,

11



popt. resuscitaci (Gardner et al., 2010). Toto skore hodnoti 5 kritérii (barva kize,
srde¢ni frekvence, reakce na podrazdéni, svalovy tonus a dychani). Kazdé z nich muze
byt ohodnoceno skorem 1-3 (Stables et Rankin, 2010). Perinatalni asfyxie je pak
posuzovana jako mirna pokud je novorozenec zhodnocen Vv 1. minuté po porodu skorem
veétsim nez 7, stiedni pii skore 4-6 a zavazna pokud ziska méné nez 3 body (Shah et al.,
2005). Dalsimi kritérii pro posouzeni zavaznosti asfyktického inzultu jsou pfitomnost
metabolické acidozy, stupenn neurologického poSkozeni a také kardiovaskularni,
respiraéni a ledvinové komplikace (Low, 1997).

Obecné plati, ze poskozeni centralni nervové soustavy mutize byt ireverzibilni,
pfipadech dit¢ umira nasledkem multiorginového selhani (Marsal et al., 2006).
U mozku dochazi v disledku pferuseni dodavky kysliku a krve k hypoxicko-ischemické
encefalopatii. Z hlediska lokalizace a rozsahu poskozeni mozkové tkané je dulezitym
méftitkem zejména Cas, tedy délka trvani asfyktického inzultu, a také zralost centralni
nervové soustavy novorozence. U donosSenych novorozencl jsou k asfyxii nejvice
nachylné nékteré Casti kortexu a hippokampus, u nedonoSenych déti pak bila hmota
v okoli mozkové komory (Fellman et Raivio, 1997). O zavaznosti poskozeni rozhoduje
rovnéz individudlni vnimavost plodu/novorozence viici asfyxii (Pasternak, 1993).

Mirnéd a stfedni asfyxie byva spojovana s kognitivnimi a behavioralnimi
problémy (hyperaktivita, autismus), poruchami pozornosti u déti a dospivajicich,
nizkym inteligenénim kvocientem, schizofrenii a rozvojem psychotickych poruch
v dospivani. Zavazna asfyxie pak miva za nasledky mozkovou obrnu, mentalni retardaci

a epilepsii (Morales et al., 2011).
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2. Hypoxicko-ischemicka encefalopatie

N 24

probéhlé perinatdlni asfyxie u donosené¢ho novorozence. Centralni nervova soustava
je nachylna na nedostatek kysliku zejména diky vysoké energetické naro¢nosti
pro udrzeni iontové homeostazy a také ztoho divodu, Ze disponuje pouze malym
mnozstvim  energetickych zasob  (Loidl, 1997). Hlavnim zdrojem energie
je katabolismus glukozy. Za normalnich podminek byva energie ziskavana ve formé
ATP mechanismy aerobni glykolyzy, kdy vznikly pyruvat vstupuje ve formé acetyl-
CoA do Krebsova cyklu a poté dochazi k reoxidaci redukovanych koenzymu
v dychacim fetézci. Témito procesy vznika z 1 mol glukézy 38 mol ATP. V piipadé
hypoxicko-ischemického poskozeni je energie ziskdvana anaerobnim odbouravanim
glukozy, koncicim na urovni laktatu. V tomto ptipadé na 1 mol glukozy piipada zisk
pouze 2 mol ATP, coz je zcela nedostate¢né na pokryti energetickych potteb mozku
(Masopust et Prasa, 1999). Béhem 2-3 minut dochazi ke spotiebovani zasob glukdzy
a také glykogenu. Mozek disponuje enzymem kreatinkinazou, ktery katalyzuje konverzi
fosfokreatinu na kreatin za uvolnéni ATP, coZ prodlouzi dobu dostupnosti energie o cca
I minutu. Dal$im obrannym mechanismem je adenylatkinaza, ktera pii zvySeni ADP
v cytosolu preméni 2 molekuly ADP na ATP a AMP. Diky tomuto enzymu pak mozek
ziska cca 5-10 minut navic, neZ spotiebuje veskeré energetické zasoby (Loidl, 1997).

Hlavni funkci lidského mozku je generovani a ptenos signdlu. Tyto procesy
vyzaduji vytvareni a udrZovani iontového gradientu skrze bunéénou membranu. VétSina
ATP v mozku je spotfebovavana pro pohyby ionti (sodiku, drasliku, chléru, vapniku),
které jsou aktivné transportovany pies membranu a dale pak Kk syntézam strukturnich
a funk¢nich proteini, membranovych lipidli a neurotransmiterd. Pfi sniZeni mnoZstvi
vysokoenergetickych fosfati dochdzi k rychlému selhani ATP-dependentnich sodno-
draselnych pump, coz vede Ke snizeni iontového gradientu a k rychle se Sifici
membranové  depolarizaci (James et Cherian, 2010). Tato depolarizace
je zprosttedkovavana napétové fizenymi Na* a Ca®" kandly a zplisobuje uvolnéni
excitaénich neurotransmiterti (Bednaiik et al., 2010). Repolariza¢ni schopnost neuronti
je diky energetické depleci znacné omezena, nadbytek excitacnich neurotransmiterti pak
zpusobuje jejich excitotoxické poskozeni (Jedlicka et Keller, 2005).

Je dualezit¢é upozornit na to, ze plod/novorozenec je diky obrannym

mechanismiim schopen tolerovat hypoxii po relativné dlouhou dobu. Reaguje
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na ni tachykardii, zejména z diivodu zachovani dostatecného prokrveni mozku. Pokud
hypoxie pokracéuje, je krevni prutok cilené redistribuovan do zivotné dulezitych organt
(mozek, srdce, jatra, nadledviny) na ukor perifernich organd. Této centralizace
se dosahne periferni vazokonstrikci. Jakmile srdce vycerpa své zasoby glykogenu
a prestane byt schopno pumpovat dostate¢né mnozstvi krve, dochazi k bradykardii, tlak
krve se snizuje a k hypoxii se pfidava také nedostate¢né prokrveni az ischemie tkani
aorganu (Anslow, 1998). Redistribuci krevniho toku muzeme pozorovat rovnéz

v mozku ve prospéch mozkového kmene na ukor mozkové kury (Lou et al., 1985).

2.1 Faze neuronalniho poskozeni

Patofyziologie hypoxicko-ischemického poskozeni mozku je spojovana
se dvéma fazemi, a to s primarnim a sekundarnim energetickym selhanim. Primarni
energetické selhani nastdva, kdyz z divodu vyrazného poklesu hladiny ATP dojde
k selhani ATP-dependentni sodno-draselné pumpy, ktera udrZzuje membranovy
potencial pfrenaSenim 3 molekul Na® do extracelulirniho a 2 molekul K*
do intracelularniho prostfedi. Nasledkem tohoto selhani nastava depolarizace neurond.
Depolarizaci se uvolni excitaéni aminokyseliny (a), v cytoplasmé se za¢nou akumulovat
vapenaté ionty Ca?* (b), coz vede k aktivaci celé fady vapnikem ovliviiovanych
enzymu. Nastava latentni obdobi reperfize, kdy byvaji pritok krve a okysliceni mozku
obnoveny témé&f k ptivodnimu stavu. Hladina ATP a intracelularni pH se také navraci
k puvodnim hodnotam. Druhy pokles hladiny ATP pak nastava 6-48 hodin
po po¢atecnim inzultu - sekundarni energetické selhani. K tomuto energetickému
selhani dochazi také z dlivodu mitochondrialni dysfunkce a 1i8i se od primarniho tim,
Ze nenastava acidoza. Patogeneze zahrnuje pokraCovani excitotoxickych procest -
uvolnéni excitacnich aminokyselin, akumulaci vapniku, zvySeni hladin volnych radikala
(c), zanétlivé procesy (d), pozménéné hladiny ristovych faktori (e) a zmény v syntéze
proteind. S primarnim energetickym selhanim je spojovana predevsim bunécna nekroza,
se sekundarnim pak apoptdéza. Typy bunééné smrti budou dale rozvedeny v samostatné
kapitole 2.2. Aktualni terapie hypoxicko-ischemického poskozeni mozku se zaméiuje
zejména na snahu predchazet mechanismim sekundéarniho energetického selhani béhem
obdobi reperfize (James et Patel, 2014). Faze neuronalniho poskozeni a zapojené

procesy jsou zndzornény na obrazku 1.
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hypoxie-ischemie primarni latentni faze sekundarni
energetické selhani energetické selhani

P

N

uzdraveni ‘ poskozeni mozku ‘ poskozeni mozku
zapojené
procesy lAT}) ) . 1 intracelularniho vapniku
se}ham sodr,lo-’drase!ne pumpy 1 extracelularniho glutamatu
1 intracelularniho vapniku mitochondrialni poskozeni
1 extracelularniho glutamatu 1 volnych radikala
nekroza zanétlivé procesy
| rastovych faktort
apoptoza

Obrazek 1: Fize neuronalniho poskozeni (vytvoieno podle James et Cherian, 2010)

a) uvolnéni excitaénich aminokyselin

Mezi hlavni excitacni aminokyseliny u ¢loveéka patii glutamat a také aspartat.
Jak jiz bylo zminéno, depolarizace neuroni zplisobend selhanim sodno-draselné pumpy
vede K jejich nadmérmému uvolhiovani. Za normalnich podminek jsou excita¢ni
aminokyseliny uvolnény z presynaptického nervového zakonceni a vyvolavaji
depolarizaci na postsynaptickém neuronu aktivaci endogennich receptort. Celd tato
akce je ukonCena jejich zpétnym vychytavanim, tento proces je ovSem energeticky
zavisly (James et Cherian, 2010).

Bylo identifikovano né€kolik endogennich receptor, pies které zminéné
aminokyseliny pusobi, patfi mezi né metabotropni glutamatové receptory asociované
s G proteinem a také, pro nasi problematiku dulezit&j$i ionotropni receptory, vazané
na iontové kanaly. Tyto receptory odpovidaji zejména na 3 typy molekul - N-methyl-D-
aspartat (NMDA), a-amino-hydroxy-5-methyl-izoxazol propionat (AMPA) a kainat.
Metabotropni receptory aktivuji fosfolipazu C, diky niz pak dochazi ke generovani
inositoltrifosfatu a diacylglycerolu. Inositoltrifosfat mobilizuje z4soby intracelularniho
vapniku z endoplasmatického retikula, diacylglycerol poté aktivuje proteinkinazu C

a tim posiluje influx vapniku membranovymi kanaly (Bednatik et al., 2010).
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NMDA receptory aktivuji vapenaté kanaly, kterymi vstupuje Ca®" do buiky.
Maji vysokou afinitu ke glutamatu a jako koagonistu vyzaduji glycin. AMPA
a kainatové receptory se uplatiuji jako iontové kandly pro jednomocné ionty. Pii
nadmérné aktivaci téchto receptori dochazi k masivnimu influxu Na*, CI;, K* iontl
ataké vody. Za patologickych podminek mizou AMPA receptory umoziovat také
influx Ca?* do bunék. V piipadé, ze stimulace tdchto receptorii pretrvava po delsi dobu,
vstup vody do bunék zplisobuje osmoticky otok (cytotoxicky edém) az lyzi buné¢k
(Bednaiik et al., 2010; James et Cherian, 2010; Loidl, 1997). Bylo prokazano,
ze nékteré oblasti mozku jsou diky zvySené expresi glutamatovych receptorii

nachylngjsi k hypoxicko-ischemickému poskozeni (James et Cherian, 2010).

b) zvySeni intracelularni koncentrace vapniku

Neuronalni vapnik se uplatituje jako bunéény prenase¢ signalu. Hraje dilezitou
roli vregulaci mnoha enzymatickych reakci, aktivuje napiiklad rizné fosfolipazy,
proteinazy, proteinkinazy a fosfatazy (Loidl, 1997). Patologicky nartst koncentrace
intracelularniho vapniku je obvykle povazovan za klicovy d¢j vedouci k pozdéjsi smrti
bunky. Za fyziologickych podminek byva eventudlni nadbytek véapniku v buiice
kompenzovan navazadnim na intracelularni proteiny, zvySenym transportem z buiky
a preCerpanim do bunéénych organel. V piipadé mozkové hypoxie a ischemie ovsem
dochazi k selhani téchto energeticky naro¢nych kompenzacnich mechanismii. Vapenaté
ionty hromadici se v bunice vedou k nespravné aktivaci enzymi, nastartovana lipolyza
zpusobuje poruchu membranovych funkci, proteolyza vede k dezintegraci mikrotubult
a cytoskeletu, porucha proteinové fosforylace pak k naruseni genové transkripce
a ziejmé také k aktivaci apoptozy (Bednaiik et al., 2010). Vapenaté ionty vstupuji
do mitochondrii, kde zabranuji spravnému priubéhu oxidativni fosforylace a tim
pfispivaji k dal$imu sniZzeni produkce ATP. Intraceluldrni véapnik hraje rovnéz roli
v aktivaci xantinoxidazy a syntazy oxidu dusnatého, coz vede ke generovani volnych
radikala (James et Cherian, 2010).

c) volné radikaly
Volné radikaly jsou vysoce reaktivni slouceniny s neparovym elektronem.
V progresi hypoxicko-ischemického poSkozeni hraji roli zejména volné kyslikové
(ROS, reactive oxygen species) a dusikové (RNS, reactive nitrogen species) radikaly,

které vyznamné prispivaji k destrukci mozkové tkané.
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ROS

Béhem reperfuze se bunky poSkozené hypoxii musi vyrovnat s normalnim
mnozstvim kysliku. Dojde k obnoveni mechanismti mitochondrialni oxidativni
fosforylace, nahly piebytek kysliku muze ovSem pfispét k hromadéni volnych
kyslikovych radikala (James et Patel, 2014). Béhem aerobnich podminek, byvaji ROS
rychle degradovany endogennimi antioxida¢nimi procesy - napt. kyselinou askorbovou,
aktivitou superoxiddismutazy, katalazy, endoperoxidazy a glutathionperoxidazy.
Bazélni aktivita zminénych enzymi je ovSem V novorozeneckém mozku nizka
a prispiva k jeho zranitelnosti vic¢i oxidacnimu poskozeni. Nejbéznéji formovanymi
volnymi radikaly jsou - superoxidovy (O2™), hydrogenperoxidovy (HO2-) a hydroxylovy
radikal (OH-), které jsou v bufice generovany rtiznymi mechanismy (James et Cherian,
2010). Jednim z jejich hlavnich zdroji je kys. arachidonova, jenz je degradovana Ca?*-
aktivovanymi enzymy jako jsou fosfolipdza A2, lipooxygendza a cyklooxygendza.
Produkty kys. arachidonové (tromboxan A2, prostaglandiny, leukotrieny a mastné
kyseliny) mohou dal§imi procesy pfispivat k tvorbé volnych radikald. Skodlivé vlivy
ROS probihaji zejména ptes peroxidaci lipidl, kdy jsou volné elektrony z radikalu
pfeneseny na nenasycené mastné kyseliny v lipidové membrané neuronti. Mezi lipidy
v membran¢ dochazi kfetézové oxidacni reakci, ktera se muze rozsifit dale
na lipoproteiny, coz vede k poSkozeni iontovych kanali a ke zménam v membranovych
potencidlech. Tato reakce se muze §ifit dokonce na membrany sousednich bunék
a bun¢k endotelia a tim pfispivat K poruseni hematoencefalické bariéry (Bednatik et al.,
2010). Dalsimi mechanismy poskozeni pomoci ROS miizou byt napi. aktivace
proapoptickych mediatord a pfimé poSkozeni DNA a proteini. Mozek novorozence
je obzvlasté zranitelny viaci volnym radikdlim z divodu vysoké koncentrace
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA), a také vysokého obsahu volného Zeleza,
které muze prispivat K jejich tvorbé reakci s peroxidy za vzniku OH- (James et Cherian,
2010; James et Patel, 2014).

RNS

Oxid dusnaty (NO) je v téle bézné vytvaren z aminokyseliny argininu syntazou
oxidu dusnatého (NOS, nitric oxid synthase) (Saugstad, 1996). Za normalnich
podminek je dillezitym neuromoduldtorem ucastnicim se vyvoje centralni nervové
soustavy, vnimani bolesti, neuronalni plasticity a mechanismti paméti. Podobné jako

glutamat ov§em muze byt ve zvySenych koncentracich toxicky (Bednatik et al., 2010).
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Byly identifikovany tfi typy NO-syntdzy - neuronalni (nNOS), endotelidlni (eNOS)
a inducibilni (iNOS). nNOS a eNOS jsou aktivovany zvySenym mnozstvim Ca®*,
naproti tomu iNOS je pod kontrolou cytokinfi, neni zavislA na mnozstvi Ca?*
a produkuje NO jako odpovéd’ na bunéény stres. Zda se, ze nNOS piispiva k produkci
NO béhem ischemie a reperfuze a iINOS hlavné béhem reperfiize (James et Patel, 2014;
Loidl, 1997). Oxid dusnaty reaguje se superoxidovym radikdlem za vzniku
peroxynitritového radikdlu (ONO2'), ktery je pro mozkové bunky taktéz toxicky,
narusuje totiz vnitini mitochondrialni membranu a elektronovy transportni fetézec.
Poskozeni mitochondrie probihd bud’to pfimo anebo nepiimo, kdy oxid dusnaty
stimuluje jaderny enzym poly-ADP-riboézapolymerazu (PARP-1) (James et Cherian,
2010; Saugstad, 1996). Tento enzym Kkatalyzuje formovani poly-ADP-rib6zového
polymeru (pADPr) z NAD" a uvolituje nikotinamid jako produkt. PoSkozeni DNA
indukuje navazani PARP-1 do DNA, kde spousti DNA opravné mechanismy (Morales
et al.,, 2011). V pfipad¢ hypoxie a ischemie se stimulace PARP-1 ovSem jevi jako
neurotoxicka, jelikoz spotiebovava NAD™ a cestou oxidativni fosforylace snizuje tvorbu
ATP (Seidl et al, 2000).

d) zanét

K mechanismiim pozdni bunétné smrti dochazi také z davodu zanétlivé
odpovédi. V pfipade, ze se objevi mozkové poSkozeni, jsou aktivovany mikroglie,
ziejm¢ proto, ze nekrotické bunky produkuji urcité signaly poSkozeni (DAMPS,
damage-associated molecular pattern), které receptory na mikrogliich zachycuji (TLRS,
Toll-like receptors). Dojde k aktivaci hlavniho transkripéniho faktoru asociovaného
se zanétlivou odpovédi NF-kB. ZvySeni NF-xB vede Kk expresi nékolika genu
asociovanymi s vrozenou imunitni odpovédi zahrnujici prozanétlivé cytokiny jako jsou
faktor nadorové nekrozy o (TNF-a), interleukin 1-B (IL-1pB), interleukin 6 (IL-6),
interleukin 10 (IL-10), interferon y (INF-y) a protedzy, napf. matrix metaloproteinaza 3
a 9 (MMP-3 a MMP-9) (Morales et al., 2011). U ¢lovéka byl zjistén vztah mezi
hladinou prozanétlivych cytokini v séru a nasledky perinatalni asfyxie. Novorozenci
s PA, ktefi zemfeli, nebo se u nich vyvinulo téZzké hypoxicko-ischemické poskozeni
mozku, méli mnohem vyssi hladiny téchto cytokinl nez novorozenci s leh¢imi nasledky

(Foster-Barber et al., 2000).
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e) zmeéna hladin ristovych faktori

Béhem hypoxicko-ischemického poSkozeni mozku dochazi k transkripci série
gend zapojenych do erytropoézy, angiogeneze a anti-apoptickych procesu. Klicovym
faktorem zprostfedkovavajicim transkripci téchto genit je hypoxii-indukovatelny
transkripéni faktor 1o (HIF-1a). Béhem hypoxie je HIF-1a heterodimerizovan s HIF-13
za tvorby HIF-1, ktery nasledné reguluje pies transkripéni motiv HRE expresi cilovych
gentl. HIF-1a ma pfi hypoxii jak neuroprotektivni, tak neurotoxicky efekt. Béhem mirné
hypoxie se zapojuje do neuroprotektivnich procest, indukuje expresi genu
pro erytropoetin (EPO), ktery se podili v erytropoéze, dale expresi vaskularniho
endotelialniho ristového faktoru (VEGF). VEGF je spojovan s tvorbou a ristem novych
kapilar v hypoxicko-ischemickych oblastech mozku a také s anti-apoptickymi procesy.
Pii zavazné hypoxii ovSem aktivuje transkripci genti zapojenych do apoptdzy (BNIP-3,
p53), interakci s vapenatymi ionty a enzymy kalpainy hraje pak i roli v nekroze (Fan
etal.,, 2009). Kalpainy jsou cytosolické proteazy aktivované vysokou koncentraci
vapniku uvniti buiniky, nevratné¢ poskozujici cytoskelet a regulacni proteiny (Bednatik

et al., 2010).

2. 2 Typy bunécné smrti

Mechanismy smrti neuronti po probéhlé perinatalni asfyxii zahrnuji nekrozu,
apoptozu, autofagii a hybridni bunéénou smrt, kdy zalezi zejména na zavaznosti inzultu
a na zralosti mozku novorozence. Zatimco nekrdza nervovych bunék byva pozorovana
béhem nékolika minut, apoptické procesy se vyviji postupné (Bonfoco et al., 1995).
Nekroza je pasivnim procesem charakterizovanym biochemickymi udalostmi
vychazejicimi ze selhani membranovych iontovych pump. Nasleduje osmoza,
rozptyleni chromatinu, ztrata membranové integrity a lyza buiiky, coz miize eventualné
zpusobit zanét a fagocytozu - ¢asna bunééna smrt (James et Patel, 2014). Apoptoza
je vyvolana aktivaci endogennich proteaz a kaspaz, vede K naruSeni cytoskeletu,
smrsténi bun¢k a k puchytkovaténi membran. V jadie dojde ke kondenzaci chromatinu
a k degradaci DNA endonukleazami (Yuan et Yankner, 2000). Apoptoza je proces,
ktery vyzaduje energii, uréujicim faktorem tohoto typu bunééné smrti tedy je schopnost
mitochondrii poskytovat adekvatni mnozstvi ATP. Dal§im faktorem pfispivajicim
k apoptoze je také ztrata neuronalnich spojeni, coz muze pokracovat dny az tydny

po probéhnuti asfyxie (Northington et al., 2007). Apoptdza je V perinatalnim mozku
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prevladajicim typem pozdni bunééné smrti. Zapojuji se zde kaspaza-dependentni
i indepedentni mechanismy. Do apoptického procesu piispivaji ruzné intracelularni
faktory - anti-apopticky protoonkogen Bcl-2, proapopticky faktor BAX (Bcl-2
asociovany X protein), BAD (Bcl-2 asociovany promotor smrti), receptory smrti
a kaspazy. Hypoxie a ischemie také zvySuji markery pro autofagozémy a lysosomalni
aktivitu v kortexu a hippokampu (Morales et al., 2011). Byly popsany hybridni buriky,
jejichz morfologie vykazovala jak znamky nekrézy, tak apoptdzy. Zatimco jadro
s chromatinem mélo znaky podobné apoptdze, cytoplasma piipominala nekrotické
neurony (James et Patel, 2014). Tento jev muze byt vysvétlen tim, Ze u nékterych bunek
doslo k selhani apoptézy a indukci nekrozy zdivodu nedostatku energie

a mitochondrialni dysfunkce (Morales et al., 2011).

2. 3 Neuroprotekce

Celosveétové nepiiliS uspokojivé vysledky 1é¢by hypoxicko-ischemického
poskozeni po prodélané perinatalni asfyxii vedou K hledani novych metod, které by
mohly pfispét K zlepSovani progndzy pacientll. V zavislosti na cilovém patologickém
procesu jsou testovany ruzné terapeutické moznosti a latky (James et Patel, 2014).
V soucasnosti je U donoSenych novorozencu bézné pouzivana pouze 1é¢ba hypotermii.
Mechanismy neuroprotekce pomoci hypotermie zatim nejsou pln€ pochopeny.
Hypotermie ziejmé potlacuje nékteré patologické drahy vedouci k pozdni bunétné
smrti. Pravdépodobné puisobi pozitivné proti energetické depleci, zvySenym hladinam
glutamatu a volnych radikalti, zvySenému riziku zanétu a procesim vedoucich

k apoptoze (James et Cherian, 2010).

2. 3.1 Testované latky spojované s neuroprotektivnimi uéinky

Byla publikovana cela ftada studii, zabyvajicich se hledanim novych
neuroprotektivnich moznosti u novorozencii. Potencidlni neuroprotektivni agens
mizeme rozdélit do skupin podle primarniho mechanismu U¢inku - sniZovani
excitotoxicity zpisobené zvySenym uvoliovanim glutamatu - patii zde zejména
antagonist¢é NMDA receptoru - vzacné plyny - xenon (David et al., 2008), argon (Ryang
et al., 2011), dale napf. memantin (Chen et Lipton, 2006) a hoi¢ik (Tirkyilmaz et al.,
2002). Jako antagonista AMPA, kainatovych a také NMDA receptorti se testuje napf.
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topimarat (Rawls et al., 2009). Antioxidanty ptsobi proti Skodlivym u¢inkiim volnych
kyslikovych a dusikovych radikala - allopurinol (Marro et al., 2006), melatonin
(Carloni et al., 2009), deferoxamin (Hamrick et al., 2005). Protizanétlivé latky blokuji
aktivaci mikroglii a uvolnovani cytokini - minocyklin (Cai et al., 2006). Inhibitory
bunééné smrti blokuji napt. enzym PARP-1 ¢i kaspazy - 3-aminobenzamid (Ducrocq
et al., 2000), MDL 28710 (Han et al., 2002). Pro podporu neurogeneze se testuji rizné
rustové faktory - erytropoetin (Sola et al., 2005), vaskularni endotelialni rastovy faktor
VEGF (Zhang et al., 2000), inzulinu podobny ristovy faktor IGF-1 (Johnston et al.,
1996) ¢i mozkovy neurotrofni faktor BDNF (Cheng et al.,, 1997). Pozitivni
neurologické ucinky u zvifecich modelt vykazuje také transplantace nervovych
kmenovych bunék. Tyto buniky migruji a integruji se do mist poskozenych ischemii
a jsou schopny se diferencovat na rtizné typy mozkovych bun¢k, jako jsou neurony,
astrocyty ¢i oligodendrocyty (Gonzalez et Ferriero, 2008).

2. 3. 2 Hypotermie

Lécba hypotermii je pouzivana zejména k omezeni Skodlivych pochodi
probihajicich v mozku po prodélané hypoxii a ischemii. Jedna se o cilené podchlazeni
teploty téla novorozence na 34,0 + 0,5 °C, pfi této teploté je potom udrzovan po dobu
72 hodin. Nasledné je pozvolna ohfivan na normalni télesnou teplotu (Kolafova et al.,
2011). Zatimco ochlazeni probiha najednou, zahiivani neboli ,,rewarming® probiha
pomalu, po 72 hodinach byva novorozenec zvolna zahiivan o 0,5 °C za hodinu
az na fyziologickou teplotu téla 36,5 °C. Novorozenecky mozek mize byt chlazen
selektivnim ochlazenim téla, hlavy nebo téla a hlavy dohromady. Standardné se pouziva
celotélové chlazeni (Shankaran et al., 2005).

V Ceské republice doporuéeni pro zahijeni a 1é&bu hypotermii vychéazi
z protokolu TOBY - ,total body hypotermia“ (Azzopardi et al., 2008). Piestoze
zkusenosti s hypotermii jsou zatim omezené, Rada pro resuscitaci ji v roce 2010
zatadila do standardniho postupu resuscitace novorozence. Zahajeni 1écby hypotermii
je mozné pouze u novorozence mladsiho nez 6 hodin bez vyvojovych vad. Béhem 1é¢by
hypotermii je doporu¢eno hodnotit v pravidelnych intervalech stav novorozence
klinickym pozorovanim - Thompsonovo skore (Thompson et al., 1997),
popt. modifikované skore podle Sarnatovych (Sarnat et Sarnat, 1976). Tyto skoérovaci

systémy klasifikuji hypoxicko-ischemickou encefalopatii na mirnou, stiedni a zdvaznou.
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Provadi se také laboratorni testy a bakteriologické vysetfeni dle zvyklosti pracoviste,
pro zhodnoceni novorozence se vyuzivaji zobrazovaci techniky - RTG hrudniku

a biicha, sonografie mozku a ledvin, aEEG, NMR (Kolarova et al., 2011).

3. Metabolomika

Metabolomika se zabyva studiem metabolitii (nizkomolekularnich latek), které
jsou chemicky transformovany (metabolizovany) a tzce koreluji s fenotypem (Patti
etal., 2012).

Mezi metabolity se tadi Sirokd Skala latek, které se 1iSi v mnoha chemickych
(molekularni hmotnost, polarita, rozpustnost) a fyzikalnich vlastnostech (tékavost,
naboj). Rozdily jsou také v koncentracich, které se mohou pohybovat v fadech pmold
az mmolu (Barbas et al., 2011).

K metabolomické analyze je mozné pfistupovat nékolika zplsoby. Cilena
metabolomicka analyza - ,target analysis® je zamétena na identifikaci a kvantifikaci
ur¢itého metabolitu nebo vybrané malé skupiny chemicky podobnych metabolitd
pomoci specializované a optimalizované metody, napf. na zékladé MRM piechodd
aretenéniho ¢asu. Pomoci metabolitového profilovani - , metabolite profiling* jsou
ziskavany informace o Siroké Skale chemickych tiid. Metoda vSak piedstavuje
kompromis a vysledky nebyvaji stejné kvalitni pro vSechny analyzované skupiny latek.
Pristup metabolitového otisku prstu - ,,metabolic fingerprinting* poskytuje nejvétsi
pokryti, je ovSem vhodny pouze pro porovnavani profilt, nikoliv hladin metabolitu.
Slouzi piedev§im pro rychlou klasifikaci vzorku a screening (Fernandez-Peralbo
et de Castro, 2012; Trethewey, 2004). N¢které zdroje rozliSuji terminy ,,metabolic
fingerprinting™, zabyvajici se intracelularnimi metabolity a ,,metabolic footprinting*,
tzv. otisk nohy, ktery se tyka extracelularnich metaboliti (Mapelli et al., 2008).
Necilena metabolomicka analyza - ,,untargeted metabolomics* detekuje ionty v ur¢itém
rozsahu hmot a umoznuje jejich relativni kvantifikaci srovnanim rozdilnych typt

vzorkl (Vinayavekhin et al., 2009; Vinayavekhin et Saghatelian, 2010).
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3. 1 Metabolomika perinatalni asfyxie

Soucasné metabolomické studie perinatalni asfyxie se zamétuji na rizné otazky
a vyuzivaji pro analyzu nejenom vzorky novorozenct, ale také riizné zviteci modely.

Beckstrom a kol. (2011) pouzili pro studium vlivu perinatalni asfyxie
na metabolom krevni vzorky primata makaka vepiiho (Macaca nemestrina). Pomoci
komprehensivni dvourozmérné plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (GCxGC-MS, comprehensive two-dimensional gas chromatography-mass
spectrometry) potvrdili laktat a kreatinin jako hlavni markery PA a identifikovali dalsi,
mezi které patiil sukcinat, malat a také kys. arachidonova.

Atzori a kol. (2010) se na zvifecim modelu selatek zaméfili na jiné otazky -
Mize mit metabolicky profil pfed indukci hypoxie vliv na odpoveéd’ pii reoxygenaci?
Muze odlisna koncentrace kysliku vyvolat zmény v metabolickych drahach? Aplikaci
protonové nuklearni magnetické rezonanéni spektroskopie (*H NMR-MS, proton
nuclear magnetic resonance spectroscopy) navzorky moci gzjistili vliv rozdilu
Vv metabolickych profilech ptfed indukci hypoxie na pieziti selatek, vysoké hodnoty
hypoxantinu a kys. mocové predikovaly umrti. Dale pozorovali rozdily pfi reoxygenaci
riznymi koncentracemi Oz. Diskriminujicimi metabolity byly urea, kreatinin, malonat,
methylguanidin a hydroxyisobutyrat.

V nedavno publikované studii Longini a kol. (2015) hledali diskriminujici
metabolity mezi skupinou asfyktickych a kontrolnich novorozenci, rovnéz pomoci
'H NMR spektroskopie vzorki modi. Jako nejvice diskriminujici metabolity uréili
laktat, glukozu, trimethylamin-N-oxid a threonin/3-hydroxyvalerat (nebyli schopni
rozlisit). Urcili také dal$i metabolity, ptispivajici k déleni analyzovanych skupin -
dimethylglycin, dimethylamin, kreatin, sukcinat, formét, kys. mocové a akonitat.

Reinke a kol. (2013) vyuzili stejnou analytickou techniku pro analyzu séra
novorozenci s PA a také téch, u kterych se vyvinula HIE. Zjistili, ze pozménéné
hladiny 3-hydroxybutyratu, glycerolu, O-fosfocholinu a sukcinatu souvisi se zavaznosti
neurologickych nasledk.

Metabolity korelujici se zavaznosti HIE zjistovali také Walsh a kol. (2012)
kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS, liquid
chromatography-mass spectrometry) vzorkt pupe¢nikové krve. Témito metabolity byly
acylkarnitiny C10:1, C14:2, fosfatidylcholin acyl-alkyl C38:0, fenylalanin a prolin.

Dale nalezli 29 latek zté riznych skupin (aminokyseliny, acylkarnitiny
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a glycerofosfolipidy), jejichz hladiny byly vyrazné pozménény mezi studovanymi
skupinami (PA, HIE a zdravé kontroly).

Chu a kol. (2006) analyzovali pomoci plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS, gas chromatography-mass spectrometry) vzorky
moci novorozenci s PA. ZvySené koncentrace nasledujicich metaboliti - glutaratu,
methylmalonatu, 3-hydroxy-butyratu a orotatu, pozorovali u novorozenci s HIE nebo
u téch, ktefi zemieli. Ethylmalonat, 3-hydroxy-3-methylglutarat, 2-hydroxyglutarat

a 2-oxoglutarat pak byly vyrazné zvysené u novorozencd, u kterych se HIE nerozvinula.

3. 2 Necilena metabolomicka analyza moci

Necileny metabolomicky pfistup poskytuje komplexni obraz analyzovaného
vzorku (Commisso et al., 2013). Postup experimentu mtizeme rozdélit na nékolik krokt
- pripravu vzorku, metabolomickou analyzu, extrakci dat z chromatogramd, jejich
zpracovani a statistickou analyzu.

Moc¢ obvykle obsahuje pouze malé mnozstvi proteinti ¢i dalSich sloucenin
s vysokou molekulovou hmotnosti diky jeji filtraci ptfes renalni mikrotubuly (Want
et al., 2010). Pfiprava vzorku je proto jednodusi nez u ostatnich biologickych tekutin
Citkani. Casto se vyuzivd pouze centrifugace pro odstranéni nezadoucich &astic
nasledovana zfedénim vodou. Nékdy se pridava také azid sodny jako prevence
bakterialniho rstu béhem skladovani (Vuckovic, 2012).

Po ptipravé vzorku nasleduje jeho analyza zpravidla zahrnujici hmotnostné-
spektrometrickou (MS, mass spectrometry) detekci metaboliti. Vzorek muze byt piimo
nastiiknut do hmotnostniho spektrometru (DIMS, direct-infusion mass spectrometry),
vétsinou vSak MS analyze pfedchazi chromatograficka separace. Ze separa¢nich metod
se vyuziva plynova (GC, gas chromatography), kapalinova chromatografie (LC, liquid
chromatography) ¢i kapilarni elektroforéza (CE, capillary electrophoresis) (Dunn et al.,
2013). Pro detekci se vnecilené metabolomice pouzivaji hmotnostni analyzatory
S vysokym rozlisenim - ,high resolution mass spectrometry*. Patii zde analyzatory
doby letu (TOF, time-of-flight), analyzatory typu iontové cyklotronové rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR, Fourier transform ion cyclotron resonance) nebo
Orbitrap (Want et al., 2010).

Data ziskand pomoci LC-MS analyzy musi byt nejdiive z chromatogramt

extrahovana, vzhledem ke své slozité struktufe vyzaduji upravu pied vlastnim
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statistickym zpracovanim tzv. ,,data preprocesing* (Patti et al., 2012). Pro extrakci dat
Z chromatogramti a identifikaci izotopickych paternii a adukti se pouzivaji rtzné
metabolomické softwary, napf. MassHunter, MZmine ¢i specialni balicky (XCMS,
CAMERA) vyuzivané v R programovacim jazyku (Theodoridis et al., 2012).
Zpracovani dat dale zahrnuje interpolaci, normalizaci, transformaci a Skalovani. Pomoci
statistickych metod jsou odhaleny potenciondlni metabolity - ,,metabolic features*
diskriminujici jednotlivé skupiny vzorkt. Tyto jsou na zaklad¢é piesné hmoty hledany
v elektronickych databazich napf. METLIN (https://metlin.scripps.edu), HMDB
(http://www.hmdb.ca) nebo LipidMaps (http://www.lipidmaps.org). Takto je ziskan list
potencionalnich kandidati kazdého hledaného metabolitu - pro potvrzeni molekularni
struktury musi byt viak provedena fragmentace molekularnich iontd v MS? nebo MS"
modu (Dunn et al., 2013). K usnadnéni identifikace pfispivaji i dalsi informace jako
retencni Cas, nicméné pro jednoznacnou identifikaci a ovéteni spravnosti je zapotiebi
srovnani naméfenych dat s daty ziskanymi analyzou standardni slou¢eniny (Theodoridis

etal., 2012).

3. 3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda zaloZzend na principu méfeni
hodnoty poméru hmoty a naboje m/z. Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi hlavnich
komponent - iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Nedilnou soucasti
je rovnéz vstupni systém piivadéjici vzorek do iontového zdroje. Vlivem napéti
a pomocnych plynit dochazi v iontovém zdroji k ptevodu kapalné mobilni faze
na plynnou. Hmotnostni analyzator poté odd€luje ionty na zakladé jejich poméru m/z,
ty jsou dale privadény k detektoru, ktery umoziuje prevod proudu iontl na elektricky
signal, jenz je dale pocitaCem zpracovavan na hmotnostni spektra. Soucasti
hmotnostniho spektrometru je také vakuovy systém, umoznujici volny pohyb ionta bez
nechténych interakei a kolizi s ¢asticemi atmosféry (Dass, 2007).

V experimentalni ¢asti byl pro necilenou metabolomickou analyzu vyuzit

hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite, proto je mu vénovana nasledujici kapitola.
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3. 3. 1 Orbitrap Elite

Orbitrap Elite je typ hybridniho hmotnostniho spektrometru kombinujici
analyzator typu orbitrap s dudlné tlakovou linearni iontovou pasti. Schematicky

je piistroj znazornén na obrazku 2.

ctvercovy vysokotlakd  nizkotlaka )
elektrosprej S- Gocka kvadrupol — oktopol  cela cela multipol C-past  HCDcela

= |
N vt e

el

Obrazek 2: Schematické znazornéni pristroje Orbitrap Elite (upraveno podle Makarov et Scigelova,
2010)

Orbitrap Elite nejcastéji vyuziva elektrosprejové ionizace, lze ovSem pouzit
I jiné ionizacni techniky jako fotoionizaci za atmosférického tlaku nebo chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku (Thermo Fisher Scientific, 2011). lonty jsou vedeny
pres S-Cocku, coz je radiofrekvencni zafizeni umoznujici fokusaci iontd do uzkého
proudu. Pak jsou dale transportovany pies ¢tvercovy kvadrupol s neutralnim blokatorem
pro eliminaci nenabitych molekul a oktopol do dualné tlakové linearni iontové pasti
(dual-pressure ion trap Velos Pro). Dualni tlakova iontova past se sklada ze dvou cel,
prvni vyuziva vysokého tlaku helia a druhd je nizkotlakd. Zatimco vysokotlakd cela
umoznuje lepsi zachytavani iontil a fragmentaci, nizkotlaka rychlé skenovani a detekci
iont (Olsen et al., 2009). Z této pasti pak ionty putuji pfes multip6l do zaktivené C-
pasti, kde dochazi ke ztrat¢ jejich kinetické energie v dusledku srazek s dusikem,
jakozto koliznim plynem, vychazejicim z HCD kolizni cely (higher-energy collisional
dissociation). Ve stfedni ¢asti C-pasti dochazi k jejich shromazd’ovani a poté jsou
pulzné vstiiknuty do orbitrap analyzatoru (Thermo Fisher Scientific, 2011).

Orbitrap je typem hmotnostniho analyzitoru s vysokym rozliSenim,
jenz byl navrzen Alexandrem Makarovem v roce 2000. Koncept orbitrapu vychazi
predevsim z Kingdonovy pasti z roku 1923 (Hu et al., 2005). Jak jiz nazev napovida,
jedna se o iontovou past. Od konvencnich iontovych pasti se ovSem liSi tim,

7e zde nenajdeme Zadnou radiovou frekvenci ani magnetické pole. Ionty jsou uvnitf
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pasti drzeny pomoci elektrostatického pole (Scigelova et Makarov, 2006). Orbitrap
se sklada ze dvou elektrod, vnéjsi soudkovité a vnitini vietenovité, které jsou umistény
podél osy piistroje. Ionty jsou do analyzatoru vstfikovany ve sméru kolmo na tuto osu
mezi elektrody a v elektrostatickém poli pak zacinaji rotovat v radidlnim sméru

a zaroven axialné oscilovat podél osy z., viz obrazek 3.

Obrazek 3: Pohyb ionti v orbitrap analyzatoru (upraveno podle http://www.thermoscientific.com,
2015)

Nasledné je zvySovano napéti na vnitini elektrod€, coz vede ke stlacovani iontd

smérem ke stfedu elektrody, a z nich Kk vytvofeni tenkého rotujiciho krouzku, ktery

1
harmonicky osciluje s frekvenci (%)5 (Makarov et Scigelova, 2010). Tento proces

se nazyva elektromagneticky ,,squeezing“ a je znazornén na obrazku 4. Z C-pasti jsou
pak vsttikovany dal$i ionty obvykle o vétsim poméru m/z. Jakmile do orbitrap
analyzatoru vstoupi ionty o vSech hodnotach m/z a dosahnou své harmonické axialni
frekvence, nastane stabilizace napéti na vnitini elektrodé a zapocne detekce obrazu
proudu - ,,image current detection“. Pro zisk hodnot poméru m/z iontl se vyuziva
axialni frekvence, jelikoZ je zcela nezavisld na energii a prostorovém Sifeni ionti

(Makarov, 2000). Frekvence je pfevadéna na hmotnostni spektra pomoci Fourierovy

transformace (Zubarev et Makarov, 2013).

Hf/ '
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z

-

Obrazek 4: Princip elektromagetického ,,squeezingu® (vytvoieno podle Hu et al., 2005)

27



3. 4 Statistické zpracovani dat

Pii metabolomickém experimentu je kazdy biologicky vzorek (pozorovani)
charakterizovan velkym poc¢tem proménnych v podob¢ analyzovanych latek. Data s vice
nez 6 proménnymi standardné fadime mezi vicerozmérnd, a je tieba na né aplikovat
vicerozmérné statistické metody, které maji za cil zredukovat dimenzionalitu bez vétsi
ztraty informace o datech (Wiklund, 2008). Jednou ze zékladnich metod
pro zjednoduSeni dat a urceni vzijemnych vazeb mezi pozorovanimi a proménnymi
je analyza hlavnich komponent (PCA, principal component analysis). Cilem této
analyzy je najit v pozadi stojici, tedy skryté (latentni) proménné, které dostatecné
vysvétluji ptivodni variabilitu souboru. Tyto nové proménné ziskdme matematickou
transformaci pivodnich korelovanych proménnych do hlavnich komponent (PC), které
spolu navzajem nekoreluji a tim poskytuji nezavislou informaci o systému. Zakladni
charakteristikou kazdé PC je mira variability ¢ili rozptyl. Komponenty se fadi v potadi
tak, Zze prvni vysvétluje nejvétsi procento celkové variability souboru, dal§i pak
co nejvetsi procento zbyvajici variability atd. VétSina informace je tedy obsaZena
Vv prvni komponenté (resp. v prvnich n¢kolika komponentach). Pivodni zdrojova matice
se rozkladd na matici komponentnich skorit a komponentnich zatéZi. Grafickymi
vystupy pak jsou rozptylovy diagram komponentnich skora - ,scatter plot“, ktery
zobrazuje komponentni skory obycejné pro prvni dvé hlavni komponenty u vsech
objektt a graf komponentnich zatézi - ,,loadings plot zobrazujici komponentni zatéze
pro prvni dvé PC. Body grafu odpovidaji pozorovanim a porovnava se vzdalenost mezi
nimi. Kratka vzdalenost znazornuje silnou korelaci. Dvojny graf - ,,biplot* je kombinaci
obou ptedchozich vystupt (Meloun et Militky, 2012).

Ke klasifikaci objektii pouzivdme postupy, pomoci kterych se objekty zatadi
do jiz existujicich tiid (diskriminaéni analyza) nebo pomoci nichZ lze neuspotfadanou
skupinu objekti uspofddat do nékolika vnitin€ sourodych tiid ¢i shluk (shlukova
analyza). Diskriminacni analyza (DA, discriminant analysis) je postup, ktery umoznuje
na zéklad¢ predem daného pravidla zatadit objekt do skupin. Kromé matice X
se zde uplatituje také matice Y tzv. prediktort (Meloun et Militky, 2012). Shlukova
analyza (CA, cluster analysis) slouzi ke klasifikaci objektti do skupin (shlukt), tak aby
si objekty z jednoho shluku byly vice podobné nez objekty z dvou rtznych shluki.

Grafickym zndzornénim je dendrogram, kde kazdy uzel stromu ptedstavuje shluk.
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Vodorovné urovné stromu jsou stupné rozkladu shlukt, svisly smér udava vzdalenost
mezi shluky (Kucera, 2008).

Ke zjednoduSeni dat a ziskani latentnich proménnych se pouZiva také napf.
metoda dil¢ich nejmenSich ¢tvercti (PLS, partial least squares) nebo jeji varianta
ortogonalni metoda dil¢ich nejmensich ¢tverct (OPLS, orthogonal partial least squares),
které kombinuji rysy metody hlavnich komponent a vicendsobné regrese (Geladi
et Kowalski, 1986). Bézné je vyuziti téchto metod v kombinaci s diskriminaéni
analyzou - PLS-DA a OPLS-DA. Témito pfistupy je poté mozno extrahovat informace
zmatice X, které koreluji s proménnymi v matici Y. Misto proménnych se Casto

pouzivaji binarni vektory, skladajici se z 0 a 1 (Putri et al., 2013).
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EXPERIMENTALNI CAST

1. Material a metodika

1. 1 Chemikalie a pouzité roztoky

hydroxid amonny NH4OH (>25%, Sigma-Aldrich, Némecko)
kyselina octova CH3COOH (Sigma-Aldrich, Némecko)
LC-MS acetonitril - ACN (Sigma-Aldrich, Némecko)
LC-MS voda (Sigma-Aldrich, Némecko)

Mobilni fazi A, pouzitou pro analyzu, byl 20mM acetat amonny, pH 9,75. Roztok byl
pifipraven pfidanim 0,5725 ml kyseliny octové do 0,5 1 LC-MS vody, pH pak bylo

upraveno pomoci hydroxidu amonného. Mobilni organickou fazi B byl acetonitril.

1. 2 Ptistrojové vybaveni a software

HPLC systém Ultimate 3000 RS (Dionex, USA)

fidici software: Chromeleon 6.80 SR10 (Dionex, USA)

chromatografickd kolona: aminopropylovd kolona Luna 3 pm NH; 100x2 mm
(Phenomenex, USA)

tandemovy hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 (AB Sciex, USA)
ionizace elektrosprejem, ptepindni pozitivniho a negativniho médu

detekce iontt: scheduled MRM mod - ,,multiple-reaction monitoring mode*
fidici software: Analyst 1.6.2 (AB Sciex, USA)

vyhodnocovaci software: MultiQuant 3.0 (AB Sciex, USA)

hybridni hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite (Thermo Scientific, USA)

ionizace elektrosprejem, méfeni v pozitivnim modu

rozliSeni: 60 000 FWHM

skenovaci rozsah: 70-1000 m/z

zpracovani dat: R software (http://www.r-project.org) s vyuzitim softwarovych nastaveb
XCMS (pro detekcei a ,,matching* pikl) a CAMERA (pro zjiSténi izotopl a adukti)
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elektromagneticka michacka Intelli-Stirrer MSH-300i (Biosan, Lotyssko)
chlazena centrifuga Rotina 420R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

pH metr Cyber Scan pH 510 (Thermo Scientific, USA)

vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko)

1. 3 Biologicky material

Ve spolupraci s novorozeneckym oddélenim Fakultni nemocnice Olomouc byly
ziskany vzorky mo¢i novorozencu s perinatalni asfyxii a zdravych kontrol. Odbéry byly
provedeny na zakladé informovaného souhlasu schvaleného etickou komisi Fakultni
nemocnice Olomouc.

Mo¢i asfyktickych novorozencii byly sbirdny v Sesti Casech (oznaceni ¢as 1 - Cas
6), viz tabulka 1. Kontrolni moci zdravych novorozenci byly odebrany pouze v jednom
casovém intervalu a to 7-11,5 hodin po porodu (u asfyktickych déti tento rozsah
odpovida 3-5 hodindm po zahéjeni hypotermie - ¢as 2). Tento ¢as byl vybran na zakladé

predchozi studie (Galoczova, 2013).

Tabulka 1: Casové intervaly odbéri vzorkia moti - moci byly odebirdny v asech oznatenych 1-6.

Prvni odbér v ¢ase 1 byl proveden ihned po zahajeni hypotermie.

odbér oznaceni | doba od porodu g;g?terr?]die zahdjeni sgfflt(ﬁ nasbiranjch
1 cas 1 neuvedeno 0 1
2 Cas 2 7-11,5 hod 3-5 hod 9
3 cas 3 27-32,5 hod 23-25 hod 9
4 Cas 4 51-56,5 hod 47-49 hod 9
5 ¢as 5 75-80,5 hod 71-73 hod 9
6 Cas 6 99-104,5 hod 95-97 hod 9

Odebrand moc¢ byla pienesena do 2 ml plastovych zkumavek, nasledovalo
okamzité zamrazeni na -20 °C v nadob¢ s methanolem a uloZeni do tekutého dusiku.

Po transportu do laboratote byly vzorky skladovany piti -80 °C.

31



1. 4 Zakladni udaje o novorozencich

Udaje o novorozencich byly ziskany s povolenim novorozeneckého oddéleni
Fakultni nemocnice Olomouc. Tabulka 2 shrnuje zakladni poznatky o kontrolnich

novorozencich, data o asfyktickych pacientech jsou uvedena v tabulce 3.

Tabulka 2: Zakladni idaje o kontrolnich novorozencich - chybé&jici hodnoty v tabulce znamenaji,

Ze se udaj u novorozence nepodafilo ziskat

oznaceni vzorku porodni hmotnost | gestacni vék | skore pod_le Apgarové porod
(9) (tydny) (1-5-10 min)
K1 - 39+0 - cis. fez
K2 3830 38+3 10-10-10 cis. fez
K3 3280 39+3 10-10-10 cis. fez
K4 3300 40+1 10-10-10 spontanni
K7 2240 37+6 10-10-10 cis. fez
K8 2670 37+6 10-10-10 cis. fez
K9 3080 39+1 10-10-10 cis. fez
K10 3540 39+5 9-10-10 cis. fez
K11 3180 38+1 9-10-10 cis. fez
K12 2770 38+0 10-10-10 cis. fez
K13 2660 39+0 9-10-10 cis. fez
K14 3200 40+0 10-10-10 cis. fez
K15 3740 39+1 9-10-10 cis. fez
K16 2720 38+3 10-10-10 spontanni
K17 3670 4045 10-10-10 spontanni
K18 3750 39+2 10-10-10 spontanni
K19 3140 4045 10-10-10 spontanni
K20 3480 39+6 10-10-10 spontanni
K21 3540 38+1 10-10-10 spontanni
K22 2970 38+4 10-10-10 spontanni
K23 3250 39+3 10-10-10 spontanni
K24 2890 37+1 10-10-10 spontanni
K25 3340 38+2 10-10-10 spontanni
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Tabulka 3: Zakladni udaje o asfyktickych novorozencich - hodnoceni neurologiec probihalo
nasledovné - 1 normalni nalez, 2 lehké poskozeni, 3 tézké poskozeni. Dale se hodnotila ptitomnost détské
mozkové obrny (DMO) a psychomotoricka retardace (PRM). Nuklearni magneticka rezonance (NMR),
ktera byla u novorozencu provedena do tydne od zahdjeni hypotermie, méla klasifika¢ni kritéria
nasledujici: 1 normalni nalez bez hypoxickych zmén, 2 hypoxické zmény lehké, 3 hypoxické zmény
tézké, 4 krvaceni, 5 jiné (tromboza). Chybéjici hodnoty v tabulce znamenaji, Ze se idaj u novorozence

nepodatilo ziskat.

, .. | skore podle

oznaleni | P orodni | gestacni Apgarové pH .

hmotnost | vék pupeénikové |BE! |porod neurologie NMR
vzorku @ (tydny) (1-5-10 Krve

g ydny min)
P1 3660 40+0 3-4-6 6,9 -20,5 | forceps® |2 1
P2 2530 39+0 0-3-6 6,8 -17,7 | cis. fez 1 1,5
P3 3140 40+0 9-10-10 - - spontanni |3, DMO -
P4 3860 4142|559 ~/1hod. PO o 5 | spontanni | 2 2,4

porodu 6,8
P5 3780 4045 0-2-2 6,8 -19,6 | spontanni |3, DMO 3,4
P6 3010 40+3 0-1-2 <6,8 - cis. fez 1 1
3, DMO,

P7 2990 39+2 2-- 7,1 -20 |forceps PRM 3
P8 3300 37+0 3-- 6,8 -15,3 | spontanni |1 3
P9 3720 40+0 1-3-3 7,1 -21,0 | spontanni |3 3

1. 5 Zpracovani vzorku

Vzorky byly piipraveny dle protokolu Want a kol. (2010). Pro odstranéni
nezadoucich castic bylo 60 ul vzorku moci sto¢eno pii 10 000 g, 4°C, po dobu 10
minut. Nasledné bylo odebrano 50 pl supernatantu a nafedéno LC-MS vodou na zakladé
zndmych hodnot kreatininu ziskanych ve spolupraci s Oddélenim klinické biochemie
Fakultni nemocnice Olomouc. Normalizace koncentraci na jednotnou hladinu kreatininu
byla dale provedena Upravou nastiiku na kolonu, ktery se pohyboval v rozmezi 1,2-
10 pl. Jako procesni blank bylo pouzito 150 ul LC-MS vody a bylo s nim nakladano
jako s realnymi vzorky. Vzorek kontroly kvality (QC) byl pfipraven smichanim 5 ul

moci z kazdého vzorku, jeho nastiik ¢inil 2,5 pl.

! BE (base excess) - piebytek bazi, zaporné hodnoty poukazuji na metabolickou acidézu, kladné hodnoty
na alkalézu
2 forceps - porod pomoci porodnickych klesti
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1. 6 Cilena a necilena metabolomicka analyza

Metabolomickd analyza vzorkli moci byla provedena pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni se dvéma typy hmotnostnich spektrometri -
tandemovym hmotnostnim spektrometrem QTRAP 5500 (AB Sciex, USA)
a s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, USA),
pracujicim pii vysokém rozliSeni. Analyza probihala paralelné na obou strojich.

Chromatograficka separace byla uskuteénéna na piistroji UltiMate 3000 RS
(Dionex, USA) s aminopropylovou kolonou Luna (Phenomenex, USA) s velikosti ¢astic
stacionarni faze 3 pm, délkou 100 mm a primérem 2 mm. Vyhiivani kolony bylo
nastaveno na teplotu 35 °C. Pro separaci byla pouzita gradientova eluce, jejiz graficky
pribéh je znazornén na obrazku 5, pritok mobilni faze kolonou byl 0,3 ml/min. Jako
mobilni faze A byl pouzit octan amonny (20 mM, pH 9,75), mobilni fazi B byl

acetonitril.

100 -
80 ~
80
70 ~

mobilni faze 60 mobiln{ faze A

(%) 50 1 mobilni fize B
40 -

30
20
10

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

¢as (min)
Obrazek 5: Pribéh gradientové eluce systému HPLC - mobilni fazi A byl 20 mmol/l octan amonny
(pH 9,45), mobilni fazi B acetonitril. Na pocatku analyzy bylo slozeni smési mobilnich fazi 95 % B a5 %
A. Procento mobilni fdze B linedrné klesalo do 5. minuty na obsah 35 %. Od 5. do 7. minuty pak doslo

k strméj$imu poklesu obsahu mobilni faze B ve smési na 10 % a toto slozeni zistalo konstantni

.....

stavu, tedy 95 % B a 5% A, trvajiciho do konce analyzy.

Analyza vzorkl probihala v randomizovaném potadi. Vzorek kontroly kvality

byl do kolony vstiikovan v pravidelnych intervalech v pribchu celé analyzy.
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Pro detekci iontd byl, v rdmci cilené metabolomické analyzy, pouZit
tandemovy hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 s ionizaci elektrosprejem
a s prepindnim pozitivniho a negativniho médu v jedné analyze. Pouzitd metoda
vychazela z publikace Bajad a kol. (2006). Parametry MS/MS jsou uvedeny v tabulce 4.
Identifikace metabolitii probihala na zdkladé¢ zndmych MRM piechodll a reten¢niho
casu. V dob¢ analyzy umoziovala metoda detekci celkem 419 latek, z toho 187

V negativnim a 232 v pozitivnim modu.

Tabulka 4: Parametry MS/MS

parametr hodnota jednotka
rozliseni kvadrupoli jednotkové

napéti na kapilafe v iontovém zdroji +/-4500 V

,jpause time* 3 ms

tlak susiciho plynu 40 psi

tlak kolizniho plynu stiedni psi

tlak ,,curtaingas® 30 psi

tlak zmlzujiciho plynu 40 psi
teplota zmlZzujiciho plynu 400 °C

Jako fidici systém pro ziskavani dat byl pouzit softwarovy program Analyst
1.6.2 (AB Sciex, USA). Naméfena data cilené metabolomické analyzy byla
zpracovavana pomoci programu MultiQuant 3.0 (AB Sciex, USA).

V piipad¢é necilené metabolomické analyzy byl jako detektor pouzit hmotnostni
spektrometr Orbitrap Elite. Méfeni probihalo pouze v pozitivnim moédu pii rozliSeni
60 000 FWHM a skenovacim rozsahu 70-1000 m/z. Detekce piku z chromatogramu
necilené analyzy byla provedena pomoci metabolomické programové knihovny XCMS
(Benton et al., 2010; Smith et al., 2006; Tautenhahn et al., 2008) ve statistickém
softwaru ,,R*“ (www.r-project.org), verze 3.1.2. Pro zjisténi izotopickych paternt
a aduktii byla pouzita knihovha CAMERA (Kuhl et al., 2012).

1. 7 Zpracovani dat a statistické vyhodnoceni

Ke konecnému statistickému zpracovani byl v obou ptipadech pouzit ,,R*
software. Pro odstranéni systematické chyby byla provedena interpolace dat metodou
LOESS (Cleveland et Devlin, 1988). Na zakladé QC vzorki byl pro jednotlivé
metabolity spocitan variacni koeficient (CV), latky s hodnotou CV vyssi nez 30 % byly
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z dalSiho zpracovani vytazeny. V ramci kazdé skupiny byly chybéjici hodnoty
nahrazeny 2/3 hodnoty minimalni. Na data byla nasledné aplikovana clr transformace -
»centered logratio® a poté byla centrovana na nulu. K datim bylo pfistupovano jakozto
ke kompozi¢nim, nebot’ se jednalo o data, kterd poskytovala pouze relativni, nikoliv
absolutni kvantitativni informaci. Data byla vizualizovana pomoci vicerozmérnych
statistickych metod shlukové analyzy, PCA, PLS-DA a OPLS-DA.

Jelikoz se vodbérovém cCase 1 podafilo ziskat pouze jeden vzorek, byl

z nésledujiciho statistického vyhodnoceni vytazen.
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2. Vysledky

2. 1 Cilena metabolomicka analyza

Cilenou metabolomickou analyzou bylo ve vzorcich moci novorozenctu

identifikovano 148 metabolitti (Pfiloha 1.). Nalezené metabolity nalezely do skupin

aminokyselin, organickych kyselin, acylkarnitinii, purind, pyrimidini, sacharida, amind,

alkohol a peptida. Souhrnny pocet identifikovanych metabolitd v jednotlivych

skupinach je znazornén v tabulce 5. Zaznam chromatogramu moci asfyktického

pacienta je uveden

na obrazku 6.

Tabulka 5: Souhrnna tabulka metaboliti identifikovanych v moci novorozenci - ve sloupcich jsou

uvedeny pocty metabolitd spadajicich pod uvedenou skupinu

4.5¢6
4.0e6
3.5e6
3.0e6
intenzita (cps) s

2.0e6

1.5e6

1.0e6

5.0e5

skupina pocet identifikovanych metaboliti
aminokyseliny 43

org.kyseliny 32

acylkarnitiny 28

puriny/pyrimidiny | 18

sacharidy 11

aminy/alkoholy 10

peptidy 6

c12

homokarnosin

karnosin

N-methylhistidin
homoargini .
cystin

z

cystathionin

5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0 85 9.0

¢as (min)

Obrazek 6: Chromatogram vybranych metabolitii v negativnim médu, které byly nalezeny ve vzorku mo¢i

asfyktického novorozence P9 v odbérovém ¢ase 2 (t2) - zobrazena 3-9 minuta analyzy.
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2. 1. 1 Statisticka analyza

Pomoci PCA vSech vzorki bylo mozno pozorovat odd€leni vzorki kontrolnich

novorozencu a také vzorki odebranych v ¢ase 2 od ostatnich ¢ast (3-6), viz obrazek 7.

-1 0 1 2 3

Hkontroly
H¢as 2
M¢as 3
Mgas4
@ “|méas5
Héas 6

PC2- 135%
1
I

HBREA potd

pSFL'\

POt
P64

pbte

plt4

PC1- 3235%

Obrazek 7: PCA analyza vzorki kontrolnich (K1-K25) a asfyktickych novorozenci (p1-p9)
ve v§ech odbérovych ¢asech (t2-t6)

2.1.1.1. Kontroly vs. ¢as 2

V ptedchozi studii (Galoczova, 2013) bylo pozorovano oddéleni vzorki v ¢ase 2
od ostatnich c¢ast, cozvedlo Kk zavéru, ze pravé tato skupina je nejvice zatiZzena
ptedchozim asfyktickym inzultem. Z tohoto diivodu byly kontrolni moc¢i odebrany také
vtomto Case. Oddéleni vzorkid asfyktickych novorozenct v ¢ase 2 od kontrol bylo
patrné jak u shlukové analyzy (obrazek 8), tak z PCA a PLS-DA analyz. Ty jsou
uvedeny ve formé& biplotu, zobrazujici 20 nejvice diskriminujicich metaboliti, viz
obrazek 9 a 10. Na namétena data byla aplikovana rovnéz metoda OPLS-DA. Jednim
z moznych grafickych vystupt je S-plot, viz obrazek 11. Diskriminujici metabolity jsou

umistény v levém dolnim a pravém hornim rohu S-plotu.
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Shlukova analyza
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Obrazek 8: Shlukova analyza vzorkid kontrolnich (K1-K25) a asfyktickych novorozenci (p1-p9)

v odbérovém case 2 (t2)

PCA biplot
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p3t2

homovanilat
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C5 £3-DCIC4-OH
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oxoglutarat N
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K17 '
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Obrazek 9: PCA biplot vzorki kontrolnich (K1-K25) a asfyktickych novorozenci (pl-p9)

odebranych v odbérovém ¢ase 2 (t2), znazornéno je 20 nejvice diskriminujicich metabolitt
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PLS-DA biplot
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Obrazek 10: PLS-DA biplot vzorki kontrolnich (K1-K25) a asfyktickych novorozenci (p1-p9)

V odbérovém case 2 (t2), znazornéno je 20 nejvice diskriminujicich metabolitt

S-plot (OPLS-DA)

Q]

B wdbur
St paeudburidne .,
Pseud?ur\dln orotat . T
akonitat ribitol/arabitol s b e
cytosin hexanoylglycin N P
N,N-dimethylarginin deoxyguanosin . é‘é‘iﬂ'ﬁ‘ﬁu
threonat 5-methylthioadenosin o e :};}:;&W'ﬂ
-5 y g s

o | N-acetylputrescin s
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e L
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Obrazek 11: OPLS-DA S-plot vzorki kontrolnich a asfyktickych novorozenci v odbérovém case 2,
zvyraznéno je 20 nejvice diskriminujicich metaboliti. Zvyraznéné latky jsou sefazeny podle

Kklesajici hodnoty p(corr).
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Dvacet nejvice diskriminujicich metabolitt, ziskanych pomoci tii vySe

zminénych statistickych ptistupti - PCA, PLS-DA a OPLS-DA, je shrnuto v tabulce 6.

Tabulka 6: Dvacet nejvice diskriminujicich metaboliti ve vzorcich kontrolnich a asfyktickych
novorozencu v odbérovém case 2, ziskané pomoci statistickych pristupa PCA, PLS-DA, OPLS-DA -
metabolity spole¢né pro vSechny 3 pfistupy jsou oddéleny ¢arou, latky se stejnym MRM prechodem

a retencnim ¢asem jsou uvedeny za sebou a oddéleny stfednikem

PCA

PLS-DA

OPLS-DA

2-hydroxyisobutyrat;
2-hydroxybutyrat;
4-hydroxybutyrat

2-hydroxyisobutyrat;
2-hydroxybutyrat;
4-hydroxybutyrat

2-hydroxyisobutyrat;
2-hydroxybutyrat;
4-hydroxybutyrat

2-hydroxyisovalerat

2-hydroxyisovalerat

2-hydroxyisovalerat

akonitat akonitat akonitat

C3 C3 C3

C3-DC; C4-OH C3-DC; C4-OH C3-DC; C4-OH
C5 C5 C5

laktat laktat laktat

orotat orotat orotat

2-oxoglutarat

2-oxoglutarat

5-methylthioadenosin

adenosin adenosin alanin; sarkosin; beta-alanin
C4 C4 cytosin
C5-DC; C6-OH C5-DC; C6-OH deoxyguanosin
ethanolaminfosfat ethanolaminfosfat hexanoylglycin

. . leucin; isoleucin; alloisoleucin;
glukondt glukondt norleucin; hydroxyprolin
glycyl-leucin; _ glycyl-leucin; _ N,N-dimethylarginin
glycyl-norleucin glycyl-norleucin
homovanilat homovanilat N-acetylputrescin
indoxylsulfat indoxylsulfat pseudouridin
kys. sebakova kys. sebakova ribitol; arabitol
leucyl-leucin leucyl-leucin threonat
alanyl-fenylalanin kys. dokosahexaenova | tyrosin

Boxploty diskriminujicich latek spole¢né vSem tiem statistickym pfistuptim jsou

uvedeny na obrazku 12. U vzorka asfyktickych novorozencti byly oproti vzorkim

kontrolnim  vyrazné hladiny - laktatu, 2-hydroxyisobutyratu/

zvyseny
2-hydroxybutyratu/4-hydroxybutyratu, C3, 2-hydroxyisovaleratu, C3-DC/C4-OH a C5.

Vyrazné snizeni hladin pak bylo pozorovano u orotatu a akonitatu.
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laktat 2-OHisobutyrat/2-OHbutyrat/4-OHbutyrat Cc3

| = —
f‘\l T H
kontroly gas 2 kontroly gas 2 kontroly gas 2
2-hydroxyisovalerat orotat akonitat

o~ —_— _

kontraly Cas 2 kontroly ¢as 2 kontraly ¢as 2

C3-DC/C4-0OH Cs

—

kontraly gas 2 kontroly gas 2

Obrazek 12: Box-ploty diskriminujicich metaboliti ve vzorcich kontrolnich a asfyktickych
novorozencii  odebranych véase 2 - laktat, 2-hydroxyisobutyrat/2-hydroxybutyrat/
4-hydroxybutyrat, C3, 2-hydroxyisovalerat, orotat, akonitat, C3-DC/C4-OH, C5. Latky jsou Fazeny

za sebou podle klesajiciho rozdilu medidAnu mezi uvedenymi skupinami.

2.1.1.2. Neurologické poskozeni

Vzorky novorozencii s perinatdlni asfyxii byly rozdéleny v zavislosti
na neurologickém poskozeni do tiéi skupin - normalni nalez (HIE 1), lehké (HIE 2)
atézké (HIE 3) poskozeni. Jednotlivé skupiny se nepodafilo odd¢€lit nesupervisovanou
PCA analyzou, proto je zde uvedena pouze metoda PLS-DA, kterd jejich oddéleni
prokdzala, viz obrdzek 13. Bohuzel, pocet nasbiranych vzorkidi neni pro statistickou
analyzu idedlni, jedna se vSak o pilotni studii, na kterou bude navazovat studie nova

S vétsim poctem vzorkd.
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PLS-DA biplot
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Obrazek 13: PLS-DA biplot vzorki asfyktickych novorozencu (p1-p9) v odbérovém case 2 (t2)
v zavislosti na neurologickém poskozeni - normalni nalez (1), lehké (2) a tézké (3) poSkozeni,

znazornéno je 20 nejvice diskriminujicich metabolitia

Pro zjisténi nejvice diskriminujicich metabolith pfimo souvisejicich
se zavaznosti neurologického posSkozeni (srovnavani pacientd s normalnim nélezem
viici tézkému poskozeni) byly aplikovany metody PLS-DA a OPLS-DA, viz obrazek 14
a 15.
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PLS-DA biplot
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Obrazek 14: PLS-DA biplot vzorki asfyktickych novorozenci (p1-p9) v odbérovém ¢&ase 2 (t2)

Vv zavislosti na neurologickém pos$kozeni - normalni nalez (1), téZké poskozeni (3), znazornéno je 20

nejvice diskriminujicich metaboliti
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Obrazek 15: OPLS-DA S-plot vzorkia asfyktickych novorozenci (p1-p9) v odbérovém case 2 (t2)

Vv zavislosti na neurologickém pos$kozeni - normalni nalez (1), téZké poskozeni (3), znazornéno je 20

nejvice diskriminujicich metabolitii. Zvyraznéné litky jsou fazeny za sebou podle klesajici

p(corr).

er s

hodnoty
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Dvacet nejvyznamnéjSich metaboliti ziskanych pomoci PLS-DA a OPLS-DA

pfistupi je shrnuto v tabulce 7.

Tabulka 7: Dvacet nejvice diskriminujicich metaboliti u vzorkid asfyktickych novorozenci
vV odbérovém case 2 Vv zavislosti na neurologickém poSkozeni - normalni nalez vs. tézké poskozeni,
ziskané pomoci statistickych pristupia PLS-DA, OPLS-DA - metabolity spole¢né pro oba ptistupy jsou

oddéleny ¢arou, latky se stejnym MRM pirechodem a retenénim ¢asem jsou uvedeny za sebou a oddéleny

stiednikem

PLS-DA OPLS-DA

2-oxoglutarat 2-oxoglutarat

akonitat akonitat

laktat laktat

glukéza, fruktoza; galaktoza; manoza glukoéza; fruktoza; galaktdoza; manoza
orotat orotat

2-hydroxyisobutyrat; .
2—h§dr0x§butyré¥;r4-hydroxybutyrét 1,6-anhydro-D-glukdza
2-hydroxyisovalerat 4-guanidinobutanoat

adenosin ethanolaminfosfat

Cc2 fenylserin

C3 FGAr

C3-DC; C4-OH hexanoylglycin

C5 leucin; isoleucin; alloisoleucin; norleucin; hydroxyprolin
C5-DC; C6-OH N,N-dimethylglycin; 2-aminoisobutyrat
C8:1 N-acetylglutamat

karnitin N-methylhistamin

kynurenat pseudouridin

kynurenin ribitol; arabitol

kys. arachidonova sukcinat; methylmalonat

kys. dokosahexaenova taurin

leucyl-leucin uridin

Ve form¢ boxplotd jsou hladiny nejvice diskriminujicich metaboliti spole¢nych
pro oba pfistupy uvedeny na obrazku 16. U vzorkl pacientl s tézkym poskozenim byl
oproti t¢m s normalnim ndlezem vyrazné zvySen laktat a hexozy - glukoza/fruktoza/

galaktdza/mandza, snizen byl 2-oxoglutarat, akonitat a orotat.
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Obrazek 16: Box-ploty diskriminujicich metaboliti ve vzorcich asfyktickych novorozenci
S normalnim nalezem a s téZkym poSkozenim - laktat, 2-oxoglutarat, akonitat, glukéza/fruktoza/
galaktéoza/mandza a orotat. Latky jsou sefazeny za sebou podle klesajiciho rozdilu medidnu mezi

uvedenymi skupinami.

2. 2 Necilena metabolomicka analyza

Necilenym metabolomickym pfistupem byly ve vzorcich detekovany latky
V pozitivnim moédu pfi rozliseni 60 000 FWHM a skenovacim rozsahu 70-1000 m/z.
Nasledné byly vybrané potencionalni metabolity identifikovany na zakladé hodnot m/z
pomoci metabolomické databaze METLIN (http://metlin.scripps.edu). Odchylka
m/z vyjadiena pomoci Appm byla pro analyzu spocitana softwarem RawMeat, verze 2.1
(VAST Scientific, USA). Jeji hodnota se pohybovala do 4 ppm. Celkem bylo v ramci

necilené analyzy nalezeno 1583 pikd.

2. 2. 1 Statisticka analyza

U necilené analyzy bylo rovnéz pozorovano oddé€leni metabolickych profila
vzorkl kontrolnich novorozenci od moci pacientd, odebranych v ¢ase 2 a od ostatnich

¢asti (3-6) pomoci PCA analyzy, viz obrazek 17.
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Obrazek 17: PCA analyza vzorki kontrolnich (K1-K25) a asfyktickych novorozenci (p1-p9)
ve vSech odbérovych ¢asech (t2-16)

2.2.1.1. Kontroly vs. ¢as 2

Pfedmétem nasSeho zajmu bylo i vramci necilené analyzy srovnat vzorky
asfyktickych pacientl v ase 2 se zdravymi kontrolami. Oddéleni téchto dvou skupin
bylo pozorovano pomoci shlukové analyzy, viz obrazek 18, a také pomoci PCA a PLS-
DA analyz, diky kterym bylo ziskano 20 nejvice diskriminujicich m/z, viz obrazek 19
a 20. K ziskani téchto m/z byla pouzita rovnéz metoda OPLS-DA, viz obrazek 21.
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Shlukova analyza
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Obrazek 18: Shlukova analyza vzorki kontrolnich (K1-K25) a asfyktickych novorozenci (p1-p9)

v odbérovém case 2 (t2)
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Obrazek 19: PCA biplot vzorkid kontrolnich (K1-K25) a asfyktickych novorozenci (p1-p9)

v odbérovém ¢ase 2 (t2), znazornéno je 20 nejvice diskriminujicich m/z
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Obrazek 20: PLS-DA biplot vzorki kontrolnich (K1-K25) a asfyktickych novorozenci (p1-p9)

vV odbérovém ¢ase 2 (t2), znazornéno je 20 nejvice diskriminujicich m/z

S-plot (OPLS-DA)
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Obrazek 21: OPLS-DA S-plot vzorku kontrolnich a asfyktickych novorozencii v odbérovém case 2,
zvyraznéno je 20 nejvice diskriminujicich m/z. Zvyraznéné hodnoty m/z jsou sefazeny za sebou

er s

podle Klesajici hodnoty p(corr).
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Dvacet nejvice diskriminujicich m/z ziskanych pomoci tfi vySe zminénych

statistickych ptistupt - PCA, PLS-DA a OPLS-DA je shrnuto v tabulce 8.

Tabulka 8: Dvacet nejvyznamnéj$ich m/z u vzorka asfyktickych novorozenci v odbérovém case 2

oproti kontrolnim, ziskané pomoci statistickych pristupi PCA, PLS-DA, OPLS-DA

PCA

PLS-DA

OPLS-DA

114.0660313

192.0478416

81.04441224

190.0125661

218.0271955

98.05982446

222.9066879

314.9829713

131.0702774

244.9540862

324.0584829

139.0977899

246.9511321

324.1376480

181.1334575

247.0165756

350.1171315

213.1877421

257.0035380

368.1274771

237.1962396

260.9279740

383.1280983

238.1802509

292.9596723

406.0834183

254.1055873

351.0015433

420.0991666

256.0928654

366.9754206

426.0288403

269.0625118

408.9601654

440.1486287

275.1058480

433.0046313

453.3435248

293.2062839

448.9787494

475.1315460

304.2998400

456.9658619

478.1044103

315.2794063

506.9913902

479.1960274

326.3780378

515.0076759

546.1752061

575.7164614

538.9689428

590.1407965

634.7524603

752.7864645

737.1831905

649.0935336

782.1370908

782.1370908

678.7789336

Identifikace nejvyznamnéjSich m/z plynoucich z OPLSDA analyzy byla
provedena pomoci databaze METLIN, viz tabulka 9.
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Tabulka 9: Dvacet nejvice diskriminujicich m/z plynoucich z OPLS-DA analyzy vzorki kontrolnich

asfyktickych novorozenci v odbérovém ¢ase 2 s uvedenim prikladii potenciondlnich metabolitt

piesna m/z teoreticka m/z | potencionalni metabolit adukt ppm
81.04441224 | 80.0374 pyrimidin [M+H]* 3
98.05982446 | 97.0528 1-kyano-2-hydroxy-3-buten [M+H]* 2
98.05982446 | 97.0529 2,4-dimethyloxazol [M+H]* 2
98.05982446 | 97.0530 2,5-dimethyloxazol [M+H]* 2
98.05982446 | 97.0531 4,5-dimethyloxazol [M+H]* 2
131.0702774 | 130.0634 (£)-mevalonolakton [M+H]* 0
4S,6S)-3,4,5,6-tetrahydro-4-hydroxy-6-
131.0702774 | 130.0645 Enethyl)-ZH-pyran—Z—oX ydroxy [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0635 (R)-pantolakton [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0652 (S,R)-3-methyl-2-oxovalerova kys. [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0639 1-oxa-2-0x0-3-hydroxycykloheptan [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0640 2-hydroxyethylmethakrylat [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0641 2-keto-n-kapronova kys. [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0651 2-methyl-3-ketovalerova kys. [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0649 3-ethyl-2-oxovalerova kys. [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0631 3-keto-n-kapronova kys. [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0630 3-0x0-4-methyl-valerova kys. [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0632 4-keto-n-kapronova kys. [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0642 5-ethoxy-4,5-dihydro-2(3H)furanon [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0633 5-keto-n-kapronova kys. [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0636 6-hydroxyhexan-6-olid [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0646 acetoin acetat [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0638 adipat semialdehyd [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0643 ethylacetoacetat [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0648 ketoleucin [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0647 methyllevulinat [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0653 solerol [M+H]* 0
131.0702774 | 130.0637 thyl-3-oxobutanoat [M+H]* 0
139.0977899 | 138.0905 pentetrazol [M+H]* 0
181.1334575 | 163.1000 (R)-2-methylimino-1-fenylpropan-1-ol [M+NH4]* |0
1-(2,3-dihydro-5-methyl-1H-pyrrolizin-7- .
181.1334575 | 163.1008 yl)(ethanog’ yl-2H-py [M+NH,]* |0
2,3,4,5-tetrahydro-6-(5-methyl-2- +
181.1334575 | 163.1004 faranylpyri d% ( y [M+NH* |0
2,3,6,7-tetrahydro-7- .
1811334575 | 163.1003 ethvlcyklo p’é t[blazepin-8(1H)-on [M+NH,]* |0
2,3-dihydro-5,6-dimethyl-1H-pyrrolizin-7- N
181.1334575 | 163.1009 At ey Py, [M+NH* |0
181.1334575 | 163.1005 2,3-dihydro-5-propanoyl-1H-pyrrolizin [M+NHs]* |0
181.1334575 | 163.0997 2-fenylbutyramid [M+NH4]* |0
181.1334575 | 163.1007 5-acetyl-2,3-dihydro-6-methyl-1H-pyrrolizin | [M+NH4]* | 0
181.1334575 | 163.1006 5-acetyl-2,3-dihydro-7-methyl-1H-pyrrolizin | [M+NH4]* | 0
181.1334575 | 163.1002 eikosapentaenova kys. [M+NH,* |0
181.1334575 | 163.0998 fenbutyramid [M+NH4* |0
181.1334575 | 163.0999 methkathinon [M+NH.]* |0
181.1334575 | 163.1001 N-(2-fenylethyl)-acetamid [M+NH/]* |0
181.1334575 | 180.1263 rilmenidin [M+H]* 0
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pokracovani tabulky 9

pFesna m/z teoreticka m/z | potencionalni metabolit adukt ppm
213.1877421 | - - - -
237.1962396 | 219.1623 (-)-sedamin [M+NH4]* |0
237.1962396 | 219.1624 fabianin [M+NH4.* |0
238.1802509 | 220.1470 (2)-6-tetradeken-1,3-diyn-5,8-diol [M+NH4]* |0
238.1802509 | 220.1467 13-nor-6-eremofilen-8,11-dion [M+NH4* |0
238.1802509 | 220.1471 13-tetradeken-1,3-diyn-6,7-diol [M+NH.]* |0
238.1802509 | 220.1465 2,6-di-tert-butylbenzoquinon [M+NH4]* |0
238.1802509 | 220.1469 2-fenylethyl hexanoat [M+NH,]* |0
238.1802509 | 220.1473 2-methyl-1-fenyl-2-propanyl butyrat [M+NH,]* |0
3,4-dihydro-2,2,5,7,8-pentamethyl-2H-1- .
2381802509 | 220.1472 benzopzran_&ol P y [M+NH]* | 0
238.1802509 | 220.1466 3-fenylpropylisovalerat [M+NH,]* |0
238.1802509 | 220.1464 glutinoson [M+NH4]* |0
238.1802509 | 220.1468 hexylfenylacetat [M+NH4]* |0
238.1802509 | 220.1463 oblongolid [M+NH4]* |0
254.1055873 | 236.0717 2-(4'-methylthio)butylmalat [M+NH.]* |0
254.1055873 | 236.0718 3-(4"-methylthio)butylmalat [M+NH4]* |0
254.1055873 | 236.0716 buturon [M+NH4* |0
256.0928654 | - - - -
269.0625118 | 268.0552 homocystin [M+H]* 0
269.0625118 | 268.0553 penicilamin cystein disulfid [M+H]* 0
2-(ethylsulfonylmethyl)fenyl .
275.105848 | 257.0722 méthy3|’karbam§t yDeny [M+NH.]* | 0
293.2062839 | 275.1733 N-(3S-hydroxydekanoyl)-L-serin [M+NH4]* |0
304.29984 303.2926 1-hexadekylpyridinium [M+H]* 0
304.29984 303.2926 benzalkonium [M+H]* 0
304.29984 303.2926 cetylpyridinium [M+H]* 0
315.2794063 | - - - -
326.3780378 | 308.3443 13-(R,S)-methyl-6-(E,Z)-heneikosen [M+NH4]* |0
326.3780378 | 308.3447 dokosen [M+NH4]* |0
575.7164614 | - - - -
634.7524603 | - - - -
649.0935336 | 648.0865 kaylin-1 [M+H]* 0

678.7789336
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2.2.1.2. Neurologické poskozeni

Pro nalezeni metabolickych rozdili ve vzorcich moci asfyktickych novorozencti
odebranych v Case 2 v zavislosti na mife neurologického poskozeni byla pouzita metoda
PLS-DA, viz obrazek 22.
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Obrazek 22: PLS-DA biplot vzorki asfyktickych novorozenci (pl1-p9) v odbérovém c¢ase 2 (t2)
Vv zavislosti na neurologickém poS$kozeni - normalni nalez (1), lehké (2) a tézké (3), poskozeni,

znazornéno je 20 nejvice diskriminujicich m/z

Dale byly zjistovany rozdily v metabolickych profilech mezi pacienty
s normalnim néalezem a s té¢Zkym neurologickym poskozenim. Oddéleni téchto dvou
skupin bylo prokazano pomoci analyz PLS-DA a OPLS-DA, viz obrazek 23 a 24.

Za jejich pomoci bylo také ziskano 20 nejvice diskriminujicich metabolitt.
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Obrazek 23: PLS-DA biplot vzorki mo¢i asfyktickych novorozenci (p1-p9) v odbérovém case 2 (t2)
v zavislosti na neurologickém poskozeni - normalni nalez (1), téZké poskozeni (3), znazornéno je 20

nejvice diskriminujicich m/z
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Obrazek 24: OPLS-DA S-plot vzorki asfyktickych novorozenci (pl-p9) v odbérovém case 2 (t2)

Vv zavislosti na neurologickém pos$kozeni - normalni nalez (1), téZké poskozeni (3), znazornéno je 20

nejvice diskriminujicich metabolitii. Zvyraznéné hodnoty m/z jsou sefazeny za sebou podle klesajici

hodnoty p(corr).
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K identifikaci potencionalnich metabolitt bylo i Vvtomto pfipadé pouzito

20 nejvyznamnéjsich m/z plynoucich z OPLS-DA analyzy, viz tabulka 10.

Tabulka 10: Dvacet nejvyznamnéjSich m/z plynoucich z OPLS-DA analyzy s uvedenim prikladi

potencionalnich metaboliti

presna m/z | teoreticka m/z | potencionalni metabolit adukt ppm
119.0813831 | 101.0477 1-aminocyklopropan-1-karboxylova kys. [M+NH4]* | 0
119.0813831 | 118.0742 2,4-diamino-butyrat [M+H]* 1
119.0813831 | 101.0477 2-aminobut-2-enoat [M+NH4]* | 0
119.0813831 | 118.0742 3-methylamino-L-alanin [M+H]* 1
119.0813831 | 101.0477 3-oxobutanamid [M+NH4]* | 0
119.0813831 | 101.0477 diacetylmonoxim [M+NH4]* | O
119.0813831 | 101.0477 homoserin lakton [M+NH4]* | O
119.0813831 | 101.0477 L-azetidin-2-karboxylova kys. [M+NH4]* | 0
119.0813831 | 101.0477 N-methylolakrylamid [M+NH4]* | O
119.0813831 | 101.0477 t-4-aminokrotonova Kys. [M+NH4]* | O
157.1447223 | 139.1109 Na,Na-dimethylhistamin [M+NH4* | O
176.0552767 | 158.0215 (2)-5-oxohex-2-enedioat [M+NH4]* | 0
2,5-dihydro-4-hydroxy-2-methyl-5-0x0-2- N
176.0552767 | 158.0215 o nkaﬁboxylog’é kyg y [M+NHJ]* | 0
176.0552767 | 175.0480 2-amino-3-oxo-adipat [M+H]* 0
176.0552767 | 158.0215 2-hydroxymukonat [M+NH4* | O
176.0552767 | 158.0215 2-methylen-4-oxo-glutarat [M+NH4* | O
176.0552767 | 158.0215 3-hydroxy-cis,cis-mukonat [M+NH4]* | O
176.0552767 | 175.0480 dimethyloxaloylglycin [M+H]* 0
176.0552767 | 175.0480 D-N-(karboxyacetyl)alanin [M+H]* 0
176.0552767 | 158.0215 fumarylacetat [M+NH4]* | O
176.0552767 | 175.0480 N-acetylaspartat [M+H]* 0
176.0552767 | 175.0480 N-formyl-L-glutaméat [M+H]* 0
193.1546728 | - - - -
214.2026851 | 196.1688 4,5-dihydro-2,4(5)-dimethyl-1H-imidazol [M+NH4* | O
229.1548254 | 211.1208 isoproterenol [M+NH4]* | O
229.1548254 | 228.1474 L-isoleucyl-L-prolin [M+H]* 0
229.1548254 | 228.1474 L-leucyl-L-prolin [M+H]* 0
229.1548254 | 211.1208 meskalin [M+NH4* | O
229.1548254 | 211.1208 metaproterenol [M+NH4]* | O
229.1548254 | 211.1208 methoxamin [M+NH4]* | 0
237.196169 | 219.1623 (-)-sedamin [M+NH4]* | O
237.196169 | 219.1623 fabianin [M+NH4]* | O
238.1106574 | - - - -
243.2292386 | - - - -
260.9900596 | - - - -
262.9897225 | - - - -
268.2747768 | 250.2409 flegmarin [M+NH4* | O
279.1371402 | 278.13 panthetein [M+H]* 0
310.1792816 | 309.1729 zanthosimulin [M+H]* 2
341.2214155 | 340.2151 14,19-dihydroaspidospermatin [M+H]* 2
341.2214155 | 323.1885 piperidonat [M+NH4* | 2
381.2163196 | 380.2100 bopindolol [M+H]* 2
381.2163196 | 363.1834 dioncofylin C [M+NHJ]* | 2
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presna m/z | teoreticka m/z | potencionalni metabolit adukt ppm
450.2742587 | - - - -
477.3214639 | 476.3138 (-)-asbestinin 2 [M+H]* 0
477.3214639 | 459.2886 deoxytubulosin [M+NH4* | 1
477.3214639 | 476.3138 polyporusteron B [M+H]* 0
477.3214639 | 476.3138 polyporusteron C [M+H]* 0
495.3320612 | 494.3244 makisterone B [M+H]* 0
495.3320612 | 494.3245 makisterone A [M+H]* 0
649.0935336 | 648.0865 kaylin-1 [M+H]* 0
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3. Diskuze

Tato prace byla zaméfena na zjisténi rozdil v metabolickych profilech vzorki
moci asfyktickych a kontrolnich novorozencii cilenym a necilenym metabolomickym
pfistupem a nalezeni potenciondlnich biomarkerii souvisejicich se zavaznosti
hypoxicko-ischemického poskozeni mozku.

Cilenou metabolomickou analyzou bylo v moc¢i novorozenci identifikovano
148 metabolit, které byly nasledné podrobeny statistické analyze. Metodami PCA,
PLS-DA a OPLS-DA byly zjistény nejvice diskriminujici metabolity perinatalni asfyxie
ve srovnani s kontrolnimi vzorky. U asfyktickych novorozenct byly oproti kontroldm
nejvice zvySeny hladiny laktatu, 2-hydroxyisobutyratu/2-hydroxybutyratu/
4-hydroxybutyratu, 2-hydroxyisovaleratu a acylkarnitinai C3, C3-DC/C4-OH, C5.
Nejvice snizeny byly hladiny akonitatu a orotatu.

Zvysené hladiny 2-hydroxybutyratu a 2-hydroxyisovaleratu v moc¢i jsou
asociovany S laktatovou acidozou, ketoacidézou a také s tézkou asfyxii (Landaas
et Jacobs, 1977; Pettersen et al., 1973). 2-hydroxybutyrat je primarné¢ formovan
Vv jatrech pii katabolismu L-threoninu nebo pti syntéze glutathionu. Pfi oxidativnim
stresu dochazi ke zvySeni syntézy tohoto antioxidantu. Glutathion je tripepeptid
skladajici se z kys. glutamové, glycinu a cysteinu. Zasoby cysteinu pro jeho syntézu
jsou ovSem omezené, proto se vyuziva také homocystein, ze kterého je transulfura¢ni
drahou tvofen cystathionin. 2-hydroxybutyrat je poté uvoliiovan jako vedlejsi produkt
pii $tépeni cystathioninu na cystein, ktery je dale inkorporovan do glutathioninu (Gall
etal.,, 2010). Bylo zjisténo, Ze dulezitym faktorem pro produkci 2-hydroxybutyratu
je zvySeny pomér NADH+H'/NAD" (Landaas et Pettersen, 1975). Tento pomér
je zvysen, nebot’ u asfyktickych novorozenct dochazi k selhani oxidativni fosforylace
atudiz touto cestou neprobiha reoxidace NADH (Hanrahan et al.,, 1998).
2-hydroxyisovalerat pochazi zejména z ketogeneze a metabolismu aminokyselin
leucinu, isoleucinu a valinu. Normalné¢ byva v jatrech oxida¢né¢ dekarboxylovan
dehydrogenazovym komplexem a-ketokyselin s vétvenym fetézcem, jenz je rovnéz
inhibovan vysokym NADH+H"/NAD" pomérem (Landaas et Jacobs, 1977).

Acylkarnitiny vznikaji reverzibilni esterifikaci karnitinu a jsou dalezitymi
slou¢eninami v metabolismu mastnych kyselin (Christie, 2013). Pti hypoxické ischemii
dochézi k snizeni rychlosti procesu odbourdvani mastnych kyselin ziejmé diky zménam

v pomérech NADH+H*/NAD* a FADH,/FAD (Whitmer et al., 1978). Walsh a kol.
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(2012) udavaji, ze vysledkem muze byt hromadéni acyl-CoA a acylkarnitinti s dlouhym
fetézcem. U asfyktickych novorozencii zjistili zvySené hladiny nékterych acylkarniting,
mimo jiné také C4 a C3-DC/C4-OH, které byly diskriminujici i v nasi analyze. Obecné
se udava, ze s perinatalni asfyxii souvisi zvySeni celkovych acylkarnitini (Meyburg
etal., 2001).

Snizené hladiny intermediatu Krebsova cyklu, akenitatu, pozorovali u vzorku
moci asfyktickych novorozenci Longini a kol. (2015). Akonitat je ve trans forme
substratem enzymu trans-akonitat-2-methyltransferazy, v cis formé pak intermediatem
Krebsova cyklu vznikajici dehydrataci citratu.

Dalsi zmeziproduktd tohoto cyklu, sukcinat, byva v literatufe cCasto
zminovanym potencionalnim biomarkerem perinatalni asfyxie. Beckstrom a kol. (2011)
pozorovali jeho zvySené koncentrace v krvi u primatt s PA. Reinke a kol. (2013) zjistili
zavislost zvySujici se hladiny sukcindtu na zdvaznosti hypoxicko-ischemické
encefalopatie. Vysledky nasi studie prokazaly u novorozenctu s PA zvySenou hladinu
sukcinatu/methylmalonatu (v ramci analyzy se nepodafilo tyto latky rozlisit), viz
obrazek 25. Chu a kol. (2006) identifikovali ve vzorcich moc¢i methylmalonat jako
organickou kyselinu, ktera byla vyrazné zvysSena u novorozenctu S PA oproti zdravym
kontrolam a zaroven jeji hladiny byly mnohem vyssi u novorozencii s HIE nebo u téch,

ktefi zemfreli.

sukcinat/methylmalonat

1.0

0.0

-0.5

kontroly cas 2

Obrazek 25: Box-plot sukcinatu/methylmalonatu

Jako biomarker perinatalni asfyxie je v literatufe ¢asto uvadén hypoxantin.
Jeho zvysené hladiny Vv zavislosti na prodélané hypoxii byly pozorovany V moci
(Walker et al., 1996) a také napt. v plasmé (Thiringer et al., 1980). V ramci nasi cilené

analyzy se sice podafilo hypoxantin identifikovat, ale z davodu vysoké koncentrace byl
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Z kone¢ného vyhodnoceni vyfazen. Pfi asfyxii dochdzi k poruseni rovnovadhy mezi
produkci a spottebou ATP a k zvySené akumulaci produktt jeho degradace, jako
je adenosin, hypoxantin a inosin. Hypoxantin byva dale metabolizovan xantinoxidazou
na xantin, av§ak za hypoxicko-ischemickych podminek tento proces neprobiha (Basu
etal., 2008). Pii reoxygenaci, kdy za¢ne byt xantinoxidaza aktivni, mohou vysoké
hladiny hypoxantinu pfispivat K progresi poskozeni tkani a organt, z dtvodu
generovani velkého mnozstvi volnych kyslikovych radikala (Pietz et al., 1988).

Pro ziskéani diskriminujicich metabolitti souvisejicich se zdvaznosti hypoxicko-
ischemického poskozeni mozku, byly statistické metody PLS-DA a OPLS-DA
aplikovany také samostatné na vzorky pacientli odebrané v Case 2. Tyto vzorky byly
rozdéleny do tfi skupin podle neurologickych nasledki (normalni nalez, lehké a t€zké
poskozeni). U t€zkého poskozeni byl oproti pacientim s normalnim nalezem vyrazné
zvySen laktdt a nékterd z hexdz - glukoza/fruktoza/galaktdéza/manodza, snizen byl
2-oxoglutarat, akonitat a orotat. Tento vysledek naznacuje vyraznéj$i preferenci

anaerobni glykolyzy.

Necilenou metabolomickou analyzou bylo nalezeno celkem 1583 pikad.
Analyzou vzorkd moci kontrolnich a asfyktickych novorozencti v ¢ase 2 byl, s pfesnou
hmotou 131.0702774, jako potencionalni metabolit identifikovan ketoleucin
(2-oxoisokapronova kys.) nebo 3-methyl-2-oxovalerat (2-0x0-3-methylvalerat). Obé
tyto latky nalezli Walker a Mills (1992) ve své studii u asfyktickych pacienti,
ale nikoliv u kontrol. NaSe vysledky ovSem ukazaly zvySeni hladiny této hmoty

U kontrolnich pacientt, viz obrazek 26.

131.0702774
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0.2
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Obrazek 26: Box-plot pi‘esné hmoty m/z 131.0702774
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Pii vzajemném srovnavani vzorkll pacientli s normalnim ndlezem a s téZkym
neurologickym poskozenim byl, s pfesnou hmotou m/z 176.0552767, jako potencionalni
metabolit identifikovan N-acetylaspartat. Jeho snizeni bylo pozorovano u akutnich stava
poskozeni mozku a obvykle je interpretovano jako znamka ireverzibilni ztraty neuront
(Stefano et al., 1995). Nase studie prokazala snizeni hladiny této m/z u pacientl

s normalnim nalezem oproti t€ém s t¢Zkym poskozenim, viz obrazek 27.
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Obrazek 27: Box-plot piresné hmoty m/z 176.0552767
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ZAVER

V ramci teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma perinatalni
asfyxie, hypoxicko-ischemicka encefalopatie a neuroprotekce. Navazujici kapitoly
se zabyvaly metabolomikou a necilenym metabolomickym pfistupem v analyze vzorku
moci. Rozvedeno bylo také téma hmotnostni spektrometrie, kde byl popsan hybridni
hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite. Stru¢né byly zminény také nékteré statistické
metody zpracovani dat.

V experimentalni ¢asti byla provedena cilend a necilend analyza vzorkd moci
za pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. V ramci
cilené analyzy bylo ve vzorcich moci novorozenct identifikovano 148 latek, necilenym
pristupem bylo nalezeno celkem 1583 piki. Pomoci statistickych piistupi bylo
prokazdno odlisSeni metabolickych profili vzorkii moc¢i novorozencli s perinatalni
asfyxii, které byly odebrany v ¢ase 2, tedy 7-11,5 hodin po porodu (3-5 hodin
po zahajeni hypotermie) od kontrolnich vzorkd odebranych v témze ¢ase. Byly zjistény
nejvice diskriminujici metabolity pro skupinu asfyktickych a zdravych novorozenct.
Cilenou analyzou byly u asfyktickych novorozenct oproti kontrolnim nalezeny vyrazné
zvySené hladiny laktatu, 2-hydroxyisobutyratu/2-hydroxybutyratu/4-hydroxybutyratu,
2-hydroxyisovaleratu a acylkarnitind C3, C3-DC/C4-OH, C5. Snizeny byly hladiny
orotatu a akonitdtu. Mezi potenciondlnimi metabolity identifikovanymi necilenou
analyzou byl ketoleucin a 3-methyl-2-oxovalerat, tyto latky byly jiz difive nalezeny
ve vzorcich moci v souvislosti s perinatdlni asfyxii. Pro nalezeni biomarkert vhodnych
pro posouzeni zdvaznosti neurologického poskozeni byly statistické metody aplikovany
také samostatné na vzorky pacientd odebranych v ¢ase 2. Byly srovnavany metabolické
profily pacientli s normalnim nalezem a s tézkym posSkozenim. U pacientti s t€zkym
poskozenim byl vyrazné zvySen laktat a n€kterd z hexoz - glukoza/fruktdza/galaktoza/
manodza, snizen byl 2-oxoglutarat, akonitit a orotdt. Mezi nalezenymi m/z byl
identifikovan mimo jiné N-acetylaspartat, spojovany s akutnim poSkozenim mozku.

Na tuto praci bude navazovat klinicka studie, zahrnujici vétsi pocet kontrol

a asfyktickych pacienti.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

'H NMR-MS

ADP
aEEG
AMP
AMPA
ATP
BAD
BAX
Bcl-2
BDNF
BE
BNIP-3

C10
Cl0:1
C10:2
C12
Ci12:1
C14
C14:2
C14:2-OH
C16
Ci16:1
C16:1-OH
C16:2
C16:2-OH
C2

C3
C3-DC; C4-OH
C4

Ca:1
C4-DC; C5-OH
C5

C5:1
C5-DC; C6-OH
C6

C6-1
C7-DC; C8-OH
C8

Ccs:1

C9

CA

CE

CVv

DA
DAMPs
DIMS
DMO
DNA
eNOS
EPO

FAD
FADH,
FGAr

protonova nuklearni rezonancni spektroskopie (proton nuclear magnetic
resonance spectroscophy)

adenosindifosfat

amplitudou integrovany elektroencefalogram

adenosinmonofosfat

a-amino-hydroxy-5-methyl-izoxazol propionat

adenosintrifosfat

Bcl-2 - asociovany promotér smrti (Bcl-2 associated death promoter)
Bcl-2 - asociovany X protein (Bcl-2 associated X protein)

lymfom B-bunék 2 (B-cell lymphoma 2)

mozkovy neurotrofni faktor (brain-derived neurotrophic factor)
ptebytek bazi (base excess)

Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interagujici protein 3 (Bcl-2/adenovirus E1B
19 kDa protein-interacting protein 3)

dekanoylkarnitin

dekenoylkarnitin

dekadienylkarnitin

dodekanoylkarnitin

dodekenoylkarnitin

tetradekanoylkarnitin

tetradekadienylkarnitin

hydroxytetradekadienylkarnitin

hexadekanoylkarnitin

hexadekenoylkarnitin

hydroxyhexadekenoylkarnitin

hexadekadienylkarnitin

hydroxyhexadekadienylkarnitin

acetylkarnitin

propionylkarnitin

malonylkarnitin; hydroxybutyrylkarnitin

butyrylkarnitin

butenoylkarnitin

methylmalonylkarnitin; hydroxyvalerylkarnitin

valerylkarnitin

tiglylkarnitin

glutarylkarnitin; hydroxyhexanoylkarnitin

hexanoylkarnitin

hexenoylkarnitin

pimelylkarnitin; hydroxyoktanoylkarnitin

oktanoylkarnitin

oktenoylkarnitin

nonanoylkarnitin

shlukova analyza (cluster analysis)

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

varia¢ni koeficient (coefficient of variation)

diskriminac¢ni analyza (discriminant analysis)

molekularni vzory asociované s poskozenim (damage-associated molecular patterns)
hmotnostni spektrometrie s pfimym nasttikem (direct-infusion mass spectrometry)
détska mozkova obrna

deoxyribonukleova kyselina

endotelialni syntaza oxidu dusnatého (endothelial nitric oxid synthase)
erytropoetin

flavinadenindinukleotid

redukovany flavinadenindinukleotid
fosforibosyl-N-formylglycinamid
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FT-ICR

GC
GC-MS

GCxGC-MS

HCD
HIE
HIF-1a
HPLC
IGF-1
IL-10
IL-1B
IL-6
INF y
iINOS
K1-K25
LC
LC-MS

MMP-3
MMP-9
MRM
MS
MS/MS
NAD*
NADH
NF-«xB
NMDA
NMR
nNOS
NOS
OPLS
OPLS-DA

pl-p9
p53

PA
pADPY
PARP-1
PC
PCA
PLS
PLS-DA
PRM
PUFA
QC
RNS
ROS
RTG
SAICAr
t1-t6
TLRs
TNFa
TOBY
TOF
UMTM
VEGF

iontova cyklotronova rezonance S Fourierovou transformaci (Fourier transform ion
cyclotron resonance)

plynova chromatografie (gas chromatography)

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (gas chromatography-
mass spectrometry)

komprehenzivni dvourozmérné plynovéa chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii  (comprehensive  two-dimensional gas  chromatography-mass
spectrometry)

vysokoenergeticka kolizni disociace (higher-energy collisional dissociation)
hypoxicko-ischemicka encefalopatie

hypoxii-indukovatelny transkripéni faktor 1 alfa (hypoxia-inducible factor 1 alpha)
vysokouéinna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography)
inzulinu podobny rtstovy faktor 1 (insulin-like growth factor 1)

interleukin 10

interleukin 1 beta

interleukin 6

interferon gamma

inducibilni syntaza oxidu dusnatého (inducible nitric oxid synthase)

kontrolni vzorek 1-25

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii  (liquid
chromatography-mass spectrometry)

metaloproteindza 3

metaloproteinaza 9

sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu (multiple reaction monitoring)
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie (tandem mass spectrometry)

nikotinamid adenin dinukleotid

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid

jaderny faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

N-methyl-D-aspartat

nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)

neuronalni syntaza oxidu dusnatého (neuronal nitric oxid synthase)

syntdza oxidu dusnatého (nitric oxid synthase)

ortogonalni metoda dil¢ich nejmensich ¢tverci (orthogonal partial least squares)
ortogonalni diskriminaéni analyza asteénych nejmensich étverct (orthogonal partial
least squares discriminant analysis)

pacient 1-9

protein 53

perinatalni asfyxie

poly-ADP-rib6zovy polymer

poly-ADP-ribézapolymeraza 1

hlavni komponenta (principal component)

analyza hlavnich komponent (principal component analysis)

metoda dil¢ich nejmensich ¢tverct (partial least squares)

diskriminacni analyza nejmensich Ctverct (partial least squares dicriminant analysis)
psychomotoricka retardace

polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)

vzorek kontroly kvality (quality control)

volné dusikové radikaly (reactive nitrogen species)

volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

rentgen

fosforibosylaminoimidazolesukcinokarboxamid

odbérovy ¢as 1-6

receptory podobné genu Toll (Toll-like receptors)

faktor nadorové nekrozy o (tumor necrosis factor o)

celotélova hypotermie (total body hypothermia)

analyzator doby letu (time-of-flight)

Ustav molekularni a translaéni mediciny

vaskularni endotelialni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)
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PRILOHY

Piiloha I.

Tabulka 1: Metabolity identifikované v mo¢i novorozencu - nerozlisitelné metabolity (stejny MRM

pfechod a stejny retencni ¢as) jsou uvedeny za sebou a oddéleny stiednikem

acylkarnitiny

aminy/alkoholy

aminokyseliny

aminokyseliny

C10 3-methoxytyramin 2-aminoadipat ornithin
C10:1 5-aminolevulinat; kreatin | 2-furoylglycin prolin
C10:2 normetanefrin _2—methy|butyry|g|ycm; propionylglycin
isovalerylglycin
C12 porfobilinogen 3-aminoisobutyrat S-adenosyl-L-methionin
C12:1 spermin alanin; sarkosin; beta-alanin | serin
Cl14 N-acetylputrescin arginin sukcinyladenosin
C14-20H N-methylhistamin asparagin taurin
C16 ethanolaminfosfat aspartat threonin; homoserin
C16:1 cholin citrulin tiglylglycin; .
methylkrotonylglycin
C16:1-OH myoinositol cystathionin tryptofan
C16:2 cystein tyrosin
C16:2-OH cystin valin
C2 fenylalanin
C3 fenylserin
C3-DC; lutamét
C4-OH glutama
C4 glutamin
C4:1 glycin
C4-DC; .
C5-0OH hexanoylglycin
C5 histidin
C5:1 homoarginin
C5-DC; isobutyrylglycin;
C6-OH butyrylglycin
C6 kynurenin
leucin; isoleucin;
cé:1 alloisoleucin; norleucin;
hydroxyprolin
C7-DC; lysin
C8-OH y
C8 methionin
C8:1 N,N-dimethylarginin
c9 N,N-dimethylglycin;
2-aminoisobutyrat
karnitin N-acetylaspartat

N-acetylglutamat

N-methylhistidin;
3-methylhistidin

2-furoylglycin




pokracovani tabulky 1

org.kyseliny puriny/pyrimidiny sacharidy peptidy

i . ) . 1,6-anhydro-D- alanyl-
2-hydroxyglutarat 1-methylxanthin olukoza fenylalanin
2-hydroxyisobutyrat; Ivevl-
2-hydroxybutyrat; 5-methylthioadenosin | fukéza ?e)rq )I/alanin
4-hydroxybutyrat y
2-hydroxyisovalerat adenin galaktitol; manitol glycyl-leucin; .

glycyl-norleucin

2-oxoglutarat adenosin glukonat homokarnosin
3-ureidopropionat allantoin glukosamin karnosin

i . , - glukoza; fruktoza; i .
4-guanidinobutanoat | cytidin calaktoza; manéza leucyl-leucin
5-hydroxyindolacetat | cytosin glukuronat

melibidza;

akonitat

deoxyguanosin

sukréza; laktoza;
maltoza

citrat; isocitrat deoxyinosin ribitol; arabitol
fumarat; kys.

kapronova; 3-methyl- | FGAr riboza
2-oxobutanoat

glycerat guanosin xyluldza
guanidinoacetat inosin

hippurat pseudouridin

homovanilat SAICAr

hydrocinamat uracil

indoxylsulfat uridin

kynurenat xanthin

kys. arachidonova xanthosin

kys. dokosahexaenova

kys. sebakova

kys. sialova

laktat

malat

malonat;
3-hydroxybutanoat

orotat

oxaloacetat; glutarat;
ethylmalonat

suberat

sukcinat;
methylmalonat

tartarat

threonat

vanilmandelat

xanthurenat




