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Abstrakt
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(DBS) byla vyvinuta a ¢aste¢né validovana LC-MS/MS metoda bez derivatizace, ktera
se vyznaCuje snadnou a rychlou pfipravou vzorku, kratkou dobou analyzy a nizkou
finan¢ni nakladovosti.

Aplikaci této metody na DBS vzorky pacientli a vzorky suspektnich ptipadii koni byla
potvrzena piitomnost diagnosticky vyznamnych markerd AM, hypoglycinu A
a MCPA-karnitinu. Déle byly ve vzorcich pacientl vyznamné zvySeny koncentrace
specifickych acylkarnitinll a acylglycinti se stfedné dlouhym fetézcem. RovnéZ byly
studovany a interpretovany vzorky koni se zat€éZovou myopatii. Mimo jin¢ byla také
sledovana dynamika zmén koncentraci u opakovanych odbéri DBS vzorkl pacienta
s AM, u kterého byly zaznamenany trendy u zminé€nych markera.

Novée vyvinuta LC-MS/MS metoda bude po Uplné validaci zavedena pro diagnostiku

AM koni v Ceské republice.
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CILE PRACE

e Vypracovani literarni reSerSe s klicovymi slovy: atypickd myopatie koni,
hypoglycin A, methylencyklopropylglycin, Acer pseudoplatanus, Acer negundo,
B-oxidace mastnych kyselin, kapalinovd chromatografie, hmotnostni spektrometrie,
validace.

e Vyvoj a validace LC-MS/MS metody bez derivatizace pro stanoveni hypoglycinu A,
methylencyklopropylglycinu a jejich metaboliti jako biomarkert atypické myopatie
u koni ze suché krevni skvrny.

¢ Vyhodnoceni a interpretace vysledkii validace LC-MS/MS metody.

e Aplikace metody na vzorky suchych krevnich skvrn koni.



1 UVOD

Atypicka myopatie (AM) je charakterizovana jako akutni rhabdomyolyza postihujici
prevazné kon€. Toto onemocnéni se vyskytuje zejména v podzimnich a jarnich mésicich
(Votion et al., 2020). Nemoc je provazena velkou umrtnosti — nejmén¢ 74 % koni umira
do 72 hodin od propuknuti prvnich ptiznakt (van Galen et al., 2012a). Pfi¢inou AM je
pozieni semen ¢i semenacku javoru klenu (Acer pseudoplatanus) (Unger et al., 2014)
nebo javoru jasanolistého (Acer negundo) (Valberg et al., 2013). V téchto druzich javoru
se vyskytuji neproteinogenni aminokyseliny hypoglycin A (HGA) (Fowden & Pratt,
1973) a methylencyklopropylglycin (MCPrG) (Bochnia et al., 2019). Ty jsou
v organismech pfeménovany na toxické metabolity (von Holt et al., 1964), které inhibuji
nékteré enzymy v B-oxidaci mastnych kyselin (Bochnia et al., 2019; Wouters et al., 2021).
V dusledku toho se v krvi a moci pacientd hromadi diagnosticky specifické acylkarnitiny
a acylglyciny (Mathis et al., 2021; Wouters et al., 2021). Mezi typické klinické ptiznaky
AM se tadi svalova ztuhlost a slabost, polehavani (Votion, 2016) a tmavé hnédd moc
zpisobena piritomnosti myoglobinu (van Galen et al., 2012a).

Pocty koni zasazenych AM kazdym rokem rostou (Votion et al., 2020). V soucasnosti
se HGA a MCPrG spolu s jejich metabolity vySetfuji ze séra nebo moci technikou
kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).
VétSina vyvinutych LC-MS/MS metod ale zahrnuje v preanalytické fazi derivatizaci, coz
je ¢asové a finanéné naroéné (Dolezal et al., 2020; Samonilové et al., 2022). Cilem
piedloZené prace bylo vyvinout a validovat LC-MS/MS metodu pro stanoveni HGA,
MCPrG, jejich metabolitl a dal§ich vybranych acylkarnitinii a acylglycint v suché krevni
skvrné koni. Nov€ vyvinuta metoda byla aplikovana na vzorky koni s AM, suspektnich

pro AM, se zatézovou myopatii (ZM) a zdravych koni.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Atypicka myopatie

Atypickd myopatie (AM) je onemocnéni charakterizované jako akutni rhabdomyolyza.
Onemocnéni propukd u pasoucich se koni (Equus caballus) bez ptedchozi zatéze. Piipady
jsou evidovany hlavné na podzim a v mens$i mife na jafe (Votion et al., 2020). V USA se
toto onemocnéni nazyva sezonni pastevecka myopatie (Hirz et al., 2021). Etiologie obou
onemocnéni je vSak stejna. Rozdil mezi AM a sezonni pasteveckou myopatii je pouze
v poctu postizenych koni. V USA se vyskytuji ojedinélé ptipady, kdezto AM v Evropé
postihuje nejéast&ji vicero koni z jedné pastviny (Samonilova et al., 2022). Biochemicka
podstata onemocnéni byla odhalena uz v roce 2007 (Westermann et al., 2007). Pricinu
vzniku onemocnéni se podafilo objevit aZ v roce 2013 (Valberg et al., 2013).

Pricinou AM (resp. sezonni pastevecké myopatie, Obr. 1) je akutni intoxikace
zpuisobend pozitim semen (nazek) ¢i semenacki nekterych druhii javoru (Acer spp.). Ty
obsahuji prekurzory toxicity, hypoglycin A (HGA) a methylencyklopropylglycin
(MCPrQG). Jejich poziti vede k porucham energetického metabolismu (Votion, 2016), kdy
dochézi k rozvoji mnohocetného deficitu acyl-CoA dehydrogenas (MADD). V duasledku
toho je inhibovana B-oxidace mastnych kyselin a metabolismus aminokyselin (Unger et

al., 2014).

Obr. 1 Schéma vzniku atypické myopatie (AM). Pfevzato a upraveno dle Wouters et al. (2021).



AM postihuje koné bez jakékoliv predispozice k pohlavi, v€ku nebo plemeni (Votion
& Serteyn, 2008). Van Galen et al. (2012a) ve své studii odhalili, ze AM mohou byt
postihnuty vSechny v€kové kategorie vCetné velmi starych koni. Je zajimavé, Ze v roce
2006 byli zasaZzeni AM zejména mladi kon€ do véku tii let (71 %), nyni tato kategorie
¢itd pouze 36 % koni. V soucasnosti tedy nelze tvrdit, Ze by urcitd vékova skupina méla
k AM vétsi sklony (Votion et al., 2020). Ve vyzkumu Votion et al. (2007) byli postizeni
pirevazné kon¢ v dobré télesné kondici, a proto by neméla byt AM brana za nemoc
ohroZzujici hlavné oslabené koné¢.

Toto onemocnéni je spojeno s vysokou mirou mortality, kterd se 1i$1 mezi roky (Obr. 2)
i jednotlivymi zemémi (Obr. 3) (Votion et al., 2020). Van Galen et al. (2012a) sledovali
ptipady AM v deviti evropskych zemich a ur€ili, Ze nejméné 74 % koni s AM umira do
72 hodin od prvnich ptiznakl. Oproti tomu maji hospitalizovana zvifata vyssi Sanci na

preziti. Umrtnost pii hospitalizaci pak &ini 56 % (Dunkel et al., 2018).
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Obr. 2 Vyvoj poctu ptipadd atypické myopatie v Evropé od podzimu 2006 do listopadu 2019.
V jednotlivych letech jsou graficky znazornény vyskyty na jafe ana podzim, Ciselné je
uveden celkovy pocet ptipadi za dany rok. Data ptevzata od Votion et al. (2020).
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Obr. 3 Pocet piipadi atypické myopatie v jednotlivych evropskych zemich v obdobi od podzimu
2006 do listopadu 2019. Do grafu nebyly zahrnuty tyto zemé: Dansko (8 piipadd), Svédsko (7),
Lucembursko (3) a Portugalsko (2). Data ptevzata od Votion et al. (2020).

AM postihuje 1 ostatni podrody konovitych (Equidae), ato osly (Asinus) a zebry
(Hippotigris) (van Galen et al., 2012a). Otrava HGA s patofyziologickym pribéhem
podobnym AM byla dokonce hlasena u zvirat chovanych v zajeti, konkrétné u velblouda
dvouhrbého (Camelus bactrianus) (Hirz et al., 2021), jelena milu (Elaphurus davidianus)
(Bunert et al., 2018; Bochnia et al., 2021) a pakon¢ zihané¢ho (Connochaetes taurinus
taurinus) (Renaud et al., 2022). U dalSich piezvykavcl (vyjma vySe zminénych) nejsou
dosud evidovany pfipady intoxikace HGA nebo MCPrG, i kdyZ toxické metabolity byly
v krvi ovcei a skotu pfitomny bez jakychkoli pfiznaki onemocnéni. Tato zvitata maji
nejspisSe minimalni citlivost na tyto toxiny. Pravdépodobné dochazi k transformaci téchto

latek v bachoru pted absorpci v tenkém stieveé (Engel et al., 2023).
2.1.1 Vyvoj poznatki a vyskyt atypické myopatie ve svété

AM u koni byla poprvé popséna v roce 1939 na severu Walesu (Bowen & Craig, 1942).
Od roku 1984 byly hlaseny pravidelné vyskyty AM ve Velké Britanii (Votion et al., 2007).
V roce 1995 bylo oznameno prvni velké ohnisko na pastvinach v severnim Némecku, kde
uhynulo vice jak sto koni (Brandt et al., 1997). Pozdéji byly potvrzeny prvni vyskyty
nemoci v Belgii a Francii (Votion et al., 2007). Od roku 2004 funguje skupina veterinait

a vyzkumnikit AMAG (Atypical Myopathy Alert Group) vedena Dr. Votion na Univerzité



v Lutychu (Votion, 2016). Uelem této skupiny je evidovat ptipady AM v Evropé
a vydavat epidemiologické vystrahy a doporuceni pro chovatele. Mezi podzimem 2006
a 2019 skupina AMAG evidovala celkem 3039 ptipadit AM ve 14 evropskych zemich
(Obr. 3) (Votion et al., 2020), avSak celkovy pocet piipadii za uvedend léta bude ve
skuteCnosti vyssi (viz dale v kapitole 2.1.2). HlaSeny byly i vyskyty AM v LotySsku
a Norsku (Votion, 2012), nejnovéji byl potvrzen piipad na Slovensku (Pettenello et al.,
2023). Krom¢ Evropy a USA byly vyskyty AM hlaseny i na Novém Z¢élandu (McKenzie
etal., 2015), v Australii a Kanadé (Votion, 2012).

Vroce 2006 byla v USA pozorovana poprvé nemoc podobna AM. Jednalo se
o zminénou sezoénni pasteveckou myopatii (Finno et al., 2006). V roce 2012 bylo toto
onemocnéni identifikovano jako americky protéjSek k AM v Evropé. Lisi se pouze

mistem vyskytu a v poctu pacientli na jedné pastviné (Westermann et al., 2016).
2.1.2 Atypicka myopatie v Ceské republice

V Ceské republice byl prvni piipad AM u koni evidovan v roce 2011. Predpoklada se
viak, 7e se AM vyskytla v CR jiz dfive. Mezi lety 2011-2020 bylo potvrzeno celkem
112 piipadii u koni ve véku 0-25 let (Samonilova et al., 2022). Zatimco skupiné AMAG
bylo chovateli v letech 2006-2019 oficialné hlaSeno pouze 49 piipadii (Votion et al.,
2020). Celkem 74 ptipadl se vyskytlo béhem zafi, fijna a listopadu, 32 ptipadii v mezi
bfeznem a kvétnem. Zbyvajicich Sest pripadi bylo odhaleno v prosinci a lednu. Nejvétsi
mnozstvi koni s AM (49) bylo zaznamenano v roce 2018. Béhem uvedenych let byla mira
preziti koni 34 % (38 jedincil), eutanazii podstoupilo 20 % koni (22 jedinct) a 46 % koni
uhynulo (52 jedincti) (Samonilova et al., 2022).

2.1.3 Priciny a rozvoj onemocnéni

Mrve

faktort (Whitwell et al., 1988). ZvySeny vyskyt AM je spojovan s piredchozimi
specifickymi klimatickymi stavy, jako jsou zvySené srazky a relativni vlhkost vzduchu,
vétrno, neptritomnost silnych mrazl a nedostatek slune¢niho zateni (Votion & Serteyn,
2008). Jednou z hypotéz bylo, ze nedostatek selenu nebo vitaminu E, ktery je spojovan
s myodegeneraci, napomahd rozvoji AM. Ukoni s AM nebyly vSak tyto deficity
pozorovany (Whitwell et al., 1988).



V prvnich studiich pracovali vyzkumnici s domnénkou, Ze za rozvoj AM mohou pozité
nebo enterdlné produkované toxiny bakterii, hub nebo rostlin. V USA byla vzhledem
k rozvoji AM studovana toxicita rostliny Ageratina altissima (nestarka bila, star$i nazev
Eupatorium rugosum), ktera se vyskytuje voln¢ v Severni Americe. Obsahuje jedovatou
latku tremeton. Tato latka ale nebyla pfitomna v jaterni tkdni ani moc¢i koni s AM
a s otravou tedy nesouvisela (Finno et al., 2006).

Dalsi zvazovanou pfi¢inou byla ¢erna skvrnitost list 4. pseudoplatanus zptisobena
cizopasnou houbou Rhystima acerinum (svrastélka javorova). R. acerinum napada javory
v mistech s nizkym vyskytem kyselych destd. Mykotoxiny této houby se kovalentné
vazou na mitochondridlni dehydrogenasy, coz zptisobuje inhibici drah vyuzivajicich tyto
enzymy. Navic volné radikaly vznikajici ¢innosti této houby byly pfedpoklddanym agens
toxicity u koni (van der Kolk et al., 2010).

Ze strany bakteridlnich toxinti byla monitorovana mozna souvislost AM s pfitomnosti
grampozitivnich sporulujicich bakterii Clostridium sordellii nebo Clostridium
bifermentans v gastrointestindlnim traktu koni. Toxin TcsL (z angl. C. sordellii lethal
toxin) tvoteny C. sordellii byl nalezen ve svalovych vldknech postiZzenych koni. To byl
i hlavni divod, pro€ byly toxiny téchto bakterii povazovany za ptivodce AM. Toxin TscL
nepfiznivé zasahuje do mitochondridlni homeostazy, tvorby aktinovych vlaken
a paracelularniho transportu endotelidlnich bunék. U zdravych koni nebyly ve vykalech
C. sordellii ani bifermentans ptitomny (Unger-Torroledo et al., 2010). Tato hypotéza
spojitosti AM s bakterialnimi toxiny nebyla nikdy potvrzena.

Van Galen et al. (2012a) provedli mezi roky 2006—2009 ve Francii, Belgii a Némecku
prizkum 600 koni s podezienim na AM. Monitorovali jak klinické pfiznaky a miru
pteziti nemocnych koni, tak okolnosti a ¢as vzniku nemoci a Zivotni podminky koni.
V 98 % pripadi se na pastvindch vyskytovaly stromy (van Galen et al., 2012a).
V ptedchozim vyzkumu z Belgie v letech 2000-2005 od Votion et al. (2007) bylo
konstatovano, Ze se na pastvinach, kde se pasli koné s prokdzanou AM, trvale vyskytovaly
Ranunculus repens (pryskyinik plazivy) a Acer pseudoplatanus (javor klen). V t¢ dobé
vSak nebylo potvrzeno pro koné¢ riziko vyplyvajici z poziti ¢asti A. pseudoplatanus.
Zaroven zadny botanicky monitoring z pastvin neidentifikoval dal§i zndmou toxickou
rostlinu schopnou rozvoje tohoto onemocnéni.

Bez tuseni spojitosti s AM Fowden & Pratt (1973) sledovali obsah HGA, MCPrG
a jejich metaboliti v riznych druzich javoru uz v 70. letech. Potvrdili obsah téchto latek

v semenech A. pseudoplatanus a Acer negundo (javor jasanolisty) (Obr. 4A), ale bez



dirazu na mozné rozdily v toxicité béhem ro¢nich obdobi. Acer platanoides (javor mléc)
a Acer campestre (javor babyka) tyto latky neobsahuji. Az Valberg et al. (2013) nalezli
v USA pravou pficinu rozvoje sezénni pastevecké myopatie v ndvaznosti na botanicky
monitoring a vySe zminény ¢lanek od Fowden & Pratt (1973). Byly odebrany vzorky
semen stromil vyskytujicich se na severoamerickych pastvinach, kde byly potvrzeny
ptipady sezénni pastevecké myopatie. Ve vzorcich semen A. negundo byl nalezen HGA.
Soucasné byl v séru koni se sezoénni pasteveckou myopatii nalezen toxicky metabolit
HGA MCPA-karnitin (methylencyklopropylacetyl-karnitin) ve vysokych koncentracich
a konjugaty MCPA v moci. Jelikoz se pfiznaky sezonni pastevecké myopatie v USA
a AM v Evropé¢ shodovaly, byl v séru evropskych koni postizenych AM na zéklad¢ téchto
zjisténi studovan obsah MCPA-karnitinu. U vSech koni byl tento toxin pfitomen, jenze
nebyl zkouman jeho ptivod (Votion et al., 2014). Vysledky vyzkumu Ungera et al. (2014)
potvrdily, ze zdrojem AM je vysoky obsah HGA v semenech 4. pseudoplatanus. Kiidlaté
nazky (tzv. samary, Obr. 5A) obsahujici semena padaji ze stromu na podzim. Semena klici
nasledujici jaro, takZe kon€ k nim maji piistup az do vykliceni (Votion, 2016). Na jafe
zpisobuje AM zejména poziti semenackll A. pseudoplatanus (Obr. 4B), které také
obsahuji HGA (Baise et al., 2016). 4. negundo nebyl zatim potvrzen jako zdroj intoxikace
HGA v Evropg, i kdyz byla tato difevina do Evropy zavlecena v 17. stoleti (Votion et al.,
2019).

Obr.4 Nazky se semeny (a) Acernegundo (javor jasanolisty) asemenacky (b)
Acer pseudoplatanus (javor klen). Pfevzato a upraveno dle Votion (2016).
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Obr. 5 Plod Acer pseudoplatanus (javor klen). Plodem je kiidlatd nazka (A), neboli samara. Plod
se sklada z oplodi (perikardu) a semena (B). Pievzato a upraveno dle Votion et al. (2019).

MCPrG byl odhalen jakoZto dal$i marker AM aZ v roce 2019. MCPrG je obsaZen
v semenech a semendaccich A. pseudoplatanus 1 A. negundo. V séru postizenych koni se
vyskytuje v malém mnozstvi, zatimco jeho metabolity byly detekovany ve vysokych
koncentracich (Bochnia et al., 2019). Jako novy rizikovy faktor se ukazuje i kvétenstvi
A. pseudoplatanus, kterd obsahuji detekovatelnd mnozstvi HGA. Kvétenstvi mohou pfi
zhorSenych povétrnostnich podminkach opadavat a koné k nim mohou mit pfistup
(Votion et al., 2019).

HGA a MCPrG byly odhaleny rovnéz v nésledujicich druzich javoru: Acer palmatum
(javor dlanitolisty), Acer japonicum (javor japonsky), Acer macrophyllum (javor
velkolisty), Acer spicatum (javor Kklasnaty), Acer saccarinum (javor stiibrny),
Acer saccharum (javor cukrovy). Jednd se o druhy Acer vyskytujici se prevazné
v okrasnych zahradach a parcich. Mohou se vSak §ifit do okoli. Tyto druhy ale zatim

nejsou znamy jako zdroje intoxikace (Votion et al., 2020; Samonilova et al., 2022).
2.1.3.1 Hypoglycin A

HGA (methylencyklopropylalanin, systematicky kyselina
2-amino-3-(2-methylencyklopropyl)propionovd) je neproteinogenni aminokyselina,
ktera ve své struktute obsahuje cyklopropanovy kruh a methylenovou skupinu (Obr. 6A)
(Manchester, 1974).
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Obr. 6 Strukturni vzorec hypoglycinu A (HGA; A) a hypoglycinu B (HGB; B).

Poprvé byl izolovan z nezralych plodt ackee (Blighia sapida, systematicky podduzak
lahodny) vroce 1954 (Hassall et al., 1954). Ackee patii do celedi Sapindaceae
(mydelnikovité). Do stejné Celedi se fadi javor nebo li¢i (Litchi), ve kterych se HGA takeé
vyskytuje (Engel et al., 2023).

Poziti nezralych ploda ackee vyvolava ulidi hypoglykemii, t¢Zkou metabolickou
acidéozu anemoc zvanou jamajské zvraceni. Jamajské zvraceni zacind potizemi
s gastrointenstinalnim traktem a kiecemi a ¢asto kon¢i komatem az smrti (Golden et al.,
2002; Valberg et al., 2013). Po poziti HGA muze dochazet i k poruchdm centralni nervové
soustavy (Carlier et al., 2015). Kromé HGA se v semenech ackee vyskytuje ijeho
v-glutamylovy konjugat dipeptid hypoglycin B (y-glutamyl-hypoglycin, HGB, Obr. 6B).
HGA se navic vyskytuje i v duzninach plodl. Pfi zrani se méni vzajemnd koncentrace
HGA a HGB. Hladina HGA se v duzninach sniZzuje ve prospéch HGB v semenech za
katalyzy enzymem (5-L-glutamyl)-peptid:aminokyselina-5-glutamyltransferasou
(y-glutamyltransferasa, GGT, EC 2.3.2.2). Posléze se konzumuji pouze zral¢ duzniny
ackee, takZe nehrozi intoxikace HGB vyskytujiciho se v semenech. HGB se tak podili na
detoxikaci plodu ackee pii jejich dozravani (Bowen-Forbes & Minott, 2011; Wray et al.,
2020). HGB se vyskytuje rovnéz v semenech a slupkach li¢i (Oulkar et al., 2022). Oproti
HGA ma HGB mensi dopad na rozvoj hypoglykemie (El-Khatib et al., 2022).

HGB (Fowden & Pratt, 1973) a enzym y-glutamyltransferasa (Young, 1973) byly
detekovany také v ne¢kterych druzich javoru. Do dnesni doby vSak nebyla zvazovéna role
HGB vzhledem k rozvoji AM u koni. Zaroven neni prozkoumana transformace HGB
v zazivacim traktu a jatrech hospodatskych zvifat a mozné hydrolyza HGB na HGA pfti
poziti pasoucimi se zvitaty (El-Khatib et al., 2022).

Obsah HGA se vyrazné li§i semeno od semene v ramci jedné pastviny idvou
rozdilnych pastvin (Valberg et al., 2013). Tato variabilita mize byt zplisobena riznymi

faktory: zralosti semen, slozenim plidy a zm&nami pocasi (z hlediska slune¢niho zafeni,



teplot a srazek). Nezrald semena A. pseudoplatanus mohou dokonce obsahovat méné
HGA nez listy odebrané ze stejného stromu (El-Khatib et al., 2022). Zaroven existuji
pastviny, na nichz nebyly evidovany ptipady AM, ale byly v ramci nich detekovana
semena A. pseudoplatanus s vysokym obsahem HGA (Unger et al., 2014).

Westermann et al. (2016) porovnavali vyskyt HGA v semenech, semenaccich a listech
A. pseudoplatanus na jate ana podzim (Tab. 1). Obsah HGA v semenech odpovidal
prvotni studii obsahu HGA v tomto druhu javoru od Ungera etal. (2014). Lze si
povsimnout, Ze semena byla nalezena ptredevsim na podzim, kdezto semenacky spise na
jare.

V praci od Baise et al. (2016) bylo detekovéano v semenéaécich az 3,40 + 0,20 ug-mg’!
HGA. V kvétenstvich 4. pseudoplatanus  ze tii pastvin  bylo nalezeno
0,174 + 0,026 ug'mg HGA (Votion et al., 2019). V oplodi naZek a v listech se vyskytuji
velmi mald mnozstvi hypoglycinu A (Unger et al., 2014). V jednom semeni 4. negundo
bylo nalezeno 3—160 pug HGA (primérmne¢ 40 ug HGA na semeno) (Valberg et al., 2013).
A. pseudoplatanus, nasledované semeny a nejmensi riziko intoxikace predstavuji listy.
I tak ale podzimni ptipady AM pievladaji nad jarnimi. NejspiSe je to zplisobené zvySenou
dostupnosti semen a preferenci jejich pozfeni oproti semenackiim (Westermann et al.,
2016). HGA se vyskytuje v semendaccich i po pouziti herbicidi nebo seceni pastvin

(Votion et al., 2020).

Tab. 1 Obsah hypoglycinu A (ug'mg"') v semenech, semenéalcich a listech A. pseudoplatanus
(javoru klenu) na pastvinach se zdravymi kofimi a konmi s atypickou myopatii (AM). Pfevzato
a upraveno dle Westermann et al. (2016).

Semena Semenacky Listy
Zdravi AM Zdravi AM Zdravi AM

A. pseudoplatanus na jaie

n* 3 4 7 5 3 4
Rozpéti 0-0,110 0,146-3,683 0,484-1,584 0,097-2,539 0,005-0,066 0-0,271

A. pseudoplatanus na podzim

n* 47 10 1 0 12 6
Rozpéti 0,008-2,518 0,025-1,804 1,119 - 0-0,148 0-0,035
* Cislo udava pocet pastvin, ze kterych byl rostlinny material ziskan.
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Pro rozvoj intoxikace hypoglycinem A stac¢i pro 500kg kon¢ davka 26,5 mg (Valberg
et al., 2013). Pokud by se v jednom semeni vyskytovalo 820,8 pg HGA (Unger et al.,
2014), priblizn¢ 32 semen by vyvolalo otravu (Dolezal et al., 2020). Pro koné je
maximalni tolerovana denni davka HGA v 20 g nazek, 50 semenaccich a 150 g
kvétenstvi. Nicméné mnozstvi HGA, které zptsobi otravu a rozvoj AM, je individualni.
Jelikoz je HGA rozpustny ve vodg, riziko skyta i voda po kontaktu se semenacky. Zde je
maximalni denni tolerovana davka 2 litry intoxikované vody (Votion et al., 2019).

HGA spolecné s MCPA-glycinem, MCPA-karnitinem
a methylencyklopropylformylovymi (MCPF-) konjugaty odvozenymi od MCPrG
(MCPF-glycin a MCPF-karnitin) byly nalezeny iv komercné prodavanych vzorcich
kobyliho mléka a v mléce pro kojend jehnata a telata (EI-Khatib et al., 2023). Kobyli
mléko se kromé vyzivy pro hiibata vyuziva i v lidské populaci. Ve statech stfedni Asie se
z kobyliho mléka vyrabi fermentaci mlécné alkoholické napoje kumys a saumal. Tyto
napoje bézné pouzivaji lidé v Rusku a Mongolsku pro 1é¢bu kardiovaskularnich
a zazivacich potizi. V Itélii je kobyli mléko doporuc¢ovano jako nahrada za kravské mléko
détem s alergii na kravské mléko, ktera je zprosttedkovdna imunoglobulinem E (IgE)
(Musaev et al., 2021). Dale byly kobyli mléko a vyrobky z né& doporuceny pii 1€€be
chronické hepatitidy, zaludeCnich viedd, tuberkuldzy, anémie, prijmu a zanéti zaludku
a ledvin. Také toto mléko pozitivné stimuluje imunitni systém (Navratilova et al., 2016).
V Evropé se ve velmi malé mife pfidava kobyli mléko do kosmetickych piipravki
(krémy, mydla a hydrata¢ni krémy). Nebyly vSak potvrzeny zadné specifické Uc€inky
téchto ptipravkl oproti tém s kravskym mlékem, které jsou 1 levnéjsi (Doreau & Martin-

Rosset, 2011).
2.1.3.2 Methylencyklopropylglycin

Methylencyklopropylglycin (MCPrG) (Obr. 7A) je stejné jako HGA neproteinogenni
aminokyselina. Jedna se o homolog HGA kratsi o jeden uhlik (Bochnia et al., 2019).
MCPrG byl izolovan pozdéji neZ HGA a to aZ v roce 1962 z plodt li¢i (Gray & Fowden,
1962).
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Obr. 7 Strukturni vzorec methylencyklopropylglycinu (MCPrG, A)

a y-glutamyl-methylencyklopropylglycinu (y-glutamyl-MCPrG, B).

MCP1G se stejn¢ jako HGA vyskytuje v nékterych rostlinach rodu Sapindaceae, napt.
ackee, li¢i, longanu (Dimocarpus longan) a mamonciloos (Melicoccus bijugatus) véetné
nékterych druhti javoru. Obsah MCPrG v plodech je zavisly na stupni zralosti (Fowden
& Pratt, 1973; Bochnia et al., 2019). MCPrG se nachazi nejenom v semenech, ale také
v duznin¢ 1i¢i. V semenech je jeho mnozstvi mnohem vyssi nez ve zralé duzniné.
V polozralé duzning je obsah MCPrG ¢tytikrat az petkrat vyssi oproti zralé (Asthana et
al., 2019). U lidi poziti ackee nebo li¢i vyvolava tvorbu toxini odvozenych od MCPrG
(Bochnia et al., 2021). M4 se za to, ze MCPrG obsazené v nezralém li¢i po poziti
zpusobuje akutni encefalopatii asociovanou s hypoglykemii. Dé&e se to zejména
u podvyzivenych hladovéjicich déti, které navic nejsou schopny rozeznat zralost plodt
(John et al., 2016; Asthana et al., 2019).

Od MCPrG je odvozen y-glutamylovy konjugat
v-glutamyl-methylencyklopropylglycin (y-glutamyl-MCPrG), vyobrazeny na Obr. 7B.
Nachazi se jak v plodech ackee, tak v A. pseudoplatanus (E1-Khatib et al., 2022).

Koncentrace MCPrG v semendécich A. pseudoplatanus je 0,290-0,500 ug'mg™,
v semenech 0,035-0,267 pg'mg" av listech 0,0063-0,1580 pug'mg™! (El-Khatib et al.,
2022). V kvétenstvich A. pseudoplatanus bylo nalezeno 0,200 + 0,002 pg MCPrG na
1 mg suchého materidlu (Engel et al., 2023). Semena 4. negundo obsahuji 0,022-
0,056 pg'mg! MCPrG a listy pouze 0,0027-0,0041 pg-mg™ (El-Khatib et al., 2022).

2.1.3.3 Katabolismus mastnych Kkyselin

Mastné kyseliny (s vice nez 12 uhliky) se do buiky dostavaji prostfednictvim
specifickych proteinti, napt. FAT/CD36 nebo proteinu vazajiciho mastné kyseliny FABP.
Cel¢ schéma transportu a katabolismu mastnych kyselin je vyobrazeno na Obr. 8. Kvtili

nizké reaktivité jsou mastné kyseliny aktivovany za vzniku ester acyl-CoA. D¢j
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katalyzuje vyS$i mastnd kyselina:CoA-ligasa (AMP-tvofici) (acyl-CoA syntetasa,
EC6.2.1.3). Na karboxylovou skupinu mastné kyseliny se nejprve vaze
adenosinmonofosfat (AMP) pies anhydridovou vazbu. Poté je AMP vyménéno za CoA.
Acyl-CoA nejsou uzpiisobené pro pruchod pies mitochondridlni membranu, proto se
v mitochondriich vyskytuje karnitinovy systém (Houten et al., 2016; Kodicek et al.,
2018). Mastné kyseliny krat$i nez 12 uhliki prochazi ptes vnitini mitochondrialni
membranu bez ucasti tohoto systému. Az v matrix jsou aktivovany pomoci koenzymu A
(CoA) (Harvey & Ferrier, 2011).

Palmitoyl-CoA:L-karnitin-O-palmitoyltransferasa (karnitinpalmitoyltransferasa, CPT,
EC2.3.1.21) je enzym existujici ve dvou formach — CPTI aCPTIL. CPTI je
lokalizovéana ve vnéj$§i membrané mitochondrii, kde katalyzuje hydrolyzu CoA od mastné
kyseliny (o 12-18 uhlicich) a ke kyselin¢ pfipojuje L-karnitin (Lopes et al., 2022).
Acylkarnitin vstupuje pies vnitini mitochondridlni membranu do matrix za ucasti
karnitin-acylkarnitintranslokasy (CACT). Acylkarnitin je v tomto procesu translokovan
antiportem proti volnému L-karnitinu (Guerra et al., 2022). Uvolnény L-karnitin je
posléze znovu vyuzit pro transport mastnych kyselin do mitochondrie (Joshi & Zierz,
2020). CPT II se nachazi na vnitini membrané ze strany matrix. CPT II transesterifikuje
acylkarnitin opét na acyl-CoA, ktery vstupuje do B-oxidace mastnych kyselin (Guerra et

al., 2022).
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Obr. 8 Schéma aktivace mastnych kyselin, jejich transportu do mitochondrie a B-oxidace.
Zkratky: FAT = transportér mastnych kyselin, FATP = transportni protein pro mastné kyseliny,
FABP =protein vazici mastné¢ kyseliny, CPT1, CPT2 = karnitinpalmitoyltransferasa I/II,
CACT = karnitin-acylkarnitintranslokasa. Pfevzato a upraveno dle Guerra et al. (2022).
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B-oxidace. Touto cestou bunka ziskava energii a udrzuje svou homeostazu (Guerra et al.,
2022). V mitochondridlni B-oxidaci jsou odbouravany mastné kyseliny s kratkym,
sttednim a dlouhym fetézcem. NejCastéji se vyskytuji mastné kyseliny s 12 az 18 uhliky
(Kyselova et al., 2022). B-oxidace mastnych kyselin za¢inad dehydrogenaci acyl-CoA na
druhém  atietim  uhliku za  ucasti  acyl-CoA:akceptor-2,3-oxidoreduktasy
(acyl-CoA-dehydrogenasa, EC 1.3.8.1 pro kratké acyly, EC 1.3.8.7 pro stfedni acyly,
EC 1.3.8.8 pro dlouhé acyly). Vznika enoyl-CoA s dvojnou vazbou mezi druhym a tfetim
uhlikem. Dva odtrzené vodiky jsou pieneseny na prostetickou skupinu FAD. Redukovany
FADH:> je dodavan do dychaciho fetézce pres komplex II a je opét oxidovan. Dvojna
vazba v enoyl-CoA je v druhém kroku hydratovana, vytvaii se 3-L-hydroxyacyl-CoA.
Reakce  je  katalyzovéna enzymem (35)-3-hydroxyacyl-CoA-hydrolyasou
(enoyl-CoA-hydratasa, EC 4.2.1.17). Podle tohoto kroku se celd drdha nazyva p-oxidace.
Poté dochazi k dalSi dehydrogenaci a vytvari se 3-oxoacyl-CoA. Oproti prvni reakci
B-oxidace je odtrzen vodik pouze z hydroxyskupiny na tfetim uhliku a tento vodik je
pienaSen na koenzym NAD'. Redukovany koenzym vstupuje do dychaciho fetézce pres
komplex I. Tohoto kroku se ucastni enzym
(S)-3-hydroxyacyl-CoA: NAD"-oxidoreduktasa (3-L-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa,
EC 1.1.1.35). Na zavér dochazi k thiolytickému $tépeni mezi uhliky C2 a C3. Vytvafi se
acetyl-CoA a acyl-CoA odva uhliky kratsi. Stépeni katalyzuje
acyl-CoA:acetyl-CoA-C-acyltransferasa (thiolasa, EC 2.3.1.16, v ptfipadé finalniho
Stépeni na dva acetyly acetyl-CoA:acetyl-CoA-C-acetyltransferasa, EC 2.3.1.9) (Kodicek
et al., 2018; Adeva-Andany et al., 2019). Findlni produkt acetyl-CoA miize byt nasledné
plné€ oxidovan v citratovém cyklu a dychacim fetézci. Vysledkem je tvorba energie ve
formé¢ adenosintrifosfatu (ATP) (Ma et al., 2018). Az 80 % energie ziskané oxidaci
acetyl-CoA a redukovanych kofaktorti vyuzivaji srdecni a kosterni svalovina a ledviny
(Houten et al., 2016; Yu et al., 2022).

Acetyl-CoA muze v ramci citratového cyklu také reagovat s oxalacetitem za vzniku
citratu. Citrat je z mitochondrie exportovan mitochondridlnim citratovym prenasecem do
cytosolu vyménou za malat, kde mize podléhat dvéma metabolickym cestam. Pfi prvni
znich je citrat je oxidovan pies isocitrat na o-ketoglutarat. Reakce je katalyzovana
cytosolickou isocitrat:NADP"-oxidoreduktasou (NADP"-dependentni
isocitratdehydrogenasa, EC 1.1.1.42). Druhou moZnou cestou je rozklad citrdtu na

oxalacetat aacetyl-CoA =za katalyzy acetyl-CoA:oxalacetdit C-acetyltransferasy
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[(pro-S)-karboxymethyl tvotici, ADP-fosforylujici] (ATP-citrat lyasa, ACLY,
EC 2.3.3.8). Oxalacetat se pfemcnuje na malat prostfednictvim NADP-dependentni
maldtdehydrogenasy (oxalacetdt dekarboxylacni) (maldtdehydrogenasa, MDH,
EC 1.1.1.40). Malat miize vstupovat do mitochondrie opét vymeénou za citrat. Acetyl-CoA
vznikly $tépenim citratu se podili na biosyntéze mastnych kyselin a cholesterolu.
V urditych krocich obou cest citratu v cytosolu se vytvari redukéni ekvivalent NADPH.
V disledku toho se acetyl-CoA nepfimo podili na udrzovani redoxni rovnovahy
v bunkéch (Carracedo et al., 2013; Williams & O’Neill, 2018).

Krom¢ mitochondridlni B-oxidace existuje 1ialternativni drdha [-oxidace
v peroxisomech pro odbourdvani mastnych kyselin s velmi dlouhym feté¢zcem (nad
18 uhlikii). V tomto pochodu nevznika ATP, protoze se v peroxisomech v prvnim kroku
acyl-CoA oxiduje a misto redukovaného kofaktoru vzniké peroxid vodiku. Peroxisomy
navic nemaji enzymy dychaciho fetézce (Nguyen et al., 2008). Zkracené mastné kyseliny
prechazi do mitochondrii, kde se dale oxiduji (Harvey & Ferrier, 2011). Dalsi alternativni
drahou je m-oxidace cytochromem P450 monooxygenasou (CYP450, EC 1.14.-.-)
v endoplasmatickém retikulu. Dochdzi k oxidaci posledniho uhliku acylu a vznikaji
dikarboxylové kyseliny (Voet & Voet, 1995). Mastné kyseliny s lichym poc¢tem uhliki
rovnéZz podléhaji B-oxidaci v mitochondriich. Finalnim produktem je ale tfiuhlikaty
propionyl-CoA. Propionyl-CoA muiZe podléhat karboxylaci na methylmalonyl-CoA, jez
je prevadén na sukcinyl-CoA , cozZ je meziprodukt citratového cyklu. Rozvétvené mastné
kyseliny nejsou substratem pro acyl-CoA-dehydrogenasu. Konkrétné u dvacetiuhlikaté
kyseliny fytanové je prekazkou methylova skupina na P uhliku. Kyselina fytanova tak
podléha a-hydroxylaci, které se ucastni enzym
fytanoyl-CoA, 2-oxoglutarat:kyslik-oxidoreduktasa (2-hydroxylujici)
(fytanoyl-CoA a-hydroxylasa, EC 1.14.11.18) (Harvey & Ferrier, 2011). U odbouravani
nenasycenych mastnych kyselin se naskytaji dva problémy — vétSinou se tyto mastné
kyseliny vyskytuji v konfiguraci cis a n¢které obsahuji dvojnou vazbu na sudém uhliku
(napf. kyselina linolov4). Zménu konfigurace cis dvojné vazby na tietim uhliku (cis-A>)
na trans na druhém uhliku (trans-A?) katalyzuje enzym
(3Z/3E)-alk-3-enoyl-CoA (2E)-isomerasa (enoyl-CoA-isomerasa, také 3,2-dienoyl-CoA
isomerasa, EC 5.3.3.8). Trans 1isomer je pak vhodnym substraitem pro
enoyl-CoA-hydratasu. Dale vznika problém pii vzniku 2,4-dienoyl-CoA. Aby jej
rozeznala enoyl-CoA-hydratasa, je =zapotiebi jej v savéich organismech upravit

v ptitomnosti dvou enzymt. Nejprve se dvojna vazba na ¢tvrtém uhliku redukuje za tiCasti
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(3E)-3-enoyl-CoA:NADP"  4-oxidoreduktasy  (trans-2,4-enoyl-CoA  reduktasa,
EC 1.3.1.124) a vznika trans-3-enoyl-CoA. Ten je poté isomerovan na trans-2-enoyl,
reakce je katalyzovana 3,2-dienoyl-CoA isomerasou. Potom muze pokracovat B-oxidace

(Voet & Voet, 1995).
2.1.3.4 Metabolické zmény pri atypické myopatii

HGA je absorbovan v jejunu (la¢niku) tenkého stfeva koni. Na apikdlni strané se
vstfebava pomoci transportérli a na bazolateralni prostiednictvim antiportu a facilitované
difuze (Krdgeloh et al., 2017). HGA 1 MCPrG nejsou po poziti samy o sob¢ toxické.
K jejich ptemén¢ na toxické metabolity dochazi pfedevsim v buiikéch kosterniho svalstva
(Obr. 9). Jejich metabolizace v prvnich dvou krocich odpovidd déjim katabolismu
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (Sander et al., 2023).

Do bunék kosterniho svalstva se HGA dostava skrze LAT1 transportér (Sander et al.,
2023). Prvni krok metabolizace HGA zahrnuje reverzibilni o-oxidaci v cytosolu za
vzniku  methylencyklopropyl-pyruvatu =~ (MCP-pyruvatu),  reakci  katalyzuji
aminotransferasy rozvétvenych aminokyselin (BCAT, EC 2.6.1.42). MCP-pyruvat je
pfenasen do mitochondrie, kde je nevratné dekarboxylovan a reverzibilné€ esterifikovan
v pritomnosti komplexu dehydrogenas rozvétvenych a-oxokyselin (BCKDH komplex)
a koenzymu A na MCPA-CoA (Melde et al., 1991; Sarkar et al., 2020; Wouters et al.,
2021). Ke vzniku MCPA-CoA dochézi v mitochondridlni matrix (Salaiin, 2000). Tim, ze
je CoA vyuzivan pro esterifikaci MCPA, naruSuje se transport mastnych kyselin (C > 12)
pfes karnitin-acyl-CoA systém (Valberg et al., 2013). In vivo se ddle MCPA-CoA vaze na
prostetickou  skupinu  FAD za  tvorby aduktGi  anevratné¢  inhibuje
acyl-CoA-dehydrogenasy pro kratké a sttedn€ dlouhé acyly mastnych kyselin. Enzymy
jsou tak vazbou MCPA-CoA zablokovany anemohou byt vyuZzity pro prvni krok
mitochondrialni B-oxidace (Sander et al., 2016). B-oxidace se postupn¢ zpomaluje
a mohou byt odbourdvany acyl-CoA obsahujici acyly s nejvice ¢tyimi uhliky (tj. po
buturyl-CoA) (Salaiin, 2000). MCPA-CoA inhibuje také nékteré FAD-dependentni
dehydrogenasy zapojené do odbouravani rozvétvenych aminokyselin (Kruse et al., 2021).
V mitochondriich jsou to enzymy 3-methylbutanoyl-CoA:akceptor oxidoreduktasa
(isovaleryl-CoA  dehydrogenasa, EC 1.3.8.4), 2-methylbutyryl-CoA:akceptor
oxidoreduktasa (2-methylbutyryl-CoA dehydrogenasa, EC 1.3.8.5) (Bochnia et al., 2019)
a glutaryl-CoA:akceptor oxidoreduktasa (glutaryl-CoA dehydrogenasa, EC 1.3.8.6)
(Valberg et al., 2013).

17



_ CYTOSOL
BUNKY KOSTERNIHC

NH,
SVALU
/ (o] H,C
HZC/ / \
OH HGA
pyruvat pyruvat pyruvat
aminotransferasa
rozveétvenych
aminokyselin
alanin alanin alanin

o}

0
HQC%%

MCP-pyruvat OH

PO O eeesI s IIseEIeETcTsessrssesesesesssesssssssssssnsse
Pessesscssssssssscssssssssssssssssssscssssssssnss

CoA

MATRIX CoA
MITOCHONDRIE
dehydrogenasa
rozvétvenych a-oxokyselin
co, (dekarboxylace je nevratna) co,
]
H,C
o ¢A\)\ o ,
MCPA-CoA

..Mcp

|

acyl-CoA dehydrogenasa =

Hzckv)k(/

NH,

o
2

oH MCPrG

pyruvat

aminotransferasa
rozvétvenych
aminokyselin
alanin

OH

MCP-glyoxalat

Peesesssssssssscsrsssssone
Peessssssscsscsssssssssscscs

dehydrogenasa rozvétvenych
a-oxokyselin
(dekarboxylace je nevratna)

F-CoA

|

enoyl-CoA hydratasa, thiolasa

Dusledek: 1 acyl-CoA v mitochondriich

pfeména acyl-CoA
na acylglyciny
(glycin-N-acyltransferasa)

-—

acylglyciny, MCPA-glycin
a MCPF-glycin
v krvi nebo mod&i

, preména acyl-CoA

na acylkarnitiny

acylkarnitiny, MCPA-karnitin

a MCPF-karnitin
v krvi nebo moci

Obr. 9 Metabolizace hypoglycinu A (HGA) a methylencyklopropylglycinu (MCPrG) v bunkach

kosterniho  svalstva ajejich vliv na B-oxidaci
MCP- = methylencyklopropyl-, MCPA-
MCPF- = methylencyklopropylformyl-. Pfevzato a upraveno dle

et al. (2019).

mastnych

kyselin.  Zkratky:
methylencyklopropylacetyl-,
Melde et al. (1991) a Bochnia

Aktivni toxickou formou MCPrG je MCPF-CoA (Bochnia et al., 2019). Pfeména
MCPrG na MCPF-CoA probiha analogicky jako u HGA na MCPA-CoA (Obr. 9).

Nejdiive je MCPrG v cytosolu reverzibiln€¢ transaminovan na MCP-glyoxalat.
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MCP-glyoxalat je prenasen do mitochondrie, kde podléha dekarboxylaci a reverzibilni
esterifikaci a vznikéd toxicky metabolit MCPF-CoA (Melde et al., 1991). MCPF-CoA
inhibuje enzymy druhého a posledniho kroku B-oxidace mastnych kyselin, konkrétné
enoyl-CoA-hydratasu a thiolasu (Wouters et al., 2021). MCPF-CoA se vyskytuje
v R a § enantiomerech. Oba tyto enantiomery inhibuji stejné a¢inné enoyl-CoA hydratasu
v mitochondriich, jenze v peroxisomech pfi inhibici
(3R)-3-hydroxyacyl-CoA-hydrolyasy (enoyl-CoA-hydratasy II, EC4.2.1.119) je
ucinngjsi enantiomer R (Sarkar et al., 2020). Toxin mize byt rovnéz slabym inhibitorem
acyl-CoA dehydrogenas v prvnim kroku B-oxidace (Bochnia et al., 2019).

Jelikoz je zablokovan metabolismus mastnych kyselin a degenerované svaly nemohou
vyuzivat kyslik, organismus vyuziva anaerobni glykolyzy pro zisk energie. Kviili tomu
dochazi k rychlému vycerpani zasob glykogenu ve svalu, hypoglykemii a k laktatové
acidoze. U koni s AM je ale pozorovana vétSinou hyperglykémie. Diivodem je nejspise
vys$s§i mobilizace glukosy z jaternich zasob glykogenu ve prospéch svala (Sponseller et
al., 2012).

Inhibici B-oxidace se také netvoii acetyl-CoA a jeho mnoZstvi v organismu se sniZuje
(Sarkar et al., 2020). Ptebytecné hromadici se acyl-CoA, které nemohou vstoupit do
B-oxidace mastnych kyselin, prochazi zpétn¢ karnitinovym pifenaseCem, ¢imz se
pfeméiuji na acylkarnitiny. Acylkarnitiny jsou ve zvySené mife vylu€ovany z bunék do
séra. Dale se mohou acyl-CoA pfeménovat na acylglyciny, ¢imZ se zvysi jejich polarita
pro usnadnéni exkrece moci. Reakci acyl-CoA s glycinem zprostiedkovava enzym
acyl-CoA:glycin N-acyltransferasa (glycin-N-acyltransferasa, EC 2.3.1.13), ktery se
nachdzi v bunikdch jaterni a ledvinné tkané (Sponseller et al., 2012; Unger et al., 2014;
Karlikova et al., 2016; Sander et al., 2016).

Predpoklada se, Ze pti lehkém pribéhu AM napoméhaji alternativni cesty (B-oxidace
v peroxisomech a m-oxidace v endoplasmatickém retikulu) snizit mnoZstvi acylkarnitinti
na obvyklé¢ koncentrace. Pii té¢zkém pribéhu otravy je vSak kapacita téchto cest
nedostacujici (Karlikova et al., 2016).

V konecném disledku se v kosternim a srde¢nim svalstvu hromadi tuky (Hirz et al.,
2021), které naruSuji bunééné membrany svalovych bunék (El-Khatib et al., 2023).
Lipidy se akumuluji predev§im v myokardu a posturdlnich (tonickych) a dychacich
svalech (Sponseller et al., 2012). PostiZzeny jsou hlavné svalova vldkna prvniho typu, které
obsahuji velké mnozstvi mitochondrii a energii ziskdvaji pomoci oxidativni fosforylaci

(Westermann et al., 2008).
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2.1.4 Priznaky atypické myopatie

AM nastupuje ndhle s ptiznaky akutni myopatie (Cassart et al., 2007). Ne vSichni koné
na stejné pastviné jsou nachylni k rozvoji AM. N¢kteti koné zlstavaji zdravi, 1 kdyz se
pasou spole¢né€ s jedinci, u nichZ byla AM prokazéna. Mechanismy odolnosti stale nejsou
odhaleny (Wouters et al., 2021). Nemoc neni spojovana s ptedchozi zatézi (Palencia &
Rivero, 2007). Koné jsou pfi nastupu nemoci klidni a ziistavaji pti védomi (Votion &

Serteyn, 2008).
2.1.4.1 Klinické priznaky

VétSina klinickych pfiznakl navazuje na poSkozeni urcitych svalovych skupin, zejména
dychacich a posturalnich svalii. Svaly zajist'ujici pohyb jsou poskozeny minimalné nebo
vibec. Mezi prvni vnéjsi projevy se fadi svalova ztuhlost a slabost a neschopnost stat
(Palencia & Rivero, 2007; Votion, 2016). Pacient trpi samovolnymi svalovymi zaskuby
a abnormalnim stylem chlze (Cassart et al., 2007). To vSe usti v polehavani
intoxikovaného zvifete (Votion, 2016). Pii pohybu je zietelny svalovy tfes a nadmérné
poceni (Obr. 10) (Votion & Serteyn, 2008). U koni panuje nechut’ k pohybu a obtizné
vstavaji (Votion et al., 2007). Srde¢ni funkce jsou ve fyziologickém stavu nebo se mohou
projevit tachykardie (zvySena tepova frekvence, tzn. vice jak 45 tept za minutu) (Votion,
2016). U koni byla také pozorovana deprese, coZ se projevuje stranénim vici ostatnim
konim a lidem, poklesem zajmu o potravu a obvyklé aktivity, pacient Spatn¢ spi a méné

se pohybuje.

Obr. 10 Kong s atypickou myopatii obvykle vykazuji celotélové poceni. Fotografie poskytnuta
MVDr. Petrem Jahnem, CSc. z Veterinarni univerzity Brno.
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Dal8imi ptiznaky AM jsou piekrvené sliznice a tmaveé hnédd mo¢ (Obr. 11), ktera je
zbarvena kvili obsahu myoglobinu (myoglobinurie) (van Galen et al., 2012a). Myoglobin
se uvoliuje z diivodu rhabdomyolyzy svalové tkan¢. Myoglobinurie je vSak pouze
orientacni ptiznak. Myoglobin muze byt vyluCovan pii jinych nemocech a zaroven
nepiitomnost myoglobinurie nevylucuje AM (Votion, 2016). VSechny doposud uvedené
ptiznaky byly pozorovany u vice jak 50 % koni s AM (van Galen et al., 2012a).

U témét poloviny koni (49 %) byla pozorovana dyspnoe (duSnost) (van Galen et al.,
2012a). Kin vykazujici dyspnoi ma zhorSenou prognoézu a je obvykle hlavnim divodem
eutanazie (Votion, 2016).

Sekundarné zlstavaji pacienti stat se sto¢enou hlavou dolti (ventroflexe), coz mize byt
doprovazeno podkoznimi otoky hlavy a krku. Pokud se konim podafi vstat, nevydrzi to
obvykle déle jak n€kolik minut (Votion & Serteyn, 2008).

U 60 % postizenych koni je télesnd teplota normalni (37-38,5 °C), hypotermii
vykazovala priblizné tietina koni a hypertermii pouze desetina (van Galen et al., 2012a).
Hypotermie se zlepSuje ustdjenim koné v teple (Votion et al., 2007).

U ctvrtiny koni byly pozorovany problémy s polykanim (dysfagie), kterd mize byt
doprovazena obstrukci jicnu. Koné jsou béhem nemoci vyjimecné anorekticti az
hladovéjici (van Galen et al., 2012a), chut’ k jidlu mize byt ale i zachovana nebo dokonce

byt zvysena (Votion & Serteyn, 2008).

Obr. 11 Mo¢ pacienta s atypickou myopatii (vlevo) obsahujici myoglobin, vpravo je mo¢
zdravého jedince. Fotografie poskytnuta MVDr. Petrem Jahnem, CSc. z Veterindrni univerzity
Brno.
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DalSimi pfiznaky jsou distenze (roztazeni) mocového méchyfe moci pii rektalni
palpaci (vySetfeni kone¢niku pohmatem; u 58 % ptipadl) se soucasnou dysurii,
neprichodnost tlustého (a)nebo tenkého stteva (38 %) (van Galen et al., 2012a), apatie
(Samonilova et al., 2022), zarudlé spojivky a srdedni Selesty (Votion, 2016). Pravé plny
mocovy méchyt zplsobuje priznaky koliky (Sponseller et al., 2012). Majitelé pii mylné
domnénce, ze maji koné koliku, nuti zvifata k pohybu. To vSak zhorSuje prognozu,
protoze pohyb vyvolava dal§i poskozeni svaltl (Samonilova et al., 2022).

U jednotek ptipadid bylo pozorovano: mirny priijem, sucha nebo hlenem pokryta
stolice, posun tlustého stfeva, bolest v okoli ledvin, snizeny tonus konec¢niku, prolaps
penisu, nekroza a ulcerace (zviedovaténi) sliznice ustni dutiny, pokles o¢niho vicka, kiece
zvykacich svalil, schvaceni kopyt (laminitida, jednd se o zanét sténové Skary kopyta)

a ptiznaky méstnavého srde¢niho selhani (van Galen et al., 2012a).
2.1.4.2 Laboratorni ukazatele

Kong¢ pfi néstupu piiznaktit AM trpi vétSinou hyperglykemii a maji zvySenou hladinu
laktatu a triacylglycerolii v krvi (Dunkel et al., 2018). Jsou také zaznamenany nizs§i
hladiny vépniku v séru (Boemer et al., 2017). Dalsi markery poskozeni svalu, jako jsou
zvySend hladina fosforu a drasliku a sniZzeny obsah sodiku a chloru v krvi, nebyly
pozorovany (Votion et al., 2007). U koni s AM byly nalezeny i zvySené plasmatické
koncentrace troponinu I, jakoZto specifického markeru poSkozeni srdecniho svalu.
Toxicitu vii¢i myokardu nejspise zapticinuji acylkarnitiny s dlouhym fetézcem (Lemieux
et al., 2016). V krvi je téZ zvySeny obsah myoglobinu, coZ je nefrotoxin uvoliiovany
z poskozenych svali (Fabius & Westermann, 2018). U AM vSak neni akutni selhani
ledvin zplisobené myoglobinem pficinou umrti (Brandt et al., 1997).

Z hematologického hlediska maji pacienti zvySené hladiny leukocytl kvili neutrofilii
(Votion & Serteyn, 2008; Jahn et al., 2022), zvySeny hematokrit (Brandt et al., 1997)
a vys$i hodnotu PCV (objem cervenych krvinek) (Dunkel et al., 2018).

Pro ur€eni diagnozy AM se v dneSni dobé stanovuje aktivita kreatinkinasy,
koncentrace toxini (HGA a MCPrG), jejich metabolitd (konjugatt MCPA a MCPF
s karnitinem nebo glycinem) a acylkarnitini (Wouters et al., 2021). AM je rovnéz
doprovazena zvySenou hladinou acylglycini (Karlikova et al., 2016).

Pti néstupu klinickych ptiznaki jsou pozorovany vyrazné zvysené aktivity enzymu
ATP:kreatin  N-fosfotransferasy (kreatinkinasa, CK, EC2.7.3.2), dale pak

L-aspartat:2-oxoglutardt aminotrasferasy (aspartataminotransferasa, AST, 2.6.1.1)
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(Palencia & Rivero, 2007) a (S)-laktat:NAD" oxidoreduktasy (laktatdehydrogenasa, LD,
LDH, EC 1.1.1.27) (Bochnia et al., 2015). Zvysujici se aktivita kreatinkinasy v séru je
spojovana s negativni prognozou tykajici se preziti (Gonzalez-Medina et al., 2017).
Maximum sérové aktivity CK nastava 6—12 hodin po svalovém poranéni, pfiCemz
polocas rozpadu tohoto enzymu je 12 hodin. Referen¢ni mez pro aktivitu CK je 110-
250 IU-1"!' (Jahn et al., 2022). P¥i prvnich piiznacich AM piesahuje aktivita CK ¢asto
10 000 IU-1"!, neobvyklé nejsou ani hodnoty ve stovkach tisic jednotek (Votion & Serteyn,
2008). U koni, ktefi pteziji AM, je dosazen vrchol aktivity kreatinkinasy ptiblizné po
24 hodinach od propuknuti prvnich ptiznakt. Od ¢tvrtého dne zacina aktivita kazdy den
klesat o polovinu oproti ptedchozimu dni (Jahn et al., 2022). V praci od Karlikové et al.
(2016) byl popsan ptipad koné€, unéhoz jest¢ ve 48. hodin¢ po propuknuti piiznakl
vzristala aktivita CK. Tento kin musel podstoupit eutanazii. V tomto vyzkumu se
zavislost imrtnosti (resp. eutanazie) na vzrustajici aktivité kreatinkinasy u jednotlivct
odlisovala.

V moci a v plasmé koni se nachazi ve zvySené mife acylkarnitiny s kratkym (C2-CS5),
sttedn¢ dlouhym (C6—C12), dlouhym (C14—C20) a velmi dlouhym fetézcem (C22—-C26),
ale také acylkarnitiny odvozené od nenasycenych, dikarboxylovych a hydroxy- kyselin
(Westermann et al., 2008; Karlikova et al., 2016). ZvySené hladiny dikarboxylovych
kyselin jsou zplsobené aktivaci alternativni w-oxidace, kterd tyto metabolity vytvaii
(Boemer et al., 2015). Ze skupiny acylkarnitinii byly navrZeny jako nejlep$i potencialni
biomarkery AM acylkarnitiny o délce Ctyf aZz deseti uhlikd. Zaroven pocatecni
koncentrace acylkarnitinli C4 a C5 by mohli byt pouzivany jako prediktivni ukazatele
preziti (Mathis et al., 2021). Acylkarnitiny nejspiSe pfispivaji k rozvoji hyperglykémie
u pacientd, protoze se podili na inzulinové rezistenci ve svalech (Lemieux et al., 2016).

Westermann et al. (2008) odhalili zvySené hladiny konjugéth glycinu v moci
postizenych koni. Konkrétné se jednd o valerylglycin, isovalerylglycin, butyrylglycin
a hexanoylglycin. Karlikova et al. (2016) zminéné acylglyciny potvrdili 1 v séru a dale
zaznamenali zvySeni isobutyrylglycinu, fenylpropionylglycinu a suberylglycinu v séru
a vmoci, furoylglycin a propionylglycin se nachiazel pouze v moci. Nejvétsi rozdil
v koncentracich acylglycini v mo¢i mezi zdravymi anemocnymi kofimi nastal
u butyrylglycinu a hexanoylglycinu (Mathis et al., 2021).

Namétené koncentrace HGA v krvi se pohybuji od 0,230 umol-I"! (Carlier et al., 2015)
do 60,170 pmol-lI"" (Bochnia et al., 2015). Stanoveni HGA avSak nema vypovédni

hodnotu pro pribéh onemocnéni a Sanci na preziti, protoze obsah HGA v krvi koni je
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velmi variabilni. Kinetika HGA u koni stdle neni dobfe prostudovana (Boemer et al.,
2017). Bochnia et al. (2019) stanovili obsah HGA v moc¢i na 0,064—-3,405 mmol na 1 mol
kreatininu. Hladiny MCPA-karnitinu v séru se pohybuji v rozmezi 0,950 nmol-1"! (Votion
et al., 2014) az 1,180 umol-1"! (Sander et al., 2016), v mo¢i je to 0,133-2,754 mmol na
1 mol kreatininu (Bochnia et al., 2019). Rozpéti koncentrace glycinového konjugatu
s MCPA v moc¢i ¢ini 0,200 mmol (Sander et al., 2016) az 192,704 mmol na 1 mol
kreatininu, v séru byla nejvyssi detekovana hladina MCPA-glycinu 4,649 pmol-1"!
(Bochnia et al., 2019).

MCPrG se u postizenych koni nachdzi v daleko nizSich koncentracich nez HGA
a zaroven je obsah MCPrG velmi variabilni (Bochnia et al., 2019). Koncentrace MCPrG
a jeho metabolitll v séru a v moci jsou uvedeny v Tab. 2. Jahn et al. (2022) detekovali
u koné s AM niz§i hladinu MCPF-karnitinu v krvi ve srovnéni s Gdaji v Tab. 2, konkrétné
0,208 umol-1"!. Soucasné nenalezli v krvi kon& jak MCPrG, tak jeho metabolit
MCPF-glycin. Navic detekovali pfitomnost HGA v krvi sledovaného koné¢ jest¢ 15. den
od hospitalizace, MCPA-karnitin ve 4. dni, MCPA-glycin ve 3. dni a MCPF-karnitin
5. den (Jahn et al. 2022).

Tab. 2 Koncentrace methylencyklopropylglycinu (MCPrG) a jeho metabolitii v séru a v moci.
Zkratky: MCPF- = methylencyklopropylformyl-. Pfevzato a upraveno dle Bochnia et al. (2019).

Metabolit Serum Mo¢
[umol-I"] [mmol na 1 mol kreatininu]
MCPrG (isomer A) 0,004-1,623 0,001-0,026
MCPrG (isomer B) 0,003-0,228 0,003-0,051
MCPF-karnitin 0,990-18,903 5,380-29,378
MCPF-glycin 0,052-1,180 1,771-16,058
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2.1.4.3 DalSi zmény v hladinach metabolitu

V séru a v moc¢i koni s AM jiz byla provedena fada metabolomickych studii, kde byly
pozorovany zmény hladin metabolitli znac¢ici poruchy metabolismu organickych kyselin
a aminokyselin, purinil, pyrimidini a vitamini (Karlikova et al., 2016).

V moci koni s AM byly nalezeny zvysSené hladiny organickych kyselin, konkrétné
ethylmalonové, methylsukcinové, mlééné (Westermann et al., 2008), glutarové (Valberg
et al, 2013), adipové (Sponseller et al., 2012), pyrohroznové, suberové
a 2-hydroxyglutarové (Mathis et al., 2021). U pacientii s AM byly oproti zdravé populaci
vyznamné zvysené koncentrace kyseliny 2-hydroxyglutarové a ethylmalonové (Mathis et
al., 2021). V séru postizenych koni byl nalezen i snizeny citrat, isocitrat a akonitat
a zvySeny 2-oxoglutarat, coz je nejspiSe zpiisobeno nedostatkem acetyl-CoA, ktery neni
produkovan B-oxidaci (Karlikova et al., 2016).

Vmoci avséru bylo upacienti pozorovano vyrazné zvySeni proteinogennich
aminokyselin (alaninu, aspartdtu a leucinu), B-alaninu a sarkosinu (Karlikova et al.,
2016). Sarkosin se preméiluje na glycin za pfitomnosti enzymu sarkosin:akceptor
oxidoreduktasy (demethylujici) (sarkosindehydrogenasa, EC 1.5.8.3), kterd je
FAD-dependentni, tudiz MCPA-karnitin nejspiSe inhibuje i tento enzym. Na rozdil od
toho koncentrace methioninu, argininu, serinu a kreatininu zahrnuté do metabolismu
glycinu byly snizeny (Wouters et al., 2021). Leucin (a jeho 2-oxo derivat) byl jedinou
rozvétvenou aminokyselinou, kterd byla pozorovéana jako zvySend. Zména koncentraci
valinu a isoleucinu u pacientli oproti zdravym konim nebyla. Enzymy pro metabolizaci
rozvétvenych aminokyselin a HGA s MCPrG jsou shodné. JelikoZ jsou hladiny valinu
a isoleucinu nezménéné, BCAT a BCKDH jsou nejspiSe schopné katalyzovat reakce
toxint i téchto aminokyselin (Karlikova et al., 2016; Wouters et al., 2021).

V séru byly nalezeny vyrazn€¢ sniZzené koncentrace purinti: adeninu, adenosinu,
guanosinu, hypoxanthinu, inosinu a xantinu. Meziprodukty de novo syntézy purinii byly
vyrazné¢ zvyseny, to je zpusobeno degradaci purinovych nukleotidi uvolnénych
z myocytl pfi myopatii. V moci byly jiz rozdily jak v purinech, tak v pyrimidinech. Byla
odhalena sniZzend hladina adenosinu, cytosinu, cytidinu, uracilu, dihydrouracilu
a thymidinu, zvySeny byly akordt xantin a xantosin (Karlikovd et al., 2016).
U rhabdomyolyzy obecné dochazi k hyperurikémii (Wouters et al., 2021).

Hladiny nékterych vitamint a jejich derivati byly rovnéz pozménéné. V séru i v moci

byl snizen riboflavin (vitamin B) a trigonelin (N-methylovany vitamin B3). Pouze
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v moci byl sniZzen panthotenat (vitamin Bs) a pyridoxat (produkt rozkladu vitaminu Be)
(Karlikova et al., 2016).

V plasmé koni byly odhaleny i intracelularni metabolity, které se uvoliuji pii
rhabdomyolyze. Jedna se o kreatin, taurin, karnosin a jiz zminény sarkosin. Karnosin
ataurin jsou specifické ukazatele posSkozeni svalovych vldken I.nebo II. typu
u konovitych. Taurin se se vyskytuje pievazné ve svalovych vldknech I. typu, karnosin je

zase ukazatelem poskozeni myokardu (Wouters et al., 2021).

2.1.5 Prevence a lécba

vvvvvv

je dodrzovani preventivnich opatfeni. Tykaji se jednak managementu okolo koni, jednak
sledovani pastvin (Votion et al., 2020).

Pted zjisténim pravé pti¢iny AM Votion et al. (2009) doporucovali preventivng ustajit
koné béhem neptiznivého pocasi, poskytovat jim solna lizatka, celoroéni pfikrmovéni
(je¢men, oves, kukufice, seno, slama, kompletni smés) a dostupnost vody z rozvodné sité.
Také zjistili, ze odCerveni a pravidelné ockovani (napf. proti chfipce, tetanu nebo
herpesvirim), sniZzuje riziko AM. Naopak opakované rozmetdni hnoje a branovani
pastvin napomahd rozvoji AM. Van Galen et al. (2012b) déle radili omezit pastvu na
podzim a na jafe, odstrafiovat z pastvin odumfelé listy a dfevo a preferovat pastviny bez
stromtl. Alesponl v rizikovych obdobich navrhovali doddvat konim dopliikové krmivo.
V krmivu se nachézi substraty, vitaminy (zejména riboflavin, ze které¢ho se tvoii FAD)
a antioxidanty, které pfizniv€ pomahaji prognéze koné zasazeného AM (Votion et al.,
2020). Piikrmovani koné toho navic méné sni na pastviné (Samonilova et al., 2022).

NejrizikoveéjSimi mésici jsou fijen, listopad a prosinec, posléze na jafe to jsou biezen,
duben a kvéten (Samonilova et al., 2022). V dne$ni dobé se majiteliim koni doporucuje
zamezit styku koni s 4. pseudoplatanus nebo A. negundo a odstraiiovat jejich semena
a semendCky z pastvin. Zaroven se mohou dostat do vody akrmiva pro koné.
Nepftiznivym faktorem je trvala pastva na vlhké padé. Ukazuje se, Ze pokud se kon¢ pasou
méné jak Sest hodin denné v lokalitach, kde se blizko vyskytuji nazky, maji lepsi Sanci na
pfeziti nez ti, ktefi se pasou déle (Votion et al., 2020). Roznosu nazek napomaha silny
vitr. Nazky mohou dolétnout az 200 metrt od stromu, tudiz nepfitomnost javoru piimo
v bezprostiedni blizkosti pastviny neni dostatecnou prevenci (Votion, 2016).

Symptomaticka 1écba kon¢ s AM je zalozena na odstranéni akutni rhabdomyolyzy

a lécbeé poruch metabolismu lipidii. Kin by primarné mél byt v teple a m¢l by se co
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nejméné hybat a stresovat (Samonilova et al., 2022). Prvotni a nejdileZitdjsi fazi 1écby je
infuzni terapie, ¢imz se obnovi objem cirkulujici krve a acidobazicka a elektrolytova
rovnovaha, kin se soucasné rehydratuje (Witkowska-Pilaszewicz et al., 2019). Energie
pro poskozené svaly je dodavana prostfednictvim inflize 5% glukosy spole¢né
s insulinem, aby se zabranilo rozvoji dalsi hyperglykemie a dehydratace. Pro zlepSeni
prognozy pacientil je vhodné podavat per os kombinaci karnitinu, vitaminu E, riboflavinu
a selenu (u karnitinu a riboflavinu moznost i intraven6zniho podani). Aplikaci karnitinu
se 1épe eliminuji toxiny a toxické metabolity. Selen s vitaminy podporuji mitochondridlni
doporucuje konim podavat laxativa nebo aktivni uhli. U pacientt je také typicky nafoukly
mocovy méchyt, coz vyvolava ptiznaky koliky. Je proto zapotiebi kontrola a katetrizace
mocového méchyie. Pro zamezeni rozvoje proleZenin u leziciho koné je tieba
pravidelného polohovani. V neposledni fad¢€ se radi insuflace kysliku (zavadéni plynu do

t&lni dutiny) (Fabius & Westermann, 2018; Samonilov4 et al., 2022).
2.1.6 Zvlastni pripady atypické myopatie a podobna onemocnéni

Existuji ptipady koni, ktefi se pasli na pastvinach s 4. pseudoplatanus nebo negundo, kdy
byl v krvi zji§t€n obsah HGA 1 ptes to, ze neméli klinické ptiznaky AM. Samotné poZiti
HGA tak nemusi vyvolat u v§ech koni AM, coZ poukazuje na dal§i mozné mechanismy
patogeneze AM (Baise et al., 2016), které je potieba jesté prozkoumat.

Byl jiz popsan ptipad rozvoje AM u novorozeného hiibéte, jehoZ matka prodélala AM
v Sestém mésici brezosti (Karlikova et al., 2018). Pfesna patogeneze vSak jesté¢ nebyla
potvrzena, ale nejspiSe se HGA ajeho metabolity nahromadily v placenté klisny
anasledné se pienesly na plod, nebo byly slou¢eniny vyluCovany do mléka klisny
(Karlikova et al., 2018). Jiz byl potvrzen vertikalni pfenos HGA, nékterych acylkarnitini
a toxint MCPA-karnitinu, MCPF-karnitinu, MCPA-glycinu a MCPF-glycinu do mléka
brezich klisen, které byly vystaveny pfitomnosti naZzek nebo semenackii javoru (Renaud
etal., 2021; Sander et al., 2021).

U koni jsou evidovany nejriznéj§i druhy myopatii, mezi nejvyznamnéjsi se fadi
zatézova myopatie (ZM), polysacharidovd myopatie (PSSM) a nutri¢éni myodegenerace
(NMD). U koni se mohou projevit klinické ptiznaky AM, i kdyZ u nich neni indikovéana
pritomnost HGA nebo se nepasou na pastvinach s vyskytem javort. Toto onemocnéni se
nazyva ZM. Jde o onemocnéni vyvolané fyzickou namahou, pii niz se degeneruji kosterni

svaly. U tohoto typu myopatie dochazi k postizeni svalovych vlaken druhého typu, kdezto
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u AM jsou to vldkna prvniho typu. Svalova vlakna typu II jsou piizplisobena na rychlé
kontrakce, na druhou stranu se rychleji unavi. Pfevlada u nich anaerobni metabolismus
s nizkou oxidacni kapacitou (McEwen & Hulland, 1986). PSSM je geneticky
podminénym druhem myopatie projevujicim se poruchami uklddani glykogenu. Jedna se
o autozomaln¢ dominantni onemocnéni. Zasazena jsou pouze urcitd plemena koni.
Klinické ptiznaky zahrnuji projevy namahové rhabdomyolyzy, bolest svalii, ztuhlost,
poceni, slabost aneochotu k pohybu (Finno et al., 2009). NMD, zndma také pod
anglickym nazvem ,white muscle disease”, je zplisobend nedostatkem selenu
avitaminu E, které plsobi jako antioxidanty. Pfi deficitu téchto latek dochazi
k rhabdomyolyze vyvolané radikaly. Postizeny jsou hlavné svaly zapojené do pohybu
a myokard (Delesalle et al., 2017).

[ u lidi byl zaznamenan MADD, znamy pod nazvem glutarova acidurie typu II. Toto
onemocnéni je na rozdil od AM autozomalné recesivné dédi¢né a jednd se o poruchu
mitochondridlniho flavoproteinového fetézce pro prenos elektronti v dychacim fetézci.
Tento fetézec je akceptorem elektronii pro nékteré mitochondridlni FAD-dependentni
dehydrogenasy. To pak zasahuje do metabolismu mastnych kyselin, rozvétvenych
aminokyselin, organickych kyselin a cholinu (Karlikova et al., 2016; Sousa Martins et al.,

2022).
2.2 Soucasny stav diagnostiky atypické myopatie

Pred zjisténim pravé pfic¢iny AM byla diagndza zalozena na anamnéze kong, jeho
klinickych ptiznacich, laboratornich nalezech a histologii (Votion, 2012). Na zaklad¢
toho van Galen etal. (2012a) vytvorili algoritmus pro diagnostiku ptipadd AM.
Laboratorni vySetfeni pro potvrzeni AM zahrnovalo stanoveni profilu acylkarnitinti v krvi
a moci a glycinovych konjugata a organickych kyselin v mo¢i (Votion, 2012).

V dnesni dobé se vyvijeji metody pro snadné arychlé stanoveni HGA a jeho
metabolitll v séru nebo moci postizenych koni. Diivodem je kazdoro¢ni zvySovani poctu
piipadi AM, ale rovnéz to, ze kon¢€ vétSinou umiraji do 12 hodin od propuknuti prvnich
ptiznaki (Dolezal et al., 2020).

V preanalytické fazi se pro extrakci metabolitli nejcastéji pouzivd extrakce pevna
faze-kapalina (SLE) nebo extrakce pevnou fazi (SPE) (Dolezal et al., 2020).

Prvotni metody, které se vyuzivaji i dnes, zahrnuji kroky derivatizace (Gonzalez-
Medina et al., 2021). Valberg et al. (2013) v prillomové studii pouzili pro stanoveni

obsahu toxinli plynovou chromatografii s ptedkolonovou derivatizaci s hmotnostni
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spektrometrii  (GC-MS). MCPA-glycin stanovovali po derivatizaci na jeho
trimethylsilylovy derivat. MCPA-karnitin byl analyzovan ultrau¢innou kapalinovou
chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS) po butyrylaci
(HCI v butanolu).

Posledni dobou jsou snahy vyvijet metody LC-MS/MS bez derivatizace. Dtivody
zahrnuji zejména Casovou a finan¢ni ndro¢nost (Gonzalez Medina et al., 2018). Prvni
metodu bez derivatizace uvedl Rudolph et al. (2018). Mez detekce (LOD, také nazyvana
limit detekce) v kofiském séru pro HGA stanovili na 50,0 ng'ml!' a pro MCPA-karnitin
2,5ng'ml!. Pozd&ji byl LOD prezentovin pro HGA vséru 0,055 ngml' apro
MCPA-karnitin 0,078 ng-ml™! (Gonzalez-Medina et al., 2021). V Tab. 3 jsou shrnuty LOD
nékterych metabolitl v moci a v mléce ve studii od El-Khatiba et. al (2023).

Tab.3 Limity detekce (LOD) nékterych metabolith v moci amléce krav. Zkratky:
HGA = hypoglycin A, MCPrG = methylencyklopropylglycin,
MCPA- = methylencyklopropylacetyl-, MCPF- = methylencyklopropylformyl-. Ptevzato
a upraveno dle El-Khatib et al. (2023).

Metabolit LOD v moéi [ug-1?] LOD v mléce [ug:1?]
HGA 20,70 0,34
MCPrG 33,20 2,63
MCPA-glycin 23,90 0,30
MCPF-glycin 12,60 0,33
MCPA-karnitin 15,80 0,23

29



Analyza konjugétli s glycinem nebo karnitinem neni bézné dostupnd jako soucést
rutinniho laboratorniho vySetfeni ve veterindrnich laboratofich (Jahn et al., 2022).
Sander et al. (2018) vyvinuli metodu s derivatizaci pro rychlou diagnostiku nékterych
acylkarnitinii ze suché krevni skvrny (DBS, z angl. dry blood spot). DBS se bézné
vyuzivaji v laboratofich pro novorozenecky screening a jejich vyhodou je snadna
manipulace pfi odbéru, skladovani a stabilita analytt.

V ptipadé¢ detekce HGA v rostlinnych materidlech se dfive vyuzivaly techniky
papirové a iontové vyménné chromatografie. S rozvojem kapalinové chromatografie se
zacalo vyuzivat derivatizace o-ftaldialdehydem, fenylisothiokyanitem nebo
dansylchloridem. Detekce se provadéla pomoci spektrofotometrie ultrafialovym
a viditelnym svétlem (UV/VIS), avSak v dneSni dobé&, stejné jako u zivociSného
materidlu, se vyuziva kapalinovd chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii. I u rostlinného materidlu jsou vyvijeny metody bez derivatizacniho kroku

(Gonzalez Medina et al., 2018).

2.3 Vysokoucinna  kapalinova  chromatografie s hmotnostni

spektrometrii

Kombinaci technik vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, zangl.
high-performance liquid chromatography) a MS dostavdme o analytu informace tykajici
se jeho molekulové hmotnosti, struktury, ale rovnéz kvantitativni data (Skoog et al.,
2022). LC-MS lze vyuzit pro identifikaci neznamych sloucenin z komplexnich matric
(napf. potravin, biologickych vzorkil). Pfednosti spojeni LC s MS je zejména vysoka
citlivost a nizka spotteba vzorku. Zaroven LC-MS umoziiuje rozlisit stejné se eluujici se
latky (tzv. koeluenty), které maji sice stejny retencni Cas, ale 1i8i se v pomérech m/z (da
Silva Bezerra, 2023).

Spojenim LC aMS vSak vznika nekompatibilita z hlediska skupenstvi vzorku
vstupujiciho do MS a tlaku v HPLC systému. Z kapalinového chromatografu odchézi
kapalny roztok s eluovanymi analyty, navic HPLC pracuje s vysokymi tlaky. To
pfedstavuje problém pro hmotnostni spektrometr, ve kterém je tieba mit ionty v plynné
fazi ve vakuu. Primérny priitok mobilnich fizi v HPLC je 1 ml'‘min’!, coZ piedstavuje
zhruba stondsobek, nez mize hmotnostni spektrometr pojmout. VSechny tyto problémy
se daji vyfesit pouzitim ioniza¢nich technik, které produkuji ionty v plynné fazi za

atmosférického tlaku. Konkrétné¢ to jsou elektrosprej (ESI), chemicka ionizace za
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atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) nebo
termosprej (TSP) (De Hoffmann & Stroobant, 2007; Skoog et al., 2022; da Silva Bezerra,
2023).

Spojenim LC a MS se sice dosahuje velka selektivita, zato miizou nastat potize
s rozliSenim. Z toho divodu se pro spojeni s LC vyuziva vicero hmotnostnich analyzatorti
za sebou (tzv. tandemovéa hmotnostni spektrometrie, MS/MS). Nejcastcji se lze setkat
s trojitym  kvadrupdlem (QqQ), kvadrupdlem siontovou pasti (Q-Trap) nebo
analyzatorem doby letu (Q-TOF) (Skoog et al., 2022).

2.3.1 Kapalinova chromatografie

Spolecnym rysem chromatografickych technik je wvyuziti nepohyblivé stacionarni
a pohyblivé mobilni faze. Slozky vzorku vykazuji rGznou retenci ve stacionarni fazi
a zaroven jsou unaSeny fazi mobilni (Skoog et al., 2022). Analyty jsou tak rGzné
distribuovany mezi obé faze. Interakci jednotlivych slozek vzorku se stacionarni fazi
dochazi k jejich separaci. Latky vice zadrzované stacionarni fazi budou eluovany pozdéji
jak latky interagujici méné (Novakova et al., 2021a).

HPLC je aktudlné nejpouzivangjsi a nejuniverzalnéjsi metodou pro separaci analyti
v organickém, anorganickém a biologickém materidlu (Skoog et al., 2022). Vyuziti
nalezla jak ve vyzkumu, tak pfi rutinnich analyzach napfi¢ laboratofemi rtzného
zaméteni (napf. v oblasti klinickych vyzkumti, forenzni analyzy, analyzy potravin nebo
rostlinného materialu) (Novakova et al., 2021a). Oproti plynové chromatografii (GC) je
pouzitelna pro netékavé a tepelné nestabilni latky, ale také pro anorganické ionty (Skoog
et al., 2022).

V HPLC tvoii mobilni fazi kapalina unésejici vzorek s rozpusténymi analyty. Tato faze
musi prochazet kolonou pod tlakem jednotek az desitek megapascali (MPa), aby byl
zachovan dostate¢ny pratok kapaliny. Stacionarni fazi je bud’ kapalina, nebo tuha latka
v zavislosti na druhu HPLC separace. VSeobecné stacionarni fdze obsahuje naplné
s velmi malymi Casticemi o velikosti n€kolika jednotek mikrometra (Skoog et al., 2022).

V HPLC se eluce déje za konstantniho nebo proménlivého sloZeni mobilni faze béhem
separace. Pfi konstantnim sloZeni mobilni faze se hovofi o izokratické eluci. Vyuziva se
pouze jednoho rozpoustédla po celou dobu separace nebo smési mobilnich fazi
o konstantnim slozeni. Pti gradientové eluci se pouzivaji nejméné dvé mobilni faze, které
se vyrazn¢ lisi svou polaritou (tj. elucni silou). Jejich vzijemny pomér zastoupeni se

béhem separace méni (Skoog et al., 2022). Izokratické eluce se vyuziva v piipadé, ze
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separované latky maji podobné fyzikaln¢-chemické vlastnosti. Pokud by vSak tuhle
podminku separované latky nespliiovaly, byla by izokratickd eluce ¢asové narocna,

a proto se bézné pristupuje ke gradientové eluci (Novakova et al., 2021a).
2.3.1.1 Instrumentace

HPLC byla poprvé predstavena v 70. letech minulého stoleti. Od té doby byl vyvoj HPLC
zaméten hlavné na zmenSovani rozmérii kolon a velikosti ¢astic v nich, na nové typy
kolon (napf. monolitické) ana vyvoj novych detektori (Novakova et al., 2021a).
Specidlnim typem HPLC je UHPLC (ultra-high performance liquid chromatography).
Vyhodami UHPLC viici HPLC jsou vyznamné vétsi Uc¢innost, uspora rozpoustédel
a zkraceni doby analyzy, kterd trva v fadu minut (Skoog et al., 2022).

Ptistroje v HPLC obsahuji pét zakladnich ¢asti (Obr. 12): sektor pro uchovavani
a transport mobilnich fazi, ddvkovaci ventil, chromatografickou kolonu, detektor

a datovou stanici (Novakova et al., 2021a).

Zasobniky mobilnich fazi
se vstupnimi filtry

Autosampler s davkovacim ventilem

Chromatograficka kolona
umisténa v termostatu

Obr. 12 Schéma instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Pfevzato
a upraveno dle Novakova et al. (2021a) a Skoog et al. (2022).

Néadoba
na sbér odpadu
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Do HPLC pfistroje se mobilni faze dostava ze zasobnikl obsahujicich vstupni porézni
filtry (Novakova et al., 2021a). V mobilnich fazich je nezadouci obsah rozpusténého
plynu a prachovych ¢astic. Mobilni faze jsou proto odplynény v odplynovaci (degaseru).
Plyn obsazeny v mobilni fazi by zptisoboval nereprodukovatelnost pritoku, rozsSitovani
z6n analytu (Skoog et al., 2022) a zavzdusnéni Cerpadla (Novakova et al., 2021a).
Prachové castice zase rychle zanasi HPLC systém. Oba tyto faktory negativné ovliviiuji
stav kolony a ¢innost detektoru. Mobilni faze jsou do HPLC piistroje nejcastéji vhanény
pistovym cCerpadlem. Mobilni faze je nejprve nasavana do komory Cerpadla a posléze
vytladena periodickym pohybem pistu (Skoog et al., 2022). Cerpadla musi byt schopna
reprodukovatelné¢ a pfesn¢ Cerpat mobilni fazi pii tlaku do 40 MPa pro HPLC ado
150 MPa pro UHPLC. Pro miseni mobilnich fazi se vyuziva sméSovace (Novakova et al.,
2021a). Nespornou vyhodou pistovych Cerpadel je pravé snadnd adaptace systému na
gradientovou eluci. Navic tato ¢erpadla poskytuji konstantni pratok (Skoog et al., 2022).

Mobilni faze dale vstupuje do mista chromatografu, kde se davkuje vzorek.
V modernich pfistrojich je vialka se vzorkem umisténa v autosampleru s automatickym
davkovacem. Davkovani vzorku o objemech 1-100 pul umoziuje davkovaci smycka
(angl. sampling loop) (Skoog et al., 2022).

Vzorek je po vstupu do chromatografického systému unasen mobilni fazi na kolonu.
HPLC kolony se vyrabi zejména z nerezové oceli a jsou piimé (Skoog et al., 2022).
V dnesni dob¢ se vyuzivaji kolony o priméru 2,1-5 mm a délce 1-30 cm. Velikost ¢astic
stacionarni faze se pohybuje v rozmezi 1 az 5 um (Novakova et al., 2021a). Pfed kolonou
muze byt napojena predkolona se stejnym slozenim jako analytickd kolona. Jejim
hlavnim tkolem je zabranit ptipadnym necistotdm vstoupit do kolony, tudiZ aby nedoslo
k jeji kontaminaci (Skoog et al., 2022).

Ve zhruba 90 % HPLC separaci se vyuzivaji kolony sreverzni fazi (RP-HPLC)
(Zuvela et al., 2019), jejichZ stacionarni faze je nepolarni (hydrofobni). V praxi lze
nejcastéji v laboratotich narazit na kolony s oktadecylovou vazbou (C18) a oktylsilanem
(C8). Obecné existuji kolony salkyly Cl1 az C30, dal§i skupinou jsou kolony
s fenyl- aaryl-vazanymi stacionarnimi fdzemi. Umoznuji separaci polarnich,
nepolarnich, ionizovatelnych a iontovych sloucenin souc¢asné¢. Obvykle jedna z mobilnich
fazi obsahuje vodu (resp. pufr) a druhd je tvofena organickou latkou misitelnou s vodou,
napt. methanolem nebo acetonitrilem. Retence latek ve stacionarni fazi se zvysuje, pokud

se zvySuje hydrofobicita separovanych latek nebo stacionarni faze (a)nebo pokud se
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zvySuje polarita mobilni faze. Jinak fe¢eno prvni se budou eluovat latky spise hydrofilni
(polarni) a az poté hydrofobni (nepolarni) (Zuvela et al., 2019).

Pro detekci ve vSech typech HPLC neexistuje zadny vysoce citlivy univerzalni
detek¢ni systém (Skoog et al., 2022). Minoritné se pouzivaji detektory fluorescencni,
elektrochemické, refraktometrické, chemiluminiscenéni nebo vodivostni (11,9 %).
V poslednim desetileti je nejvyuzivanéjsim detektorem hmotnostni spektrometr (57,2 %)
nasledovany UV detektorem (detektorem diodového pole; 30,9 %) (Novakova et al.,
2021a). Hmotnostni spektrometr umoziuje detekovat latky v mnozstvich mensich jak
1 pg. Rozsah detekce miuize byt linedrni v rozpéti az péti koncentracnich fada (Skoog et
al., 2022).

Signal z detektoru je zaznamenavan v datové stanici a vyhodnocovéan specialnimi
chromatografickymi programy. Za detektorem se muze nachdzet nddoba na odpad nebo

sbérac jednotlivych frakci (Novakova et al., 2021a).
2.3.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je technika, pfi které se sleduje interakce iontli v plynné fazi
s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu (Faull et al., 2008; Friedecky & Lemr,
2012). ZjednoduSené schéma hmotnostniho spektrometru je uvedeno na Obr. 13. Vzorek
je do evakuované ¢asti ptistroje davkovan pomoci davkovaciho zatizeni. Lze davkovat
vzorky v plynném, kapalném 1 pevném skupenstvi. Molekuly jsou nejprve prevedeny na
ionty v iontovém zdroji prostfednictvim ionizacnich technik. Ptfi nich se vyuziva
bombardovani elektrony, fotony, ionty nebo molekulami. Po ionizaci maji ionty kladny
nebo zaporny naboj. Tyto ionty jsou vhanény do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi
k jejich rozdéleni na zdklad¢ riznych pomért jejich hmotnosti ku naboji (m/z). Po
kontaktu iontl s detektorem se vytvaii signal, ktery je zaznamendvany pocitatem
(vystupnim zafizenim). Aby nedochazelo ke ztratdm iontl a jejich odchyleni z drahy,
musi hmotnostni analyzatory a detektory pracovat ve vakuu. Na rozdil od toho ionizace
probihd bud’ za sniZeného, nebo atmosférického tlaku. Vystupem je hmotnostni spektrum,
které zobrazuje relativni Cetnost signalt jednotlivych ionti dle poméru m/z (Ho et al.,

2003; Skoog et al., 2022).
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Obr. 13 Blokové schéma hmotnostniho spektrometru. Prevzato a upraveno dle Skoog et al.
(2022).

Hmotnostni spektrometrie nasla vyuziti jak v kvalitativni, tak kvantitativni analyze
analytt ve slozitych smésich. Slouzi k identifikaci analytii a strukturni charakterizaci
neznamych sloucenin. Muze poskytovat informace o molekulové hmotnosti nebo
empirickém vzorci latek, jejich funkcnich skupinidch, izotopovych pomérech

a stereochemii (da Silva Bezerra, 2023).
2.3.2.1 Iontové zdroje

Cilem ionizace je ziskat ionty analytu v plynném skupenstvi. Mezi ioniza¢ni techniky pro
vzorky v plynném skupenstvi se fadi ionizace narazem elektronu (EI) a chemicka
ionizace (CI). Pfi téchto technikdch je vzorek nejprve odparen a az poté je ionizovan
(Skoog et al., 2022). EI je tzv. tvrdou ionizacni technikou, pfi které letici elektrony
pfedavaji svoji energii molekulam analytu. Vznikaji bohatd fragmentacni spektra
umoziujici identifikaci slouceniny. Oproti tomu CI je zafazena mezi mé&kké ionizacni
techniky. Nejprve dochazi k ionizaci reakéniho plynu a aZ potom je energie predana
molekuldm analytu. Pfi CI neni pfeddvana energie tak vysoka jako u EI, vznikaji proto
méné fragmentovana spektra (Friedecky & Lemr, 2012). Vyuziti EI a CI je vSak pouze
pro tékavé a tepelné stabilni slouceniny (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

Slouceniny, které netékaji nebo jsou tepeln¢ labilni, musi byt extrahovany
z kondenzované faze do kapalné. Vzorky v kapalné fazi (nejcastéji ve formé roztoku) jsou
ionizovany za atmosférického tlaku prostfednictvim ESI, APPI nebo APCI. V iontovych
zdrojich pro pevné latky se analyt nachdzi na pevném povrchu. Spole¢né€ s analytem se
desorbuje z povrchu také matrice, kterou je pevnd latka nebo viskozni tekutina.
Takovouto ionizac¢ni technikou je napi. laserovad desorpce a ionizace analytu za Ucasti
matrice (MALDI) (De Hoffmann & Stroobant, 2007). Ioniza¢ni techniky ESI a MALDI
piinesly revoluci v ionizaci velkych molekul, napi. proteinii. Proteiny jsou polérni,

netékavé a teplotné nestabilni, tudiz pro techniky CI a EI naprosto nevhodné. Navic by

35



pouzitim EI a CI dochézelo k degradaci jejich struktury (Banerjee & Mazumdar, 2012;
Novakova et al., 2021a).

ESI (Obr. 14) byla vyvinuta v 80. letech a je Siroce uzivanou citlivou technikou pro
produkei iontl v plynné fazi z net€ékavych molekul v komplexnim biologickém vzorku
(Ho et al., 2003). ESI se nejdiive vyuzivala na analyzu proteind, postupné se jeji vyuziti
rozsitilo 1 pro analyzu dalSich biomolekul a malych polarnich latek. ESI lze jednoduse
propojit s HPLC nebo kapilarni elektroforézou (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

Studovany roztok je nasavan do usti kapilary, na které je ptivadéno napéti 2,5 az 6 kV
(Ho et al., 2003). Na usti kapilary vznika kapka, ktera se vlivem tlaku zptisobeném
nahromadénymi néboji prodluzuje. Jakmile je poruseno povrchové napéti kapky, dochazi
ke vzniku Taylorova kuZele a je vytvaren sprej (De Hoffmann & Stroobant, 2007).
Vznikajici kapicky aerosolu jsou vlivem elektrického pole nabité a maji stejnou polaritu
jako napéti na kapiléte. Pti kontaktu s protiproudem plynu o vyssi teploté (napft. dusikem)
se zacne z kapicek odpatrovat rozpoustédlo. Jak se zmensuje objem kapicek, zvysSuje se
v nich hustota povrchového naboje (Ho et al., 2003; Faull et al., 2008). V momenté, kdy
je elektrické pole na povrchu kapicek dostatecné velké, dochézi ke coulombické explozi
a z povrchu kapicek se uvolfiuji ionty. Pti ionizaci velkych molekul (o hmotnosti vice jak
5 az 10 kDa) vSak nedochézi k uvoliiovani samotnych molekul, ale tyto molekuly se
uvolnuyji vlivem odpatfovani rozpoustédla (De Hoffmann & Stroobant, 2007). Vzniklé
ionty jsou poté urychlovany do analyzatoru. ESI umoZiuje analyzu vzorki
o mikrolitrovych objemech s koncentraci analytii v fadu femtomold (Ho et al., 2003;

Faull et al., 2008).

Pocatecni Konecné
kapicky (um) kapicky (nm)

Kapilara
2@, * '
5 ®@ ® @+ |Hmotnostni
@® _® _+ | analyzator

g t

le d

Obr. 14 Princip ionizace elektrosprejem (pozitivni mod ionizace). Pievzato a upraveno dle
Konermann et al. (2013).

36



Ionty vzniklé ESI mohou byt vicenasobné nabité. Zaroven nenastdva jejich
fragmentace ¢i rozpad puvodniho analytu. Pozitivni méd ionizace (ESI+), pfi kterém
vznikaji kladng nabité ionty ([M+nH]""), se vyuziva ve vét§iné piipadi pfi spojeni LC
s ESI/MS (Liigand et al., 2017). V tomto mddu je na usti kapilary ptfivadén kladny
potencidl, k nabijeni vzniklych iontd dochdzi prostfednictvim protonizace. Pfi negativnim
moddu ionizace se ptivadi na usti kapildry zaporny potencial a ionty vznikaji deprotonizaci
Jak v pozitivnim, tak v negativnim moédu ionizace vSak nevznikaji pravé molekularni
ionty, ale spiSe protonované ¢i deprotonované molekuly. Pravé molekularni ionty by se

tvoftily ztratou nebo ziskem elektronu (Banerjee & Mazumdar, 2012; Liigand et al., 2017).
2.3.2.2 Hmotnostni analyzatory

Po ionizaci sméfuji vzniklé ionty do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k jejich
rozdéleni na zakladé riiznych pomért m/z. JelikoZ v ESI nevznikaji ionty s nabojem z = 1,
ale vicenasobné nabité ionty, neodpovidd pomér m/z jejich skute¢né hmotnosti (De
Hoffmann & Stroobant, 2007). Ukolem hmotnostnich analyzatord je rozlisit ionty v Gase
(a)nebo prostoru, aby byla umoznéna jejich nezavisla detekce (Faull et al., 2008).
Hmotnostni analyzatory pracuji s magnetickym nebo elektrickym polem, kterd mohou
byt staticka ¢i dynamicka. Jednotlivé hmotnostni analyzatory se li§i ve vyuZiti t€chto poli,
popt. v jejich kombinovani. Dle toho se pak v téchto analyzatorech vyuziva rtizného
zpisobu separace. V Tab. 4 jsou shrnuty nejbéznéjsi typy hmotnostnich analyzatort

a princip jejich fungovani (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

Tab. 4 Ptehled hmotnostnich analyzatort a vyuzivanych principti separace. Zkratky: m/z = pomér
hmotnosti ku naboji. Pievzato a upraveno dle De Hoffmann & Stroobant (2007).

Hmotnostni analyzator Oznaceni Princip separace Rozliseni
E nebo -
Elektricky sektorovy analyzator ESA Kineticka energie
Magneticky sektorovy analyzator B Magneticky moment 100 000
Kvadrupol Q m/z (stabilita trajektorie) 2000
Iontova past IT m/z (rezonancni frekvence) 4000
Analyzator doby letu TOF Rychlost (doba letu) 5000
Iontova cyklotronova rezonance 500 000

. , FT-ICR  m/z (rezonanéni frekvence)
s Fourierovou transformaci

Orbitrap s Fourierovou transformaci FT-OT  m/z (rezonanéni frekvence) 100 000
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Zakladnimi parametry hmotnostnich analyzatorti jsou rozliSeni, spravnost uréeni m/z,
hmotnostni rozsah, transmise a rychlost. RozliSeni (rozliSovaci schopnost) je schopnost
analyzatoru rozeznat odlisSné signaly pro dva ionty s podobnymi m/z. V Tab. 4 jsou
uvedena rozliSeni jednotlivych hmotnostnich analyzator. Spravnost uréeni m/z popisuje
rozdil mezi teoretickym m/z a experimentdlné zjiSténym m/z. Hmotnostni rozsah
vymezuje rozpéti m/z, ve kterych je hmotnostni analyzator schopen pracovat. Transmise
vyjadifuje pomér iontl dopadajicich na detektor vii¢i iontiim vstupujicim do hmotnostniho
analyzatoru. Jedna se tedy o parametr, ktery dava informaci o ztratach ionti v castech
hmotnostniho analyzatoru. Poslednim parametrem je rychlost skenovani urcitého rozsahu
m/z (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

Kvadrupol (Obr. 15) je nejpouZivanéjSim hmotnostnim analyzatorem ve spojeni se
separacnimi metodami jako GC nebo HPLC. Disponuje velkou citlivosti, ale malym
rozliSenim (1 Da), které vSak staci pro jeho pouziti s chromatografickymi technikami.
Z hlediska konstrukce je tvofen Ctyfmi tyCemi s nejcastéji kruhovym nebo idedlné
hyperbolickym priifezem. Tyto tyCe jsou vici sobé v rovnobeézném uspofadani se stejnou
uhlopfi¢nou vzdalenosti (jsou umistény do vrcholi pomyslného Etverce). Na tyce je
piivadéno stejnosmerné a vysokofrekvencni stfidavé napéti. Na dveé protilehlé tyce
pusobi vzdy napéti stejné polarity. lonty prochdzi podél ty¢i ve sméru osy z a piisobi na
né pritazliva sila té tyce, kterd ma opacny naboj neZ samotny iont. Znaménko elektrické
sily se na ty€ich periodicky méni, a proto iionty periodicky méni smér svého pohybu
vuci osam x a y (De Hoffmann & Stroobant, 2007; Faull et al., 2008; Friedecky & Lemr,
2012; Gross, 2017; Skoog et al., 2022).

Detektor
Detekovany iont
Nedetekovany iont
(vybiji se na tycich) y
z
| Y :
ontovy e o o
2droj — '— ZdrOJ“steJn'osmerncveho
a stridavého napéti

Obr. 15 Schéma kvadrupdlového analyzatoru. V pravé ¢asti obrazku znazornény osy Sifeni ionttl
podél tyci. Prevzato a upraveno z Chromservis (2023).
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Pokud maji ionty o ur¢itém poméru m/z prolétnout systémem k detektoru, musi byt
pro né¢ vhodné nastavena amplituda sttidavého napéti a velikost stejnosmérného napéti.
Tyto ionty pak s omezenou vychylkou osciluji kolem svého Sifeni bez dotyku ty¢i. lonty,
které mayji jiny pomér m/z, budou pfi téchto napétich vice oscilovat ve sméru os x a y vici
svému Sifeni. Vlivem gradientu napéti se oscilace iontu postupné zvétSuje, az iont narazi
na ty¢, jez je opacné nabitd nez samotny iont. Timto se iont vybije a k detektoru
nedolétne. Jestlize ty¢ zméni polaritu diive, nez se na ni iont stihne vybit, iont zméni sviij
smér pohybu. Kvadrupolovy analyzator tak funguje jako filtr iontd o uréitém m/z.
Vyhodami tohoto analyzatoru je nizka pofizovaci cena, vysoka rychlost skenovani, malé
rozmeéry, mechanicka jednoduchost a snadné ovladani elektrického pole oproti pristrojim
vyuzivajicich magnetické pole (De Hoffmann & Stroobant, 2007; Faull et al., 2008;
Friedecky & Lemr, 2012; Gross, 2017; Skoog et al., 2022).

V biologickych a chemickych analyzach nasly uplatnéni tandemové hmotnostni
analyzatory (MS"), ve kterych se kombinuje dva a vice hmotnostnich analyzatort. Mohou
to byt analyzatory stejného (trojity kvadrupol), ale 1 rizného typu (kvadrupdl s iontovou
pasti nebo kvadrupdl s analyzatorem doby letu). Vyuziti tandemové hmotnostni
spektrometrie je zejména u slozitych vzorkt s interferencemi (Li et al., 2021)

V analytickych aplikacich jsou bézné vyuzivany hmotnostni spektrometry s trojitym
kvadrupdlem (QqQ) (Gross, 2017). Trojity kvadrupdl je schematicky vyobrazen na
Obr. 16.

Argon nebo dusik

= :
=y — R I
= w| =
= Qf q2 Q3 o
2 [ ]

Vybér Kolizni cela Vybeér

prekurzoroveho  Fragmentace iontu Produktového
iontu iontu

Obr. 16 Schéma trojitého kvadrupélu. Zkratky: Q/q = kvadrupdl. Pievzato a upraveno dle Pitt
(2009).
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Prvni (Q1) a tieti kvadrupo6l (Qs) slouzi k selekci iontl o ur€itych pomérech m/z, jak je
popsano vyse, afunguji jako hmotnostni filtry. Kvadrupél mezi nimi (q2) vSak
neposkytuje selekci iont, zato mé funkci kolizni cely na bazi tzv. kolizn¢ indukované
disociace (CID). Do druhého kvadrupoélu je ptivadéno pouze vysokofrekvencni stiidavé
napéti (tzv. oblast bez pole) a vyskytuje se zde kolizni plyn (dusik nebo argon) o tlaku
0,1 az 0,3 Pa (Gross, 2017). Ionty ptichéazejici z prvniho kvadrupdlu (prekurzorové ionty)
jsou urychlené elektrickym polem a koliduji s ¢asticemi kolizniho plynu. Srézkou
dochazi ke zvySeni vnitini energie iontl a jejich fragmentaci. Vznikajici produktové ionty
vstupuji do tfetiho kvadrupélu. Trojity kvadrupdl pracuje ve ¢tyfech rezimech, které jsou
shrnuty v Tab. 5. Vyhodami trojitého kvadrupélu jsou vysokd citlivost, specifita
a robustnost, ale také cenova dostupnost. Trojity kvadrupol se vyuziva pro kvantitativni
analyzu slozitych biologickych matric (Friedecky & Lemr, 2012). Prakticky vyznam ma
v klinickych vyzkumech nebo pro stanoveni stopovych mnozstvi latek (napft. pesticidd,

nepovolenych latek v potravinach a metabolitt 1éCiv) (Li et al., 2021).

Tab. 5 Ptehled skenovacich rezimil trojit¢ho kvadrupdlu. Zkratky: CID =kolizn€¢ indukovana
disociace, m/z = pomér hmotnosti ku naboji, Q/q = kvadrupo6l. Pievzato a upraveno dle Friedecky
& Lemr (2012) a Gross (2017).

Rezim Q1 gz Qs
Skenovani ionttl do
Sken produktovych Bez skenovani , y
C ] . . definovaného poméru mi/z
iontl (definovan pomér Selekce a propusténi iontu CID L, ,
e, y pro sledovani produktovych
m./z) 0 ur¢itém poméru ms/z .
ontu
Skenovani od definovaného
Sken prekurzorovych ) N .. Bez skenovani
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pokryti potencialnich . y
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prekurzorii
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2.3.2.3 Hmotnostni detektory

Posledni c¢asti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni detektor. Funkci detektoru je
detekovat ionty proslé analyzatorem a transformovat detekovany signal pro vystupni
zafizeni (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

Rozlisuji se typoveé dvé skupiny detektort. Prvni skupina detekuje vSechny ionty bez
zohlednéni m/z. Do této skupiny se fadi nasobice elektroni (angl. electron multiplier), se
kterymi je mozné se nejCastéji setkat v ptistrojich s kvadrupolem nebo iontovou pasti.
Analyzétory obecné opousti malé mnozstvi iontd, proto je nutnd jejich amplifikace (De
Hoffmann & Stroobant, 2007; Friedecky & Lemr, 2012; Skoog et al., 2022). Po dopadu
elektronu ¢i iontu o velké energii na katodu dojde k uvolnéni elektronti. Elektrony jsou
urychlovany a mnozZeny systémem diskrétnich dynod, coz kaskddovym efektem
amplifikuje intenzitu signdlu. Z jednoho vstupujiciho elektronu miize po 12stupiiovém
zesileni vzniknout az milion dalSich elektronti (Faull et al., 2008). DalSim takovym
detektorem je Faradayiv detektor (De Hoffmann & Stroobant, 2007). Druhy typ
detektori zaznamenavaji ionty ve vztahu k jejich m/z. Takovymi detektory jsou napf.
iontova cyklotronova rezonance (FT-ICR) a orbitrap (FT-OT) ve spojeni s Fourierovou

transformaci (Friedecky & Lemr, 2012).
2.4 Validace bioanalytické metody

Klicovym krokem pfti vyvoji nové bioanalytické metody je jeji validace. Pojmem validace
se rozumi zaruceni ur€itého stupné jistoty, Ze metoda poskytuje pii metenich spolehlivé
vysledky (Kruve et al., 2015a). Cilem validace je prokazat, Ze je metoda vhodna pro
zamySleny ucel (EMA, 2022).

Pro validaci metod existuje cela fada pokynii a ptedpisit od riznych mezinarodnich
organizaci. V laboratofich je moZné narazit na harmonizované piedpisy ICH (The
International Conference of Technical Requirements fo Registration of Pharmaceuticals
for Human Use) nebo smérnice od IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry). V Evropskeé unii byly vydany v roce 2022 aktualizované pokyny pro validaci
organizaci EMA (European Medicines Agency). Pro USA plati pokyny od FDA (Food
and Drug Administration). Vydané dokumenty se li§i svymi validaénimi pozadavky,

avsak jsou vyuzitelné pro validaci jakékoli metody (Kruve et al., 2015a).
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Uplna validace dle EMA musi obsahovat tyto validaéni parametry: selektivitu,
specifitu, matricové efekty, kalibraéni pfimku a pracovni rozsah, spravnost a presnost,

carry-over (pienos vzorku), integritu fedéni, stabilitu a reprodukovatelnost (EMA, 2022).
2.4.1 Selektivita a specifita

Pokud se v biologickém materidlu (matrici) vyskytuji latky, které by mohly potencialné
interferovat s analyty, je tfeba tyto latky od analytl rozliSit. Schopnost metody odlisit
a zméfit analyty v pfitomnosti interferujicich latek vyjadifuje selektivita analytické
metody (method selectivity) (Novakova et al., 2021b; EMA, 2022).

Terminologicky byva selektivita ncékdy nespravné oznacovana jako specifita
(Novékova et al., 2021b). Z hlediska specifity je metoda schopna odlisit analyt od jinych
latek vcetné latek piibuznych. Pfibuznymi latkami se mysli latky strukturné podobné
analytu, izomery, necistoty nebo degradacni produkty vzniklé pti ptipravé vzorku (EMA,
2022).

Pti hodnoceni selektivity se vychdzi z nejméné Sesti slepych vzorkl z riznych zdroji.
Jedna se tedy o vzorky bez pfidavku analytu nebo interniho standardu. V téchto vzorcich
by vretencnich casech jednotlivych analyti nebo vnitinich standardi neméla byt
pfitomna Z4dnd vyznamna odezva zplsobena interferujicimi latkami. Na hladiné LLOQ
(dolni mezi stanovitelnosti, lower limit of quantitation) by jejich odezva neméla
piesdhnout 20 % odezvy analytu a 5 % odezvy interniho standardu ve vzorku LLOQ.
Stejna pravidla pro odezvu interferujicich latek plati v pfipadé pii hodnoceni specifity

(EMA, 2022).
2.4.2 Kalibraéni pfimka a pracovni rozsah

Linearita popisuje schopnost metody poskytnout linearni vztah mezi odezvou detektoru
a koncentracemi analyta v kalibracnich roztocich nebo realnych vzorcich (Kruve et al.,
2015b). Vyjadienim linearity je kalibra¢ni piimka, kterd pokryva cely kalibrac¢ni rozsah.
Charakteristickymi parametry kalibracni pfimky jsou jeji smérnice (slope) a prisecik na
ose y (intercept). Kalibra¢ni roztoky se pfipravuji smichanim matrice (nejlépe stejného
typu jako redlné vzorky) se znamym mnozstvim analyti. Pro kazdy analyt a kazdou
analytickou sérii by méla existovat jedna kalibracni pfimka. Dle natizeni EMA by m¢la
kazda kalibra¢ni piimka obsahovat alesponi Sest kalibracnich bodl. Tyto pfimky se

ziskavaji prostfednictvim tfi nezédvislych analyz v pribéhu nékolika dni (EMA, 2022).
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Nékteré¢ zdvislosti ovSem nemaji linearni pribéh, a proto jsou data transformovany
a linearizovany pomoci jedné z proménnych. Nejcastéji se vyuziva logaritmickych nebo
mocninnych transformaci (Novakova et al., 2021b; EMA, 2022).

Linearitu lze hodnotit tzv. korelacnim koeficientem (R), jez pfedstavuje tésnost

vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych. V idedlnim piipadé¢ je hodnota

vvvvvv

cvwvr

a nejvyssim bodem kalibra¢ni ptimky — horni mezi stanovitelnosti (ULOQ, upper limit
of quantitation) (EMA, 2022). V tomto rozpéti je nejistota méteni prijatelnd (Novakova
etal., 2021b).

LOD oznacuje nejnizsi koncentraci analytu ve vzorku, kterou je mozné spolehlivé jeste
detekovat a identifikovat (Kruve et al., 2015a). Jinak feCeno signal analytu se vyznamné
odlisuje od Sumu. Vyska piku signalu analytu by méla byt alespon tfikrat vyssi nez linie
Sumu (Novékova et al., 2021b). Neni vSak mozné analyt pii této koncentraci
kvantifikovat. Oproti tomu mez stanovitelnosti (LOQ, limit of quantitation), také
nazyvana jako limit kvantifikace, ur€uje nejnizsi koncentraci analytu, kterou Ize stanovit
s piijatelnou opakovatelnosti a spravnosti (Kruve et al., 2015a). V ptipadé¢ LOQ by m¢la
byt vySka piku signalu analytu asponi desetkrat vyssi nez linie Sumu. LOQ je vzdy
zahrnuto v pracovnim rozsahu metody a zarovenl Casto byva prvnim bodem kalibracni

piimky (Novékova et al., 2021b).

2.4.3 Spravnost a presnost (opakovatelnost, mezilehld piesnost

a reprodukovatelnost)

Spravnost (accuracy) vysledku méfeni se definuje jako tésnost shody mezi
experimentalné naméfenou hodnotou a pfijatou referenéni hodnotou. Spravnost tak
urcuje schopnost metody poskytovat ptesné vysledky. Presnost (precision) méfeni udava
tésnost shody mezi naméfenymi hodnotami, které jsou ziskany nezavislymi opakovanymi
méfenimi za predem stanovenych podminek, a nezdvisi na referencnich hodnotach.
Ptesnost charakterizuje nahodnou chybu méficiho systému a je soucasti nejistoty métreni
(Kruve et al., 2015b; Novakova et al., 2021b). Piesnost také udava, zdali je metoda
schopna poskytovat konzistentni méteni (Fanali et al., 2013). Daéle je definovana téz

vytéznost (ndvratnost, recovery) metody, avsak ta neni pokyny EMA vyzadovéna. Jde
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o pomér mnozstvi analytu zjisténého analytickou metodou k ptijaté referen¢ni hodnoté
(Novakova et al., 2021b; EMA, 2022).

Jestlize existuje rozdil mezi pfijatou referencni hodnotou a naméfenou hodnotou,
oznacujeme tento rozdil jako chybu vysledku. Tyto chyby zahrnuji chyby systematické
(soustavné) nebo ndhodné. Pokud se chyby béhem jednotlivych méfeni neméni (jsou
konstantni) nebo se méni predvidatelné (tzv. proporcionélni chyby), jednd se o chyby
systematické. Systematické chyby charakterizuje vychylka (bias), coz je rozdil ptijaté
referen¢ni hodnoty a stfedni hodnoty vysledkii méfeni. Chyby méieni, které nelze
predvidat a zaroven nijak odstranit, jsou chyby ndhodné (Novakova et al., 2021b).

Spravnost hodnoti pfitomnost (popt. nepfitomnost) soustavnych chyb. Tento typ chyb
lze statisticky zpracovat, nejCastéji se tak déje Studentovym t-testem. Presnost metody
vychazi z ndhodnych chyb, coZ se vyjadfuje mirou pfesnosti. Mira piesnosti v sobé
zahrnuje opakovatelnost, mezilehlou piesnost a reprodukovatelnost (Novakova et al.,
2021b).

Opakovatelnost metody (repeatibility) odrazi schopnost metody poskytovat
konzistentni vysledky v rdmci daného cyklu nebo sekvence vzorkl (Fanali et al., 2013).
Pro hodnoceni opakovatelnosti metody se nezavisle na sobé piipravi dil¢i vzorky
z homogenniho vzorku jednim pracovnikem v rdmci jednoho dne (nebo kratkého
casového intervalu) za pouZiti stejného pfistroje a stejnych ¢inidel (Kruve et al., 2015b).
Pii mezilehlé ptesnosti se vychdzi z métenich provedenych stejnym postupem v delSim
casovém rozmezi v téze laboratofi. Rozdilem mezi métenimi je napft. jind obsluha nebo
nova kalibrace (Novéakova et al., 2021b). Reprodukovatelnost hodnoti miru piesnosti
mezi vysledky méfeni ziskanymi v rliznych laboratofich v rizném case, pficemz tu samu
metodu provadi odlisné obsluha za pouZiti rozdilnych ptistrojii. Reprodukovatelnost je
diilezitou soucasti validace, pokud se uvazuje, Ze se metoda bude vyuzivat i v jinych
laboratotich. Neni tak nutna pro validaci v ramci jedné laboratote (Kruve et al., 2015b).

Pro hodnoceni spravnosti a pfesnosti se vyuzivaji vzorky kontrol kvality (QC)
minimalné ¢tyf koncentracnich urovni. Kontroly kvality obsahuji matrici obohacenou
znamym mnozstvim analytu a uchovavaji se za stejnych podminek jako realné vzorky.
Prvni kontrola kvality by méla byt na Grovni koncentrace LLOQ, poté trojndsobku LLOQ
(nizka kontrola kvality), v trovni 30-50 % rozsahu kalibra¢ni pfimky (stfedni kontrola
kvality) a posledni na urovni nejméné 75 % koncentrace ULOQ (vysoka kontrola kvality)

(EMA, 2022).
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2.4.4 Ptenos vzorku (carry-over)

Jestlize v méficim systému ziistane po predchozim vzorku zbytkovy analyt, tento analyt
tvofi tzv. pienos, anglicky carry-over (EMA, 2022). Jinymi slovy pienos vzorku zkresluje
kvantifikaci nasledujiciho vzorku (Zeng et al., 2006).

Jsou rozeznavany dva typy pienost vzorki: klasicky nebo konstantni. Pokud po
vzorku nasleduje sekvence slepych vzorki (bez obsahu analytu) a odezva zbylého analytu
se snizuje, jedna se o klasicky pfenos. V piipadé konstantniho pfenosu vSak k tomuto
snizovani nedochazi aiu slepych vzorkll se vyskytuji v chromatogramu piky se stale
stejnou intenzitou. Tento pfenos je zpiisoben kontaminaci méticiho systému nebo slepého
vzorku. U konstantniho pfenosu tak nelze hovofit o skute¢ném pienosu (Jogpethe et al.,
2022).

Pii validaci se pfenos vzorku hodnoti analyzou slepych vzorkd po kalibra¢nim
standardu na trovni ULOQ. Odezva analytu ve slepém vzorku by neméla byt vyssi jak
20 % odezvy analytu v ramci kalibra¢niho standardu na trovni LLOQ. Jestlize je ptenos
vzorku nevyhnutelny, je doporucovano zatadit slepy vzorek mezi vzorek s vysokou

koncentraci analytu a nasledujici vzorek (EMA, 2022).
2.4.5 Integrita redéni

Obcas pti analyzach nastava situace, kdy je koncentrace cilového analytu ve vzorku vyssi
nez ULOQ. Je tedy zapotiebi fedit tento vzorek slepou matrici, aby koncentrace cilového
analytu spadala do koncentra¢niho rozsahu méteni (Woolf et al., 2014). Integritou fedéni
se posuzuje, jestli pfi zvoleném postupu fedéni vzorku nedochézi k ovlivnéni spravnosti
a presnosti méfené koncentrace analytu (EMA, 2022).

Kontroly kvality jsou pro hodnoceni integrity fedéni pfipravovany jako roztoky
s predem znamymi koncentracemi analytu (vysSimi jak ULOQ) v matrici. Vzorky QC
jsou postupné fedény slepou matrici. V jedné sérii se testuje nejméné pét opakovani pro

kazdy fedici faktor (EMA, 2022).
2.4.6 Matricové efekty

Matricové efekty zplsobuji zménu odezvy analytu (EMA, 2022). Dochézi k rozdilu
v odezvé zkoumaného analytu pii méfeni standardniho roztoku a redlného vzorku (analyt

je v pfislusné biologické matrici). Matricové efekty v dasledku ovliviiuji citlivost
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a selektivitu metody, ¢imz se snizuje jeji spravnost, presnost a robustnost (Panuwet et al.,
2015).

Matricové efekty jsou vyvolavany rusSivymi a ¢asto neidentifikovatelnymi slozkami
v matrici vzorku (EMA, 2022). Zdrojem matricovych efekti v LCMS metodéch jsou jak
endogenni, tak exogenni latky. Mezi endogenni latky pfispivajici k matricovym efektim
patii- lipidy, peptidy nebo sacharidy, ale také soli, aminy, mocovina atd. Z exogennich
latek jsou to zejména slozky mobilnich fazi (napi. kyselina trifluoroctovéa a pufrovaci
latky), dale téz plastické materidly ¢i antikoagulanty (lithium, heparin). VSeobecné tyto
latky ovliviiuji chromatografické chovani cilovych analytii a jejich ionizaci, ¢imz se
potlacuje nebo zesiluje jejich odezva na detektoru (Panuwet et al., 2015).

Vliv matrice se hodnoti nejméné tfemi opakovanimi méfeni nizkych a vysokych QC.
Tyto QC jsou pfipraveny z matric znejméné Sesti zdroji. Spravnost pro kazdou
jednotlivou matrici by méla byt v rozmezi £15 % nominalni koncentrace a pfesnost by

neméla byt vyssi jak 15 % (EMA, 2022).
2.4.7 Stabilita

Aby se ovéftilo, zda kazdy krok preanalytické faze neovliviiuje koncentraci analytu, je
tieba hodnotit stabilitu vzorku. Tu ovliviiuje doba a teplota skladovani vzorkti, matrice
vzorku, pfipadné antikoagulanty a materidl nadoby, ve které je vzorek uchovavan (EMA,
2022). Pokud by byl analyt nestabilni, dochéazelo by k jeho rozkladu, a to by ovliviiovalo
spravnost a presnost postupu. RovnéZ se musi uvazovat i rozklad analytu ve standardech.
Rychlost rozkladu zavisi napt. na pouZivané matrici, pfistupu kysliku, teploté nebo svétlu
(Kruve et al., 2015b).

Vliv skladovani se hodnoti na vzorcich kontroly kvality, které jsou uchovavany po
dobu stejnou nebo delsi, neZ je doba skladovani studovanych vzorki (EMA, 2022). Pro
hodnoceni stability analytu v matrici se pouZzivaji QC s nizkou a vysokou koncentraci.
Alikvéty téchto QC se analyzuji v nulovém case a po uplynuti urcitych podminek
skladovani (minimalné tfi zatézové testy pro kazdou koncentrac¢ni trovein QC). Hodnoti
se stabilita analytu v matrici pfi zmrazeni a rozmrazeni (obvykle po tfech cyklech),
kratkodoba (pfi pokojové teploté) a dlouhodoba (stabilita pii vSech teplotich
vyuzivanych pro skladovani vzorki) stabilita v matrici, stabilita analytu ve zpracovanych
vzorcich, stabilita analytu a vnitinich standardt v zasobnich a pracovnich roztocich

a stabilita analytu v pln¢é krvi (Kruve et al., 2015b; EMA, 2022).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Standardy

Acetylkarnitin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)

Butyrylglycin (VU University Medical Center, Amsterdam, Nizozemsko)
Butyryl-L-karnitin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)
Dekanoyl-L-karnitin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)
Hexanoylglycin (VU University Medical Center, Amsterdam, Nizozemsko)
Hexanoyl-L-karnitin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)

Hypoglycin A (TRC Canada Inc, Toronto, ON, Kanada)

L-karnitin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)

MCPA-karnitin (TRC Canada Inc, Toronto, ON, Kanada)
Oktanoyl-L-karnitin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)
Propionylglycin (VU University Medical Center, Amsterdam, Nizozemsko)
Propionyl-L-karnitin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)

Valerylglycin (VU University Medical Center, Amsterdam, Nizozemsko)
Valeryl-L-karnitin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)

a-(methylencyklopropyl)glycin (smés diastereomeril) (TRC Canada Inc, Toronto, ON,
Kanada)

3.1.2 Interni standardy

Butyrylkarnitin-Ds; (Merck s. 1. 0., Praha, Ceska republika)

Smés internich standardl z kitu od MassChrom Amino Acids and Acylcarnitines from
Dried Blood/Non Derivatised — LC-MS/MS(Chromsystems Instruments & Chemicals
GmbH, Grifelfing, Némecko)

3.1.3 DalSsi chemikalie

Hovézi sérovy albumin (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Kyselina mravenc¢i (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

LC-MS methanol (VWR Chemicals International, Oslo, Norsko)
LC-MS voda (VWR Chemicals International, Rosny-sous-Bois, Francie)
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e Mravencan amonny (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

e PBS pufr, 50 mmol-1", pH = 7,4 (Lékarna Fakultni nemocnice Olomouc, Olomouc,

Ceska republika)
3.1.4 Biologicky material

Tato metoda byla optimalizovana a vyvijena pro vzorky DBS, které byly vytvoreny
nakapanim periferni krve koni na novorozenecké screeningové karty (Obr. 17). Celkem
se jednalo 040 DBS vzorkii od koni sjiz diagnostikovanou AM, suspektni AM,
zatézovou AM a zdravych jedinc bez klinickych pfiznakd. Podrobnéjsi ptehled je
uveden v kapitole 3.2.7.

Vsechny vzorky byly poskytnuty Klinikou chorob koni ptsobici na Fakulté

veterinarniho 1ékarstvi Veterinarni univerzity Brno.
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Odesilatel vzorku c“smumo‘ Imenovks, podpis.

Obr. 17 Odbérova karta pro novorozenecky screening se suchou krevni skvrnou.
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3.1.5 Pristroje a pomiicky

e Analytické vahy A&D HR-120 (A&D Company, Tokio, Japonsko)

e Automatické pipety Eppendorf Research Plus 0,5-10 pl; 2-20 ul; 10—100 pl;
10—200 pl; 100—1000 pl (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

e Centrifuga Hermle Z 216 MK (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Némecko)

e Deérovaci klesté priméru 3,2 mm (McGill Inc.)

e Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem Triple Quad 6500 (SCIEX,
Framingham, MA, USA)

e Kapalinovy chromatograf Ultimate™ 3000RS (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA)

e Karty pro novorozenecky screening (Eastern Business Forms Inc., Mauldin, USA)

e Kolona sreverzni fazi BEH C18 (délka 100 mm, primér 2,1 mm, velikost Castic
1,7 um) s VanGuard ptedkolonou (délka 5 mm, primér 2,1 mm, velikost Castic
1,7 um) (Waters™ Corporation, Framingham, Massachusetts, USA)

e Lyofilizacni systém FreeZone 2,5 1 (Labconco, Kansas City, MO, USA)

e Mikrozkumavky 1,5 ml a 2 ml Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

e Mrazici box pro velmi nizké teploty MDF-DU702VX TwinGuard (-80 °C) (Panasonic
Health Care Biomedical, Sakada, Japonsko)

e Mraznicka AFG 7050, teplota -20 °C (Whirpool, Michigan, USA)

e Sanyo Ultra Low Temp Freezer, teplota -80 °C (Sanyo, Osaka, Japonsko)

e Spicky pro pipety Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

e Vakuova pumpa Edwards RVS5 (Edwards, Burgess Hill, Velka Britanie)

e Vialky s insertem 0,9 ml ND9 (VWR International GmbH, Darmstadt, Némecko)

e Vortex MIX ARGOlab (ARGOIlab, Carpi, Italie)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki standardi

Zasobni roztoky vétsiny standardi byly ptipraveny v LC-MS vod¢€. Zasobni roztoky
standardii acylkarnitin byly pfipraveny o koncentraci 10 mmol-I"' a acylglycint
o koncentraci 30 mmol-1"'. Z4asobni roztok standardu HGA mél koncentraci 6 mmol-l™!
a MCPrG 5 mmollI!. Zasobni roztok MCPA-kamitinu byl jako jediny pfipraven
v methanolu s finalni koncentraci 2 mmolI"'. V§echny zasobni roztoky byly uchovavany

v mrazicim boxu pii teploté -80 °C.

3.2.2 Priprava zasobniho roztoku interniho standardu

butyrylkarnitinu-D;

Roztok interniho standardu butyrylkarnitinu-D3 v LC-MS methanolu byl pfipraven

o koncentraci 50 umol-I"! a byl uchovavan v mrazicim boxu pfi -80 °C.
3.2.3 Priprava nahradni matrice

Dle doporuceni EMA (2022) by kalibracni kiivka méla byt pfipravena ve stejné
biologické matrici, jako jsou poté pfipravovany realné vzorky. Zaroven by vSak tato
matrice neméla obsahovat validované analyty. JelikoZ se v krvi fyziologicky vyskytuji
acylkarnitiny a acylglyciny, bylo zapotiebi pfipravit umélou ndhradni matrici. Komeréné
v$ak neni plna krev ve form¢ nahradni matrice dostupnd, pouze jeji slozky (plasma nebo
sérum). Na zdklad¢ literarni reSerSe Leaney et al. (2020) byla zvolena nahradni matrice
v tomto slozeni: 5% hovézi sérovy albumin (BSA) ve fosfatovém pufru (PBS) (w/W).
Z ptipravené nahradni matrice byly pfipraveny alikvoty o objemu 1,5 ml a uchovavany

v lednici pii 4 °C.
3.2.4 Optimalizace MRM prechodii

Vyvoj metody spocival v optimalizaci MRM (multiple reaction monitoring) ptechodt pro
vybrané analyty, tedy v ziskani informaci o prekurzorovém iontu, produktovém iontu,
deklasteracnim potencidlu (DP), vstupnim potencidlu (EP), kolizni energii (CP)
a vystupnim potencialu (CXP). Pro ziskani téchto parametri bylo provedeno ladéni pro
nasledujici analyty: MCPrG, valerylkarnitin (ACO05), oktanoylkarnitin (ACOS)
a propionylglycin (AGO03). Pro analyty HGA, MCPA-karnitin, L-karnitin (ACO00),
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acetylkarnitin ~ (ACO02), propionylkarnitin ~ (ACO03), butyrylkarnitin = (ACO04),
hexanoylkarnitin (AC06), dekanoylkarnitin (AC10), butyrylglycin (AG04), valerylglycin
(AGO05) a hexanoylglycin (AG06) byly MRM piechody pievzaty od Sander et al. (2016),
Karlikové et al. (2018), El-Khatib et al. (2022) a Pisklakova et al. (2023).

Pro ladéni byly ze zasobnich roztokli zminénych analytl pfipraveny roztoky
o koncentraci 1 umol-l1"! fedénim v mobilni fizi A aB (1:1). Mobilni fizi A tvofil
Smmol-lI"! mravenéan amonny s 0,1% kyselinou mravenéi ve vod&. Mobilni fazi B byl
100% methanol. Pfipravené roztoky byly vstfiknuty piimo do hmotnostniho
spektrometru. V softwaru Analyst (Sciex, verze 1.6.2) bylo provedeno nejdiive manualni
a posléze automatické ladéni. Pro kazdy analyt bylo ziskdno Sest +/-MRM piechodi,

které byly pouzity pfi sestavovani metody v dalsi fazi vyvoje metody.
3.2.5 Analyza smési standardi

Pro ziskédni informace o separa¢nim chovani (reten¢ni ¢as) acylkarnitint byla provedena
LC-MS/MS analyza smési znacenych internich standardi aminokyselin a acylkarnitinti
MassChrom v methanolu. Ve smési byly sledovany nasledujici interni standardy:
L-karnitin-Do, acetylkarnitin-Ds, propionylkarnitin-Ds, butyrylkarnitin-Ds,
valerylkarnitin-Dy, hexanoylkarnitin-D3, oktanoylkarnitin-D3 a dekanoylkarnitin-Ds.

Retencni casy acylglycinli, HGA a MCPA-karnitinu byly ziskdny analyzou smési
standardii pripravenych ze zasobnich roztoki. Koncentrace jednotlivych acylglycint ve
smési fedéné vodou byly 30 umol-1"!, HGA 60 pmol-1"! a MCPA-karnitinu 2 pmol-1".
Retenéni ¢as MCPrG byl ziskan analyzou jeho roztoku o koncentraci 50 pmol-1"!, ktery
byl fedén 80% methanolem.

U MCPrG, ACO05, AC08 a AGO3 byl pro jednotlivé ptechody vyhodnocen pomeér
signalu k Sumu (S/N, z angl. signal to noise ratio) v softwaru Analyst. Nejcitlivéjsi MRM
pfechody ladénych analytl byly pfidany ke zbyvajicim (jiz publikovanym) a byla

sestavena finalni metoda.
3.2.6 Priprava vzorku suché krevni skvrny

Grafické schéma piipravy vzorkl pacientii a kontrol z DBS je uvedeno na Obr. 18. Tento
postup byl pouzit ipfi piipravé vzorkli pro validaci. Optimalizace tohoto postupu

vychézela z publikace Sander et al. (2016).
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Z karet obsahujicich DBS byly dérovacimi klestémi vyfiznuty terciky o priméru
32mm. Do mikrozkumavky s vyfiznutym teréikem bylo pfidano 100 pl
100% methanolu s internim standardem (IS) butyrylkarnitinem-D3; o koncentraci
25 nmol-I"". Poté byl obsah zkumavky promichan na vortexu (10s). Nasledovala
deproteinace pfi -80 °C po dobu 35 minut. Vzorky byly znovu promichény na vortexu
(5 s) a poté centrifugovany (4 °C, 14 000 g, 10 min). Ze supernatantu bylo pfepipetovano
85 ul do nové mikrozkumavky. Vzorky byly zamrazeny na -20 °C po dobu 30 minut.
Nasledné byly mikrozkumavky uzavieny dérovanymi vicky. Vzorky byly podrobeny
lyofilizaci po dobu 1 hodiny pfi -50 °C. Ke vzorkiim bylo pfidano 100 pl smési mobilnich
fazi (A:B=1:4, v/). Mobilni fize A obsahovala 5Smmoll! mravenan amonny
s 0,1% kyselinou mravenci ve vodé, zatimco mobilni fazi B byl 100% methanol. Obsah
mikrozkumavek byl po promichani na vortexu (10 s) pfepipetovan do vialek s insertem

a podroben LC-MS/MS analyze.
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Jméno pacienta: XY 2 ? ?
Datum odbéru: DD.MM.YYYY
Odbér krve z pacicnta ve Teré¢ik s DBS (g 3,2 mm) Vortex Deproteinace
formé suché krevni skvrny (DBS) + 100 pl methanolu s IS 10s -80 °C, 35 min
= - AN - - =
(Pl ~
A" ~_A
= @
Zamrazeni 85 ul supernatantu Centrifugace Vortex
-20 °C, 30 min do novych mikrozkumavek 14 000 g, 4 °C, 10 min 5s
\ - —_— \ — = —
| ~
Mikrozkumavky uzavieny K lyofilizatu pfidino Vortex Roztok prepipetovan do
prodirkovanymi vicky, 100 pl smési mobilnich 10s vialek — LC-MS/MS
lyofilizace 1 hod pfi -50 °C fazi (A:-B=14)

Obr. 18 Schéma ptipravy vzorku ze suché krevni skvrny (DBS). Zkratky: IS = interni standard,
LC-MS/MS = kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

3.2.7 Validace metody — linearita, limit detekce a kvantifikace

Vyvinutd metoda byla ¢astecné validovéana dle doporuceni EMA (2022). Z validacnich
parametrl byla stanovena linearita, ktera zahrnovala pracovni rozsah, LOD a LOQ.
Validace zahrnovala patnact diagnosticky vyznamnych analytti pro AM. Jednalo se

o HGA, MCPA-karnitin a MCPrG, déle osm acylkarnitini a ¢tyfi acylglyciny.
3.2.7.1 Priprava kalibra¢ni krivky

Na zakladé rozsaht fyziologickych a patologickych koncentraci jednotlivych analyth
v krvi byl zvolen piislusny pracovni rozsah.
Byla pfipravena smés standardii ze zasobnich roztokl (kap. 3.2.1) v LC-MS vod¢ tak,

aby jejich findlni koncentrace ve smési byly dvakrat vétSi nez bod horni meze
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stanovitelnosti (ULOQ). Z této smési byla bindrnim fedénim 5% BSA v PBS pufru
(ndhradni matrice, viz kapitola 3.2.3) pfipravena desetibodova kalibra¢ni fada.

Z kazdého kalibracniho bodu bylo automatickou pipetou nakapano 25 pul na kartu pro
novorozenecky screening. Po nakapani se nechaly skvrny zaschnout 1 hodinu pfi
laboratorni teploté a nasledné¢ byly ponechény 24 hodin v mrazéku pfi -20 °C. Déle bylo
pokra¢ovano v pracovnim postupu, ktery je uveden vyse v kap. 3.2.6. Jedna se o stejny
postup, pii kterém jsou zpracovavany vzorky DBS koni.

Linearita a pracovni rozsah byly analyzovany v celkem tfech nezavislych opakovanich

a nasledné vyhodnoceny v softwaru Sciex OS (verze 2.0.0.45330) a Analyst.
3.2.8 Aplikace metody

Casteéné validovana metoda byla pouZita pro diagnostiku AM koni z DBS. Byly pouzity
Ctyfi vzorky pacientli s laboratorné potvrzenou AM a 14 vzorkl koni s podezienim na
AM (tzv. suspektni ptipady). Dale byly analyzovany tii vzorky pacientl se zatéZovou
myopatii (Tab. 6) a 15 kontrolnich vzorkti od zdravych koni bez ptiznaki AM (Tab. 7).
Vzorky pacientii byly sbirdny v pribéhu let 2020—2024 a uchovavany pfti -20 °C. Tyto
vzorky byly nasledné analyzovany vyvinutou metodou spolu s kalibraéni fadou pro
naslednou kvantifikaci analyti v SciexOS software. Ziskané koncentrace analyti byly
logaritmovany a vizualizace byla provedena pomoci krabicovych grafti v GraphPad

Prism software (verze 9.4.1).
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Tab. 6 Vzorky suchych krevnich skvrn koni s potvrzenou a suspektni atypickou myopatii (AM)
a koni se zatézovou myopatii (ZM).

ID vzorku Klinicky stav Pohlavi Vék
AMO1 AM klisna 2 roky
AMO02 AM hrebec *
AMO03 AM hiebec 2 roky
AMO04 AM klisna 6 let
AMO05 suspektni AM klisna 12 let
AMO6 suspektni AM * *
AMO7 suspektni AM hiebec 17 let
AMO8 suspektni AM Klisna 6 let
AMO09 suspektni AM hiebec 4 roky
AM10 suspektni AM klisna 17 let
AM11 suspektni AM hiebec 2 roky
AM12 suspektni AM hiebec *
AM13 suspektni AM klisna 15 let
AM14 suspektni AM klisna *
AM15 suspektni AM hiebec 8 mesict
AM16 suspektni AM hiebec 6 mésict
AM17 suspektni AM klisna 12 let
AM18 suspektni AM klisna 17 let
ZM01 ZM Klisna 8 let
ZM02 ZM hiebec 8 let
ZMO03 M klisna 13 let

*neuvedeno

Tab. 7 Vzorky suchych krevnich skvrn zdravych koni. Zkratky: CTRL = kontrola, AM = atypicka
myopatie.

ID vzorku Klinicky stav Pohlavi Vék
CTRLO1 zdravy, bez piiznaki AM klisna 19 dni
CTRLO02 zdravy, bez ptiznakit AM klisna 3 mésice
CTRLO3 zdravy, bez ptiznakiit AM klisna 3 roky
CTRLO4 zdravy, bez ptiznakit AM klisna 4 roky
CTRLO5 zdravy, bez ptiznakt AM klisna 5 let
CTRLO6 zdravy, bez ptiznakii AM klisna 5 let
CTRLO7 zdravy, bez piiznaki AM klisna 6 let
CTRLOS8 zdravy, bez ptiznaklit AM klisna 9 let
CTRLO9 zdravy, bez ptiznakt AM klisna 18 let
CTRL10 zdravy, bez priznakii AM klisna 15 let
CTRL11 zdravy, bez ptiznakii AM klisna 14 let
CTRL12 zdravy, bez ptiznaklit AM hiebec 5 let
CTRL13 zdravy, bez priznakiit AM hiebec 5 let
CTRL14 zdravy, bez piiznaktit AM hiebec 5 let
CTRL15 zdravy, bez piiznaktt AM hiebec 5 let
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Pro sledovani dynamiky a s ni souvisejicich zmén koncentraci metaboliti v prabc¢hu

¢asu byly u jednoho koné¢ s AM provedeny opakované odbéry béhem ¢ty dnti (Tab. 8).

Tab. 8 Prehled opakovanych odbért pacienta s atypickou myopatii (AM) pro sledovani dynamiky
metaboliti. Referenéni mez pro aktivitu kreatinkinasy (CK) je 2—14 pkat-1™.

1D vzorku Datlem Klinicky Akthlta_CK Pohlavi Vik
odbéru stav [ukat-1"]
AM_ AL  10.11.2020 55
AM_A2  11.11.2020 8142 . L
AM_A3  12.11.2020 AM 16607 hiebec 7 mésicu
AM_A4  13.11.2020 17342

56



4 VYSLEDKY

4.1 Finalni LC-MS/MS metoda

Findlni metoda byla optimalizovéna dle Sander et al. (2016), Karlikova et al. (2018)
a El-Khatib et al. (2022).

Pro chromatografickou separaci byla pouzita kolona s reverzni fazi BEH C18 Waters
(100 mm, 2,1 mm, 1,7 um), kterd byla doplnéna o Acquity UPLC BEH C18 VanGuard
Waters predkolonu (5 mm, 2,1 mm, 1,7 um). Separace byla provedena na kapalinovém
chromatografu UltiMate 3000 RS. Detekce byla zprostfedkovana hmotnostnim
spektrometrem s trojitym kvadrupdlem Triple Quad 6500.

Mobilni fazi A tvofil Smmol-I"' mraven¢an amonny s 0,1% kyselinou mravenéi ve
vod¢. Mobilni fazi B byl 100% methanol. Elu¢ni gradient (Obr. 19) probihal nasledovné:
0—1 min: 0 % B; 1-4 min: 0 % — 100 % B; 4—6,5 min: 100 % B; 6,5—7 min: 100 % —
0 % B, 7-9 min: 0 % B. Nastiik vzorku &inil 6 pl a priitok byl nastaven na 0,3 ml-min'.
Kolona byla vyhtivana na 40 °C. Celkova doba jedné analyzy ¢inila 9 minut.

Ionizace byla provedena pomoci elektrospreje v pozitivhim a negativnim modu.
Detekce probihala v rezZimu MRM piechodii pomoci trojit¢ého kvadrupolu, nejprve
v mdédu non-scheduled apoté byla vytvofena scheduled metoda s ¢asovymi okny.
Vsechny MRM ptechody a potencialy nastavené ve finélni metodé jsou shrnuty v Tab. 9.

Ostatni nastaveni tandemové hmotnostni spektrometrie je uvedeno v Tab. 10.

100

50

% mobilni faze

0 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Cas (min)

Obr. 19 Schéma eluc¢niho gradientu.
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Tab.9 Piehled MRM prechodii aretencniho chovani analytd ve findlni LC-MS/MS scheduled metodé. Zkratky: HGA = hypoglycin A,
MCPA-karnitin = methylencyklopropylacetyl-karnitin, MCPrG = methylencyklopropylglycin, Q, = prekurzorovy iont, Q3 = produktovy iont, DP = deklasteracni
potencial, EP = vstupni potencial, CE = kolizni energie, CXP = vystupni potencial.

Casové okno vybrané Vazeni vybrané

Analyt Q: [Da] Qs [Da] Retenéni ¢as [min] DP[V] EP|[V] CE[V] CXP|V]
reakce [s] reakce

HGA 142,0 73,9 2,2 120 0,3 15 2,6 11 8
MCPA-karnitin 256,3 84,9 34 30 0,3 81 10 25 10
MCPrG 128,2 82,0 1,0 50 1,0 56 10 11 10
L-karnitin 162,1 85,0 0,9 30 0,3 51 10 29 16
Acetylkarnitin 204,2 85,0 1,5 50 0,3 51 10 27 16
Propionylkarnitin  218,1 85,0 2,8 50 0,3 51 10 27 16
Butyrylkarnitin 2321 85,0 3,2 70 0,3 56 10 29 16
Butyrylkarnitin-D; 2351 85,0 3,2 40 0,3 56 10 19 16
Valerylkarnitin 246,3 85,0 3,5 40 0,3 61 10 25 12
Hexanoylkarnitin 260,1 85,0 3,8 40 0,3 51 10 31 16
Oktanoylkarnitin 2884 84,9 43 40 0,3 81 10 27 12
Dekanoylkarnitin ~ 316,2 85,0 4,6 40 0,3 79 10 38 16
Propionylglycin 132,2 76,0 2,0 100 0,3 6 10 11 14
Butyrylglycin 143,9 74,0 3,1 30 0,3 -20 -10 -16 -9
Valerylglycin 157,9 74,0 3,6 30 0,3 -30 -10 -16 -9
Hexanoylglycin 171,9 74,0 4,0 30 0,3 -30 -10 -18 -9
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Tab. 10 Nastaveni parametrti pro tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS).

Parametr Nastavena hodnota

Napéti elektrospreje +/- 4500 V
Teplota iontového zdroje 400 °C

Tlak cloniciho plynu 35arb

Tlak kolizniho plynu 6 arb

Tlak zmlzujiciho plynu 40 arb

Tlak pomocného plynu 40 arb

Cas mezi méfenimi 5ms

Findlni metoda umoziuje detekovat 3 analyty v negativnim moddu (tfi acylglyciny)

(Obr. 20) a 12 analyt v pozitivnim moédu (HGA, MCPA-karnitin, MCPrG, osm

acylkarnitinti a propionylglycin) (Obr. 21 A a B).

1,04€5 -
1,00€5
9,506 1
9,00e* 7
8,50e4 -
8,00e? 4
7.50e4 4
7,00e4
6,50e -
6,006 1
5,506 1
5,00e4 1
4,50e* 4
4,00e? 4
3,506 -
3,008 1
2,50e4 1
2,00e4 1
1,50e4 -
1,00e4 1

5000 1

Intenzita (cps)

Hexanoylglycin

0,5

T T T
1,0 1,5 20 25

k > Valerylglycin

b F> Butyrylglycin

w
o
w
[S)]

Cas (min)

T T T T T T T T T
40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Obr. 20 Chromatogram standardl acylglycinti o koncentracich na trovni ULOQ (-MRM).

59




5,3e4 +
5,0e? -

4,5e4

HGA

4,0e* 7

3,5e4

3,0e4 4

MCPrG

2,5e4 -

Intenzita (cps)

2,0e* 4

Propionylgycin

1,6e4 4

1,0e4 +

T T T T T T
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6,

T T T T
0 65 70 75 80 85 90

Cas (min)

7,0e7 4

6,5e7

6,0e” 4

5,5e7 A

Oktanoylkarnitin

5,0e7 4

4,5e7

Butyrylkarnitin

MCPA-karnitin

| —————— Hexanoylkarnitin

4,0e” 4

3,5¢7 4

Intenzita (cps)

3,0e7 1
2,5e7 4
2,0e”

1,5€7 4

Propionylkarnitin

1,0e7

5,0e6 -

> Acetylkarnitin

T T T T T T T T
0 15 2,0 25 30 35 40 45 50 55 6,

T T T T
0 65 70 7,5 80 85 9,0

- % L-karnitin

0,5
Cas (min)

Obr. 21 Chromatogramy standardii o koncentraci na urovni ULOQ methylencyklopropylglycinu
(MCPrG), hypoglycimu A (HGA)  apropionylglycinu  (A)  a MCPA-karnitinu
(methylencyklopropyl-karnitin) s ostatnimi acylkarnitiny (B) (+MRM).

4.2 Validace — linearita, limit detekce a kvantifikace

Pracovni rozsah (Tab. 11) kalibracnich kiivek jednotlivych analyti byl na zakladé
literarni reSerSe zvolen tak, aby pfiblizn€ pokryval koncentrace analytl za fyziologického
i patologického stavu popsaného u koni. Pro urceni pracovniho rozsahu byly vyuzity

informace o koncentracich sledovanych analytti s vyuzitim publikaci Votion et al. (2014),
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Bochnia et al. (2015), Carlier et al. (2015), Karlikova et al. (2016), Sander et al. (2016),
Bochnia et al. (2019) a Mathis et al. (2021).

Tab. 11 Zvolené pracovni rozsahy na zakladé¢ fyziologickych a patologickych koncentraci
analytd. Zkratky: HGA = hypoglycin A, MCPA-karnitin = methylencyklopropyl-karnitin,
MCPrG = methylencyklopropylglycin.

Analyt Pracovni rozsah [umol-I?]
HGA 0,059-30,000
MCPA-karnitin 0,031-16,000
MCPrG 0,059-30,000
L-karnitin 0,059-30,000
Acetylkarnitin 0,078-40,000
Propionylkarnitin 0,039-20,000
Butyrylkarnitin 0,078—40,000
Valerylkarnitin 0,098-50,000
Hexanoylkarnitin 0,031-16,000
Oktanoylkarnitin 0,039-20,000
Dekanoylkarnitin 0,039-20,000
Propionylglycin 0,039-20,000
Butyrylglycin 0,039-20,000
Valerylglycin 0,039-20,000
Hexanoylglycin 0,039-20,000
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Vyhodnoceni kalibra¢nich kfivek alimitu detekce a kvantifikace bylo provedeno
v softwaru Sciex OS a Analyst. Ziskané piky analyti na kazdém kalibracnim bodé¢ byly
automaticky zintegrovany a nasledné byla integrace manualné zkontrolovana. Kazdy
analyt byl integrovan vici internimu standardu butyrylkarnitinu-D3. Pro kazdy analyt
kromé¢ MCPrG a AC00 byla ziskdna minimaln¢ Sestibodovd kalibracni fada, coz
odpovida validaénim pokynim EMA (2022). Zaroven byly splnény podminky, Ze
spravnost ur¢eni koncentrace kazdého zpétné vypocteného kalibracniho bodu mé byt
vrozmezi = 20 % nominalni koncentrace na tUrovni LLOQ a= 15 % u ostatnich
koncentracnich hladin. Pro vyhodnoceni linearni regrese bylo pouzito vazeni 1/x s tim,
ze kalibra¢ni pfimka prochézela po¢atkem. Byly ziskany rovnice linedrni regrese ve tvaru
y = ax. Koeficient determinace (R?) ve viech piipadech dosahoval hodnot vyssich jak
0,99. Posléze byly z koncentraci na irovni LLOQ a poméru S/N vypocitany LOD a LOQ
pro jednotlivé analyty kromé¢ jiz zminéného MCPrG a AC00. LOD se rovna trojnasobku

Sumu zakladni linie a LOQ desetinasobku Sumu zakladni linie:
N
LOD = 3-§-LLOQ
N 10
LOQ = 10-§-LLOQ=?-LOD
Ziskané vysledky (LLOQ, ULOQ, LOD, LOQ, rovnice linearni regrese a koeficient
determinace) jsou shrnuty v Tab. 12.
U ACO00 a MCPrG se opakované nepodatfilo dosahnout linearity pro alespon Sest

kalibrac¢nich bodu. Pti nasledné aplikaci metody na redlné vzorky byly proto tyto analyty

hodnoceny pouze kvalitativné.
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Tab. 12 Vysledky validace linearity a limitu detekce a kvantifikace. V tabulce jsou uvedeny: dolni mez stanovitelnosti (LLOQ), horni mez stanovitelnosti
(ULOQ), limit detekce (LOD), limit kvantifikace (LOQ), regresni rovnice a koeficient determinace (R?). Linearita byla analyzovéana ve tfech opakovanich
(n = 3). Zkratky: HGA = hypoglycin A, MCPA-karnitin = methylencyklopropylacetyl-karnitin, MCPrG = methylencyklopropylglycin, n. = nestanoven.

Analyt LLOQ ULOQ Pocet kalibraé¢nich LOD LOQ Regresni Koeficient
[umol-I7] [umol-I7] bodi [umol-I7] [umol-I7] rovnice determinace (R?)
HGA 0,234 30,000 8 0,094 0,314 y =0,00385x 0,9973
MCPA-karnitin 0,031 16,000 10 0,003 0,011 y =0,63709x 0,9989
MCPrG n. n. n. n. n. n. n.
L-karnitin n. n. n. n. n. n. n.
Acetylkarnitin 0,625 40,000 7 0,171 0,570 y = 0,02465x 0,9965
Propionylkarnitin 0,625 20,000 6 0,017 0,058 y = 0,09722x 0,9977
Butyrylkarnitin 0,156 40,000 9 0,006 0,018 y =0,47986x 0,9984
Valerylkarnitin 1,563 50,000 6 0,009 0,028 y =0,45584x 0,9986
Hexanoylkarnitin 0,031 16,000 10 0,002 0,005 y =0,55812x 0,9990
Oktanoylkarnitin 0,625 20,000 6 0,002 0,008 y = 0,68556x 0,9985
Dekanoylkarnitin 0,078 20,000 9 0,001 0,003 y = 0,38264x 0,9976
Propionylglycin 0,625 20,000 6 0,293 0,976 y = 0,00065x 0,9952
Butyrylglycin 0,156 20,000 8 0,044 0,147 y =0,00019x 0,9975
Valerylglycin 0,078 20,000 9 0,019 0,063 y = 0,00068x 0,9976
Hexanoylglycin 0,078 20,000 9 0,015 0,048 y =0,00130x 0,9972
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4.3 Aplikace metody

4.3.1 Diagnostika pacienta s atypickou myopatii

Vyvinutou a ¢aste¢né¢ validovanou LC-MS/MS metodou byly analyzovéany vzorky 4 koni
s jiz laboratorné ovéfenou AM, 14 vzorkl koni suspektnich na AM, 3 vzorky koni se
zatézovou myopatii (ZM) a 15 vzorkl zdravych koni (CTRL). Vztazenim na kalibra¢ni
kiivky byly jednotlivé analyty plné kvantifikovany. Vyjimkou byly MCPrG a ACO00,
u kterych bylo provedeno kvalitativni vyhodnoceni.

U skupiny koni se suspektni AM bylo u 7 z ptivodnich 14 ptipadi detekovano HGA
a MCPA-karnitin podobn¢ jako u zminénych 4 AM pacientl. Vzorky téchto pacientli byly
slouceny do jedné skupiny AM a dale byly hodnoceny spolecné. Zbylé suspektni ptipady
nebyly déle interpretovany. Vzorky pacienti s AM tedy obsahovaly HGA v rozpéti
koncentraci 0,474—25,122 pmol-1"! a MCPA-karnitin v rozsahu 0,078—0,831 pmol-1"..

MCPrG, stejné jako AC00, nebyl pritomen jak u skupiny koni s AM, tak ani u skupiny
ZM a zdravych kontrol.

U posledni hodnocené skupiny koni — ZM, nebyly odhaleny zaddné toxiny, které¢ by
prokazovaly rozvoj AM. U téchto koni byly v DBS vzorcich kvantifikovany pouze
acylkarnitiny a acylglyciny, které byly rovnéZ pozorovany u AM a kontrolnich koni.

V Tab. 13 jsou shrnuta zjiSténad rozpéti koncentraci (v podobé medianu a hodnot
na 2,5. a 97,5. percentilu) studovanych metabolitti u koni s AM (n = 11), se ZM (n=3)

a kontrolnich koni (n = 15).

64



Tab. 13 Rozpéti koncentraci metabolitd ve vzorcich a koni s atypickou (AM) a zat€Zzovou (ZM) myopatii a kontrolnich zdravych koni (CTRL). Koncentrace
jsou uvedeny v jednotkach pmol-1". Zkratky: HGA = hypoglycin A, MCPA-karnitin = methylencyklopropyl-karnitin, <LOD = pod limitem detekce.

Analyt Koné s AM (n =11) Koné se ZM (n = 3) CTRL (n=15)

Median Min Max Median Min Max Median Min Max

HGA 1,813 0,474 25,122 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
MCPA-karnitin 0,117 0,078 0,831 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Acetylkarnitin 46,622 5,988 92,121 5,499 4,237 9,367 6,002 3,617 14 577
Propionylkarnitin 3,280 0,775 12,697 1,296 1,227 1,687 1,284 0,728 2,708
Butyrylkarnitin 18,629 0,871 106,756 0,981 0,972 1,293 0,945 0,551 1,580
Valerylkarnitin 31,610 3,418 168,256 3,626 3,525 4,291 2,949 1,347 6,154
Hexanoylkarnitin 2,910 0,063 16,721 0,008 0,005 0,020 0,005 0,005 0,032
Oktanoylkarnitin 1,319 0,161 5,149 0,118 0,116 0,125 0,111 0,072 0,148
Dekanoylkarnitin 0,776 0,022 2,316 0,011 0,009 0,015 0,011 0,007 0,034
Propionylglycin 2,868 1,179 14,377 2,058 1,397 3,011 1,739 1,210 3,365
Butyrylglycin 54,409 0,945 867,671 0,277 0,222 0,400 0,330 0,167 0,725
Valerylglycin 1,999 0,140 26,816 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Hexanoylglycin 4,017 0,088 63,369 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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Pro snaz$i charakterizaci koncentraci HGA, MCPA-karnitinu, acylkarnitini
a acylglycint u AM aZM koni v porovnani s kontrolni skupinou byly vysledky
vizualizovany v podobé krabicovych grafi (Obr. 22-23). Ty vyjadiuji distribuci
koncentraci (v logaritmickém méftitku) z kazdé z pozorovanych skupin.
Kvantifikovatelné¢ hladiny HGA, MCPA-karnitinu, AG05 a AG06 byly sledovany
pouze u skupiny pacientli s AM. V ptipadé ZM a kontrolnich koni byla koncentrace

téchto analytii <LOD. Tyto metabolity tak byly pro lepsi nazornost slouceny do jednoho
grafu (Obr. 22).
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Obr. 22 Distribuce koncentrace hypoglycinu A (HGA), MCPA-karnitinu, valerylglycinu

a hexanoylglycinu v krvi koni s atypickou myopatii. PferuSovana ¢ara znazoriuje limit detekce
(LOD) analytu.
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Obr. 23 Distribuce koncentrace acylkarnitinli, propionylglycinu a butyrylglycinu u skupin
pacientl s atypickou myopatii (AM; n = 11), zatéZovou myopatii (ZM; n = 3) a zdravych kontrol
(CTRL; n=15).
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V ramci analyzovanych acylkarnitinti byly sledovany zvysené hladiny u AM pacientli
ve srovnani s kontrolami (Obr. 23). Nejvétsi nartst koncentrace byl sledovan u ACO06,
poté u AC10 a ACO04. Pii porovnani medianti koncentrace v pacientskych a kontrolnich
vzorcich doslo u AC06 k vice jak 500nasobnému zvysSeni, koncentrace AC10 se zvysila
pfiblizné sedmdesatkrat a AC04 dvacetkrat. Zhruba desetinasobny nartist koncentrace
oproti kontrolam byl sledovéan v pacientskych vzorcich u AC08 a AC05. Nejmensim
zménam v koncentracich acylkarnitinim podléhaly acylkarnitiny s krats$i délkou fetézce,
tedy AC02 a AC03. Koncentrace AC03 se zvysuje ptfiblizné tiikrat, v piipadé AC02 bylo
zaznamenano v pacientskych vzorcich osmindsobné zvySeni koncentrace (Tab. 13).

Stejné jako u acylkarnitini doslo k narGstu medidnu koncentraci acylglycinti
u pacienti s AM v porovnani s kontrolnimi vzorky (Obr.23). Median AG04 byl
v pacientskych vzorcich zvySen 165krat oproti kontroldm. Nejmensi zmény byly
pozorovany u AG03, kde doslo pouze ke zvyseni o 65 % (Tab. 13).

U pacientti se ZM nedoslo k tak zietelnému zvySeni hladin acylkarnitini jako je tomu
u pacientl s AM (Obr. 23). Mirn€ vyssi koncentrace byly sledovany u ACOS (nartst
koncentrace pfiblizn€ o pétinu vici kontrolam) a AC06 (zvySeni koncentrace o 60 % viici
kontrolam). Na rozdil od pacienti s AM doslo u pacienti se ZM k poklesu obsahu
jednoho z acylkarnitini, konkrétné u AC02 o ptiblizn€ desetinu (Tab. 13).

Pfi porovnani zmény hladin acylglycinli u pacienti se ZM s kontrolami nedoslo

k vyraznym zménam (Tab. 13).
4.3.2 Dynamika metabolita pri opakovanych odbérech

U vybraného pacienta s laboratorné potvrzenou AM na pracovisti Klinicky chorob koni
v Brné€ byly provedeny ¢tyfi opakované odbéry krve béhem nckolika dni. U téchto DBS
vzorki byla monitorovdana dynamika zmén koncentraci jednotlivych metabolitil
v pribéhu casu (Tab. 14). Sledovand dynamika byla porovnavana se skupinou
15 kontrolnich koni hodnocenych v ptedchozi kapitole.

Pro komplexni vizualizaci byla dynamika koncentraci sledovanych metabolitl

vyjadiena pomoci krabicovych grafii (Obr. 24).
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Tab. 14 Koncentrace metabolitil pii ¢tyinasobném odbéru u pacienta s atypickou myopatii (AM).
Koncentrace jsou uvedeny v jednotkach pmol-l!. Zkratky: CTRL = kontrola,
HGA = hypoglycin A, MCPA-karnitin = methylencyklopropyl-karnitin, <LOD =pod limitem
detekce.

Vzorek Al A2 A3 A4 CTRL

Datum odbéru 10. 11. 11. 11. 12.11. 13.11. Median
Den 1. 2. 3. 4. n=15

HGA 1,419 1,531 0,428 0,309 <LOD
MCPA-Kkarnitin 0,077 0,074 0,045 0,018 <LOD
Acetylkarnitin 52,639 55,064 108,155 120,157 6,002
Propionylkarnitin 3,857 4,059 3,705 2,939 1,284
Butyrylkarnitin 21,358 21,442 31,020 20,013 0,945
Valerylkarnitin 25,665 25,905 22,311 14,770 2,949
Hexanoylkarnitin 3,276 3,020 3,589 2,410 0,005
Oktanoylkarnitin 1,111 1,072 1,070 0,921 0,111
Dekanoylkarnitin 0,568 0,546 0,610 0,578 0,011
Propionylglycin 1,327 1,814 1,435 2,494 1,739
Butyrylglycin 48,550 52,092 74,088 77,134 0,330
Valerylglycin 0,898 1,019 0,625 0,370 <LOD
Hexanoylglycin 3,600 3,828 4,833 4,194 <LOD
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Obr. 24 Dynamika koncentraci metabolitl (v logaritmickém méfitku) u sledovaného AM koné pti odbérech v ramci Ctyt po sob¢ nésledujicich dnti. V odstinech

Log (c, umol-1™)

® 1. odbér
® 2. odbér
® 3. odbér
® 4. odbér

® Kontroly

¢ervené jsou znazornény opakované odbéry pacienta s AM a modrie kontroly (n = 15). PferuSovana ¢ara znazoriiuje limit detekce (LOD) analytu.
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Nejveétsi koncentrace HGA byla zaznamenana béhem prvnich dvou dnd, pficemz
maxima bylo dosazeno ve 2. dni. Posléze nésledoval pokles koncentrace HGA. Vuci
2.dni doslo ve 3. dni k trojnasobnému poklesu koncentrace HGA. Oproti tomu
MCPA-karnitin dosahoval maxima uz béhem 1. dne, ve druhém jeho koncentrace mirné
klesla arazantni pokles byl sledovan stejné jako u HGA az ve 3. a4. dni (Tab. 14
a Obr. 24). MCPrG ani ACO00 nebyly ptitomny.

Koncentrace AC02 v prubéhu dni kontinudlné rostla, kdezto u ACO5 byla béhem
prvnich dvou dnit podobna a posléze od 3. dne klesala. Stejna situace nastala u ACOS,
ktery mél nejvyssi koncentraci v 1. dni. U ostatnich acylkarnitind (AC04, AC06 a AC10)
doslo k vrcholu jejich koncentraci az béhem 3. dne. Jedinym acylkarnitinem, u néhoz
nedoslo k vyraznému zvySeni koncentraci oproti kontrolam a zaroven nebyly sledovany
velké zmény v pribéhu dni, byl ACO3.

V porovnani s medidnem kontrol u AM pacienta nedochazelo k velkému zvySeni
koncentrace AG03. U AG04 nastalo maximum ve 4. dni, u AGO5 ve 2. dni a u AG06 ve

tretim.
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5 DISKUSE

Od roku 2011, kdy se AM vyskytla v Ceské republice poprvé, je kazdym rokem
evidovano pramérné deset novych ptipadd, a to zejména v jarnich a podzimnich mésicich
(Samonilova et al., 2022). Nemoc se vyznacuje vysokou letalitou, p¥iblizng tfi Gtvrtiny
intoxikovanych koni umiraji do tfi dnii (van Galen et al., 2012a). V klinickych pfiznacich
se AM podoba kolice, neuropatii a myopatiim jiného druhu. Pfi kolice se doporucuje
chovateltim nutit koné k pohybu, coz naopak neplati kviili rhabdomyolyze pro pacienty
trpici AM. Z toho vyplyva, Ze je nezbytné onemocnéni co nejdiive rozlisit (Samonilova
et al., 2022). U koni s klinickymi piiznaky AM je nejprve stanovena aktivita CK v séru.
Aktivita tohoto enzymu byva mimoiadné zvySena z diivodu probihajici rhabdomyolyzy.
Pro potvrzeni AM se vySetfuje pfitomnost zejména HGA, MCPrG a MCPA-karnitinu
v séru, mén¢ Casto v moci. Dale mohou byt vySettovany MCPF-karnitin a MCPF-glycin
a glycinovy konjugat od MCPA (MCPA-glycin). Analyza téchto latek vSak neni béznou
soucasti rutinnich vySetfeni v laboratofich (Bochnia et al., 2015; Jahn et al., 2022).
V Ceské republice je v souéasné dob& mozné vysetfit ptitomnost HGA a MCPA-karnitinu
v krvi koni v Laboratofi dédicnych metabolickych poruch ve Fakultni nemocnici
Olomouc (LDMP FNOL) nebo v sérovych vzorcich v toxikologické laboratoii Ustavu
ochrany a welfare zvifat a vefejného veterinarniho lékatstvi Veterinarni univerzity Brno
(Samonilova et al., 2022). Pfi AM dochazi takté ke zvySeni koncentraci acylkarnitini.
Pro jejich analyzu v krvi nalezly vyuziti vzorky DBS, z nichZ se acylkarnitiny vySetiuji
v ramci novorozeneckého screeningu (Sander et al., 2018). Nicméné zatim nebyly snahy
analyzovat z DBS i HGA a MCPrG a jejich toxické metabolity.

V soucasné dobé je LC-MS/MS nejrozsifenéj$i metodou pro stanoveni zminénych
latek. Pti pfipravé vzorku je vSak v soucasnosti ve vétSin€ piipadil stidle vyuzivana
derivatizace. Derivatizaci se odstranuji problémy se selektivitou, zlepSuje se stabilita,
separace a mira detekce analytli, soucasné se zvySuje odezva signalu vic¢i Sumu.
Nevyhodou jsou ale velké finan¢ni néklady, ¢asov€ ndrocnad piiprava vzorku a riziko
spojené s nakladanim se samotnymi derivatizacnimi cCinidly (Dolezal et al., 2020;
Gonzéalez-Medina et al., 2021). Zejména ¢asova naro¢nost piipravy vzorku je vzhledem
k rychlé progresi tohoto onemocnéni kriticka. Prvni LC-MS/MS metodu bez derivatizace
uvedli v roce 2018 Rudolph et al. (2018), avSak metoda vykazovala vysoké hodnoty LOD
aLOQ aSpatnou vytéznost pro HGA 1 MCPA-karnitin. Pozdéji byly publikovany
LC-MS/MS metody bez derivatizace s vyssi citlivosti. V téchto metodach ale byly
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pouzivanymi matricemi sérum (Gonzalez-Medina et al., 2021), mo¢ a mléko (El-Khatib
et al., 2023).

V LDMP FNOL byla donedavna pro stanoveni acylkarnitini z DBS vyuzivana
pratokovd injekéni analyza s hmotnostni spektrometrii (FIA-MS). Pouzivanym
hmotnostnim spektrometrem byl trojity kvadrup6l a ionizace probihala za atmosférického
tlaku (API). FIA-MS je bézn€ vyuzivana pii novorozeneckém screeningu. Pii pfipravé
vzorkl pro detekci HGA, MCPrG a konjugati MCPA a MCPF s glycinem a karnitinem
byla vyuzivana derivatizace butanolem o koncentraci 3 moll! v kyseliné
chlorovodikové. Nasledné byly butyrylované vzorky analyzovany prostfednictvim
LC-MS/MS (trojity kvadrupol, ESI) (Karlikova et al., 2018). Analyza acylkarnitinti
a HGA a MCPrG s jejich toxickymi metabolity tak byla rozdélena do dvou rozdilnych
protokoll pfipravy a analyzy. Doba ptipravy vzorku pro LC-MS/MS analyzu trvala dva
dny, samotné analyza 10 minut. Jednim z cili predlozené diplomové prace byl vyvoj
komplexni LC-MS/MS metody bez derivatiza¢niho kroku v ptipravé vzorka, ktera bude
po kompletni validaci vyuzivana v LDMP FNOL pro rutinni stanoveni piipadi AM.
Vyvinutd metoda bez derivatizace je cenové pfijatelngjsi, rychld a umoznuje zarovei
analyzovat jak HGA, MCPrG a MCPA-karnitin, tak acylkarnitiny, a dokonce acylglyciny,
které v diagnostice AM mohou hrat roli. Doba pfipravy vzorku se pohybuje v rozmezi
¢tyt hodin a samotnd LC-MS/MS analyza trva 9 minut.

Bé&hem vyvoje metody byly snahy o zahrnuti i ostatnich metaboliti HGA a MCPrG,
tedy MCPA-glycinu, MCPF-karnitinu a MCPF-glycinu. Nakonec to vS§ak nebylo mozné,
protoze pro tyto 3 metabolity nejsou v soucasné dobé komeréné dostupné standardy.
I pfes absenci standardli byly na zakladé literdrni reSerSe provadény experimenty
vyuzivajici MRM piechody s ptislusnymi potencidly pro LC-MS/MS analyzu (Sander et
al., 2016; Jahn et al., 2022). Pfesto se u téchto analyti nepodafilo bez standardu ziskat
optimalni MS/MS podminky.

V poslednich dvou letech byly publikovany clanky o vyskytu glutamylovych
konjugati HGA a MCPrG — HGB a y-glutamyl-MCPrG, v semenech a semenaccich
A. pseudoplatanus. Byla zkoumana jejich pfitomnost v kravském mléce, protoze se
v ném vyskytovaly metabolity od HGA a MCPrG. Zaroven byly v semenech javoru na
pastvinach detekovany pravé glutamylové konjugaty. Navzdory jejich pfitomnosti
v rostlinném materialu se ale nepodafilo jejich vyskyt v mléce potvrdit (El-Khatib et al.,
2022; Engel et al., 2023). V ostatnich biologickych matricich nebyla doposud ptitomnost

glutamylovych konjugati zkoumana. Pii vyvoji metody byly v ramci této diplomové
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prace zkouseny a upravovany publikované MRM prechody pro tyto dva glutamylové
konjugéty, avSak ani v tomto piipadé nebyly nalezeny optimalni MS/MS podminky.
Diivodem mitize byt, Ze neni zatim jasna jejich transformace v trdvicim traktu zvirat.
Jednou z hypotéz je, Ze vlivem nizké stability dochazi k hydrolyze glutamylového fetézce
za vzniku HGA ¢i MCPrG (EI-Khatib et al., 2022).

Vyvinutd metoda umoziuje sledovat HGA, MCPrG, MCPA-karnitin, osm
acylkarnitinii a Ctyfi acylglyciny. Byly zvoleny acylkarnitiny s kratkym a stfedné
dlouhym fetézcem, které by dle Mathis et al. (2021) mohly byt nejlepsi potencidlni
biomarkery AM. Analyza acylglycini se provadi hlavné¢ v moc¢i (Westermann et al.,
2008). Do vyvinuté metody byly ale ¢tyfi acylglyciny o délce fetézce tii az Sesti uhlikt
rovnéz zahrnuty, protoze Karlikova et al. (2016) tyto acylglyciny v séru koni zasazenych
AM detekovali.

Pti castecné validaci bylo provedeno zhodnoceni linearity, LOD a LOQ jmenovanych
analytdi. Linearity bylo dosazeno u celkem tfindcti analytl, koeficient determinace ve
vSech piipadech dosahoval hodnoty R? > 0,99. Vyjimkou byly MCPrG a AC00, u nichz
se nepodafilo ziskat kalibra¢ni ptimku o alespon Sesti bodech, které jsou nutnosti pii
validaci metod dle EMA (2022). Divodem je nejspiSe nekompatibilita eluce téchto
analytd vici gradientu mobilnich fazi a jejich brzky retencni Cas. Tyto dva analyty byly
vyhodnoceny kvalitativné (pfitomen ¢i nepfitomen).

Vyvinuta metoda byla pouzita pro analyzu vzorkl koni s potvrzenou AM, suspektni
AM a ZM a vzorki kontrolnich koni. Ze ¢trnacti suspektnich ptipadi AM byla u sedmi
pacientll diagnostikovana AM na zaklad¢ ptitomnosti HGA a MCPA-karnitinu. Celkové
tak bylo k dispozici 11 pacientdl s AM. Tito pacienti méli v krvi HGA v rozmezi
koncentraci 0,474-25,122 umol-lI"!. Toto rozpéti odpovidd publikovanym hodnotdm
v ¢lancich od Carlier et al. (2015), ktery publikoval nejniz$i koncentraci HGA
(0,230 umol-1""), a Bochnia et al. (2015), jenz zvefejnil nejvyssi stanovenou koncentraci
HGA u koné s AM (60,170 pmol-I'"). RovnéZ stanovené koncentrace MCPA-karnitinu
(0,078-0,831 pmol-I'") v pacientskych vzorcich odpovidaji rozpéti koncentraci
publikovanych v ¢lancich, konkrétné od Votion et al. (2014) a Sander et al. (2016). Tito
autori zaznamenali ukoni s AM koncentraci MCPA-karnitinu mezi 0,001 az
1,180 umol-1"!. Nicméné Votion et al. (2014), Bochnia et al. (2015) i Sander et al. (2016)
stanovuji HGA a MCPA-karnitin v séru, nikoli v plné krvi, takZe srovnani s vysledky
dosazenymi v této diplomové praci je pouze orientacni. MCPrG nebylo u pacientti s AM

detekovano. MCPrG se nachazi v semenech a semenaccich A. pseudoplatanus ptiblizné
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v desetkrat menSim mnozstvi jak HGA (Westermann et al., 2016; El-Khatib et al., 2022;
Engel et al., 2023). To mtze byt pti¢inou, pro¢ nebylo MCPrG v pacientskych vzorcich
nalezeno.

Pti AM dochazi vlivem tvorby toxickych metaboliti odvozenych od HGA a MCPrG
k inhibici B-oxidace mastnych kyselin. Acyl-CoA nemohou do -oxidace vstupovat, takze
dochazi k jejich opétovnému pieneseni do krve. To se d¢je prostfednictvim karnitinového
pienasece, acyl-CoA se pieménuji zpét na acylkarnitiny (Sponseller et al., 2012).
U zkoumanych pacientti s AM bylo pozorovano zvyseni hladin acylkarnitinti ve vzorcich
DBS. Nejvyrazné¢jsi zména koncentrace oproti kontrolam byla zaznamendna u ACO06,
poté u AC10 a AC04. Ztetelnému zvysSeni podléhaly také acylkarnitiny ACO5 a ACOS.
Méné vyrazné zmény koncentraci acylkarnitint byly sledovany v ptipadé AC02 a ACO3.
Dosazené vysledky odpovidaji zjiSténim v riznych publikacich (Boemer et al., 2017;
Mathis et al., 2021; Jahn et al., 2022).

Pro zvySeni polarity a usnadnéni exkrece moc¢i mohou byt v jatrech ¢i ledvinach
acyl-CoA preméiovany na acylglyciny za katalyzy enzymem glycin-N-acyltransferasou
(Sponseller et al., 2012). V krvi studovanych pacienti s AM byly stanoveny zvySené
hladiny pfedev§im AG04, AG0O5 a AG06, pticemZ posledni dva zminéné nebyly v krvi
zdravych koni pfitomny. ZvySené koncentrace AGO5 a AG06 v séru koni s AM
publikoval Bochnia et al. (2019). Nepatrnd zména koncentrace vii¢i kontroldm byla
zaznamenana u AGO3. Toto zjiSténi je v souladu s ¢lankem od Karlikova et al. (2016),
kde rovnéz doslo k nepatrnému zvyseni koncentrace AG03 u pacienti viici kontrole.

Pro srovnani hladin studovanych metabolitii byly do analyzy zafazeny i pacientské
vzorky ZM. Tento typ myopatie se na rozdil od AM rozviji po pfedchozi fyzické namaze
a neni zpiisoben toxiny javoru (McEwen & Hulland, 1986). Acylkarnitiny byly zvySeny
v fadu niz8ich desitek procent. Z hlediska acylglycinii nebyly sledovany Zzddné zmény.
V ¢lanku od Scholte et al. (1991) bylo konstatovano, Ze pii ZM nedochazi k porucham
mitochondridlniho metabolismu a zménam v koncentracich acylkarnitini. Pro ZM tudiz
neni charakteristické zvySovani hladin acylkarnitinii nebo acylglycini v krvi, jako je
tomu u AM.

Pro sledovani dynamiky zmén koncentraci metaboliti v pribéhu ¢asu byl vybran
pacient s atypickou myopatii, u kterého byly zajistény postupné odbéry krve ve Ctyfech
dnech. U pacienta doslo ke kulminaci koncentrace HGA ve druhém dni. Tento toxin byl
ptitomen v DBS ze vSech odbérii. Jahn et al. (2022) ve své publikaci sledovali dynamiku

zmén metabolitli pacienta s AM v prubéhu 15 dnti. V této studii bylo HGA v krvi AM
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pacienta ptitomno béhem vSech sledovanych dnli s maximem v prvnim dni a posléze jeho
koncentrace klesaly a MCPA-karnitin byl detekovan az do 4. dne. Takové zéavéry
odpovidaji 1 vysledkim pfedlozené diplomové prace. Oproti tomu MCPrG nebylo
detekovano ani v jednom dni.

Pii porovnani dynamiky koncentraci acylkarnitini nastala podobna situace jako
u HGA a MPCA-karnitinu. Acylkarnitiny svych maxim doséhly béhem prvnich ¢tyfech
dnti. To, ze koncentrace acylkarnitinti koreluji s dynamikou HGA v krvi AM koni
v prub¢hu dni, publikovali uz ve své praci i Jahn et al. (2022). K nejvyraznéjSimu naristu
koncentraci acylkarnitinti v pribéhu dni dochézelo u AC04, AC06, ACO8 a ACI0.
Koncentrace AC03 byla oproti kontroldm beze zmén.

V ramci acylglycinli nebyla u pacienta v piipadé AG03 zaznamendna Z74dnd zména
koncentraci. Oproti tomu se AG04, AG0O5 a AG06 u pacienta vyskytovalo ve vySSich
koncentracich béhem vsech dnti. Zatim vSak nebyly publikovany zadné studie, ve kterych

by byly sledovany zmény v hladinach acylglycind v priabéhu dni u pacientii s AM.
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6 ZAVER

V prvni ¢asti diplomové prace byla zpracovana literarni reSerSe zaméfena na AM, jeji
pti¢iny, ptiznaky, prubéh, prevenci a lécbu. Dalsi ¢ast byla vénovana diagnostice AM,
LC-MS/MS a problematice validaci nové vyvijenych metod.

V experimentalni ¢asti byla vyvinuta LC-MS/MS metoda bez derivatizace pro
diagnostiku AM z DBS. Nova metoda umoziiuje stanoveni toxinli zptisobujici AM, HGA
a MCPrG, dale toxického metabolitu od HGA — MCPA-karnitinu, osmi acylkarnitina
a Ctyt acylglycind. Metoda se vyznacuje jednoduchou ptipravou vzorku, kratkou dobou
analyzy (9 min) a nizkou finan¢ni nakladovosti. Po optimalizaci byla metoda ¢astecné
validovana. Krom¢ MCPrG a ACO0 bylo dosazeno pro vSechny analyty linearity
s R?>0,99, byl stanoven limit detekce a limit kvantifikace dle pokyntt EMA (2022).
Metoda byla aplikovana na vzorky koni s AM, suspektnich pro AM, ZM a zdravych
kontrol. U koni s AM byla odhalena patologicka ptitomnost HGA a MCPA-karnitinu.
Dale bylo pozorovano vyrazné zvySeni acylkarnitinli a acylglycinti v jejich krvi z divodu
inhibice B-oxidace mastnych kyselin. U jednoho pacienta s AM byl proveden
vicenasobny odbér. BEhem vsech Ctyfech dni byla v krvi pacienta prokazana pfitomnost
jak HGA, tak MCPA-karnitinu. Maximalni koncentrace téchto toxinti bylo dosaZeno jiz
v prvnich dvou dnech, stejné jako u vétSiny acylkarnitind.

Validace metody bude v budoucnu dokoncena a poté bude metoda zavedena pro
diagnostiku AM v Ceské republice. Jeji zavedeni do praxe umozni rychlou diagnostiku

AM a nasledné v€asnou lécbu, coz ptizniveé ovlivni progresi tohoto onemocnéni u koni.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACO00 L-karnitin

ACO02 acetylkarnitin

ACO03 propionylkarnitin

AC04 butyrylkarnitin

ACO05 valerylkarnitin

ACO06 hexanoylkarnitin

ACO08 oktanoylkarnitin

AC10 dekanoylkarnitin

ACLY ATP-citrét lyasa

AGO3 propionylglycin

AG04 butyrylglycin

AGO5 valerylglycin

AGO06 hexanoylglycin

AM atypicka myopatie

AMAG Atypical Myopathy Alert Group
AMP adenosinmonofosfat

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
API ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku
AST aspartataminotransferasa

ATP adenosintrifosfat

B magneticky sektorovy analyzator
BCAT aminotransferasy rozvétvenych a-oxokyselin
BCKDH dehydrogenasy rozvétvenych aminokyselin
BSA hovézi sérovy albumin

CACT karnitin-acylkarnitintranslokasa

CI chemicka ionizace

CID kolizn€ indukované disociace

CK kreatinkinasa

CoA koenzym A

Cp kolizni energie

CPT /11 karnitinpalmitoyltransferasa I/11
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CPX

CTRL

DBS

DP

E nebo ESA
EC

EI

EMA

EP

ESI

FABP
FAD/FADH,
FAT

FATP

FDA

FIA

FT-ICR

FT-OT
y-glutamyl-MCPrG
GC

GC-MS

HGA
HGB
HPLC
IgE
ICH

IT
IUPAC

LC

vystupni potencial

kontrola

sucha krevni skvrna (angl. dry blood spot)
deklasteracni potencial

elektricky sektorovy analyzator

Enzyme Commission

ionizace narazem elektroni

European Medicines Agency

vstupni potencial

ionizace elektrosprejem

protein vazici mastné kyseliny
flavinadenindinukleotid oxidovany/redukovany
transportér mastnych kyselin

transportni protein pro mastné kyseliny

Food and Drug Administration

priatokové injekéni analyza

iontova cyklotronovd rezonance s Fourierovou
transformaci

orbitrap s Fourierovou transformaci
y-glutamyl-methylencyklopropylglycin

plynova chromatografie

plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

hypoglycin A

hypoglycin B

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
imunoglobulin E

The International Conference of Technical
Requirements fo Registration of Pharmaceuticals
for Human Use

iontova past

International Union of Pure and Applied
Chemistry

kapalinova chromatografie
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LC-MS/MS kapalinova chromatografie s tandemovou

hmotnostni spektrometrii

LDH, LD laktatdehydrogenasa

LLOQ dolni mez stanovitelnosti

LOD mez detekce

LOQ mez kvantifikace

m/z pomér hmotnosti ku naboji

MADD mnohocetny deficit acyl-CoA dehydrogenas

MALDI laserova desorpce aionizace analytu za tucasti
matrice

MCP- methylencyklopropyl-

MCPA- methylencyklopropylacetyl-

MCPEF- methylencyklopropylformyl-

MCPrG methylencyklopropylglycin

MDH malatdehydrogenasa

MRM multiple reaction monitoring

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

NAD/NADH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
oxidovany/redukovany

NMD nutri¢ni myodegenerace

PBS fosfatovy pufr

PCV objem cervenych krvinek

PSSM polysacharidova myopatie

Q kvadrupol

QC kontroly kvality

QqQ trojity kvadrupol

Q-TOF kvadrupdl s analyzatorem doby letu

Q-Trap kvadrupdl s iontovou pasti

R? koeficient determinace

RP reverzni faze

S/N pomér signalu vici Sumu

SLE extrakce pevna faze-kapalina

SPE extrakce pevnou fazi
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TesL
TOF
TSP
UHPLC
ULOQ
uv
UV/VIS

M

C. sordellii lethal toxin

analyzator doby letu

ionizace termosprejem

ultrati€innd kapalinova chromatografie

horni mez stanovitelnosti

viditelné svétlo

spektrofotometrie v ultrafialovém a viditelném
svétle

zatéZzova myopatie
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