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Abstrakt

Atypickd myopatie (AM) je onemocnéni provazené akutni rhabdomyolyzou postihujici
zejména koné€. Pro pacienty je fatalni a vétSina z nich umira do par dnt od prvnich
pfiznakd. S tim souvisi problematika rychlosti a dostupnosti diagnostiky, ktera je
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tomuto pozadavku, je kapalinova chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS). Pro stanoveni AM ve vzorcich suchych krevnich skvrn
(DBS) byla vyvinuta a ¢aste¢né validovana LC-MS/MS metoda bez derivatizace, ktera
se vyznacuje snadnou a rychlou piipravou vzorku, kratkou dobou analyzy a nizkou
finan¢ni nakladovosti.

Aplikaci této metody na DBS vzorky pacientt a vzorky suspektnich pfipadi koni byla
potvrzena pritomnost diagnosticky vyznamnych markert AM, hypoglycinu A
a MCPA-karnitinu. Dale byly ve vzorcich pacienti vyznamné zvySeny koncentrace
specifickych acylkarnitint a acylglycint se stfedné dlouhym fetézcem. Rovnéz byly
studovany a interpretovany vzorky koni se zat€Zzovou myopatii. Mimo jiné byla také
sledovana dynamika zmén koncentraci u opakovanych odbéri DBS vzorka pacienta
s AM, u kterého byly zaznamenany trendy u zminénych markert.

Nové vyvinutda 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, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie,
validace.

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

e Vyhodnoceni a interpretace vysledkt validace LC-MS/MS metody.

e Aplikace metody na vzorky suchych krevnich skvrn koni.



1 UVOD

Atypicka myopatie (AM) je charakterizovana jako akutni rhabdomyolyza postihyjici
prevazné koné€. 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 pfiznakt (van Galen et al., 2012a). Pii¢inou AM je
pozieni semen ¢i semenacki 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 pfeméfiovany na toxické metabolity (von Holt et al., 1964), které inhibuji
nekteré enzymy v B-oxidaci mastnych kyselin (Bochnia et al., 2019; Wouters et al., 2021).
V dusledku toho se v krvi a moci pacientti hromadi diagnosticky specifické acylkarnitiny
a acylglyciny (Mathis et al., 2021; Wouters et al., 2021). Mezi typické klinické ptiznaky
AM se fadi svalova ztuhlost a slabost, polehavani (Votion, 2016) a tmaveé hnéda moc
zpusobena pritomnosti 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 Gasové a finanén& naroné (Dolezal et al., 2020; Samonilova et al., 2022). Cilem
predlozené prace bylo vyvinout a validovat LC-MS/MS metodu pro stanoveni HGA,
MCPrG, jejich metabolitt a dalSich vybranych acylkarnitini a acylglycint v suché krevni
skvrné koni. Nové 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 propuké u pasoucich se koni (Equus caballus) bez ptedchozi zatéze. Ptipady
jsou evidovany hlavné na podzim a v mensi mife na jate (Votion et al., 2020). V USA se
toto onemocnéni nazyva sezonni pastevecka myopatie (Hirz et al., 2021). Etiologie obou
onemocnéni je vSak stejnd. Rozdil mezi AM a sezonni pasteveckou myopatii je pouze
v poctu postizenych koni. V USA se vyskytuji ojedinélé pripady, kdezto AM v Evropé
postihuje nej&astéji vicero koni z jedné pastviny (Samonilova et al., 2022). Biochemicka
podstata onemocnéni byla odhalena uz v roce 2007 (Westermann et al., 2007). Pfi¢inu
vzniku onemocnéni se podatilo objevit az v roce 2013 (Valberg et al., 2013).

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

al., 2014).

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



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

Toto onemocnéni je spojeno s vysokou mirou mortality, ktera se li8i mezi roky (Obr. 2)
1 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 pfiznakd. Oproti tomu maji hospitalizovana zvitata vyssi §anci na

preziti. Umrtnost pii hospitalizaci pak &ini 56 % (Dunkel et al., 2018).
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Obr. 2 Vyvoj poctu pripadu atypické myopatie v Evropé od podzimu 2006 do listopadu 2019.
V jednotlivych letech jsou graficky znazomény vyskyty na jafe ana podzim, ciselné je
uveden celkovy pocet pripadu za dany rok. Data pievzata od Votion et al. (2020).
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Obr. 3 Pocet pfipadu atypické myopatie v jednotlivych evropskych zemich v obdobi od podzimu
2006 do listopadu 2019. Do grafu nebyly zahrnuty tyto zem¢: Dansko (8 pripadt), Svédsko (7),
Lucembursko (3) a Portugalsko (2). Data pfevzata 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 zvitat 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 pakoné zihaného (Connochaetes taurinus
taurinus) (Renaud et al., 2022). U dalsich prezvykavct (vyjma vySe zminénych) nejsou
dosud evidovany ptipady intoxikace HGA nebo MCPrG, 1 kdyz toxické metabolity byly
v krvi ovci a skotu pfitomny bez jakychkoli pfiznaki onemocnéni. Tato zvifata maji
nejspisSe minimalni citlivost na tyto toxiny. Pravdépodobné dochazi k transformaci téchto

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

AM u koni byla poprvé popsana 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). Pozdé&ji byly potvrzeny prvni vyskyty
nemoci v Belgii a Francii (Votion et al., 2007). Od roku 2004 funguje skupina veterinait

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



v Lutychu (Votion, 2016). UCelem této skupiny je evidovat piipady 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 piipadi za uvedena léta bude ve
skuteCnosti vySsi (viz dale v kapitole 2.1.2). HlaSeny byly 1 vyskyty AM v LotySsku
a Norsku (Votion, 2012), nejnovéji byl potvrzen ptipad na Slovensku (Pettenello et al.,
2023). Kromé Evropy a USA byly vyskyty AM hlaSeny i na Novém Zélandu (McKenzie
et al., 2015), v Australii a Kanadé (Votion, 2012).

V roce 2006 byla v USA pozorovana poprvé nemoc podobna AM. Jednalo se
o zminénou sezonni 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 pacientd 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. Piedpoklada se
viak, ze se AM vyskytla v CR jiz dfive. Mezi lety 2011-2020 bylo potvrzeno celkem
112 piipadd u koni ve véku 0-25 let (Samonilova et al., 2022). Zatimco skupiné AMAG
bylo chovateli v letech 2006-2019 oficialné hlaseno pouze 49 ptipadid (Votion et al.,
2020). Celkem 74 ptipada se vyskytlo béhem zafi, fijna a listopadu, 32 ptipadt v mezi
bfeznem a kvétnem. Zbyvajicich Sest piipadi bylo odhaleno v prosinci a lednu. Nejvetsi
mnozstvi koni s AM (49) bylo zaznamenano v roce 2018. Béhem uvedenych let byla mira
preziti koni 34 % (38 jedinct), eutanazii podstoupilo 20 % koni (22 jedinci) a 46 % koni
uhynulo (52 jedinct) (Samonilova et al., 2022).

2.1.3 Priciny a rozvoj onemocnéni

Prvni hypotézy o pti¢inach AM vychazely ze zkoumani environmentalnich a toxickych
faktord (Whitwell et al.,, 1988). ZvysSeny vyskyt AM je spojovan s predchozimi
specifickymi klimatickymi stavy, jako jsou zvySené srazky a relativni vlhkost vzduchu,
vétrno, nepfitomnost silnych mrazii a nedostatek slunec¢niho zafeni (Votion & Serteyn,
2008). Jednou z hypotéz bylo, ze nedostatek selenu nebo vitaminu E, ktery je spojovan
s myodegeneraci, napomaha 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 enteralné produkované toxiny bakterii, hub nebo rostlin. V USA byla vzhledem
k rozvoji AM studovana toxicita rostliny Ageratina altissima (nestarka bila, starSi nazev
Eupatorium rugosum), kteréa se vyskytuje voln€ v Severni Americe. Obsahuje jedovatou
latku tremeton. Tato latka ale nebyla pfitomna v jaterni tkani ani moci koni s AM
a s otravou tedy nesouvisela (Finno et al., 2000).

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

Ze strany bakterialnich toxina byla monitorovana mozna souvislost AM s piitomnosti
grampozitivnich  sporulujicich bakterii Clostridium sordellii nebo Clostridium
bifermentans v gastrointestinalnim traktu koni. Toxin TcsL (z angl. C. sordellii lethal
toxin) tvofeny C. sordellii byl nalezen ve svalovych vlaknech postizenych koni. To byl
i hlavni divod, pro¢ byly toxiny té€chto bakterii povazovany za puvodce AM. Toxin TscL
nepfiznivé zasahuje do mitochondridlni homeostazy, tvorby aktinovych vlaken
a paracelularniho transportu endotelialnich bun€k. 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
pruzkum 600 koni s podezienim na AM. Monitorovali jak klinické pfiznaky a miru
preziti nemocnych koni, tak okolnosti a ¢as vzniku nemoci a zivotni podminky koni.
V 98 % piipadd se na pastvinach 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 té dobé
vSak nebylo potvrzeno pro koné riziko vyplyvajici z poziti Casti A. pseudoplatanus.
Zaroven zadny botanicky monitoring z pastvin neidentifikoval dalsi znamou toxickou
rostlinu schopnou rozvoje tohoto onemocnéni.

Bez tuseni spojitosti s AM Fowden & Pratt (1973) sledovali obsah HGA, MCPrG
a jejich metabolitd 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 rocnich obdobi. Acer platanoides (javor mléc)
a Acer campestre (javor babyka) tyto latky neobsahuji. Az Valberg et al. (2013) nalezli
v USA pravou pfiCinu rozvoje sezonni pastevecké myopatie v ndvaznosti na botanicky
monitoring a vySe zminény ¢lanek od Fowden & Pratt (1973). Byly odebrany vzorky
semen stromu vyskytujicich se na severoamerickych pastvinach, kde byly potvrzeny
ptipady sezonni pastevecké myopatie. Ve vzorcich semen 4. negundo byl nalezen HGA.
Soucasné byl v séru koni se sezénni 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 zakladé 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 A. pseudoplatanus. Kiidlaté
nazky (tzv. samary, Obr. 5A) obsahujici semena padaji ze stromu na podzim. Semena klic¢i
nasledujici jaro, takze koné k nim maji pfistup az do vykli¢eni (Votion, 2016). Na jate
zpusobuje AM zejména poziti semenacku A. pseudoplatanus (Obr. 4B), které také
obsahuji HGA (Baise et al., 2016). A. 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).



Oplodi (perikard)

Obr. 5 Plod Acer pseudoplatanus (javor klen). Plodem je kiidlata nazka (A), neboli samara. Plod
se sklada z oplodi (perikardu) a semena (B). Pfevzato a upraveno dle Votion et al. (2019).

MCPrG byl odhalen jakozto dalsi marker AM az v roce 2019. MCPrG je obsazen
v semenech a semenaccich 4. 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, ktera obsahuji detekovatelna mnozstvi HGA. Kvétenstvi mohou pfi
zhorSenych povétrnostnich podminkach opadavat a koné k nim mohou mit pfistup
(Votion et al., 2019).

HGA a MCP1G byly odhaleny rovnéz v nasledujicich druzich javoru: Acer palmatum
(Javor dlanitolisty), Acer japonicum (javor japonsky), Acer macrophyllum (javor
velkolisty), Acer spicatum (javor klasnaty), Acer saccarinum (javor stfibrny),
Acer saccharum (javor cukrovy). Jedna 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; Samonilov4 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 struktufe 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 plodu ackee (Blighia sapida, systematicky podduzak
lahodny) vroce 1954 (Hassall et al., 1954). Ackee patii do celedi Sapindaceae
(mydelnikovité). Do stejné Celedi se radi javor nebo li¢i (Litchi), ve kterych se HGA také
vyskytuje (Engel et al., 2023).

Poziti nezralych ploda ackee vyvolava u lidi hypoglykemii, tézkou metabolickou
acidozu anemoc zvanou jamajské zvraceni. Jamajské zvraceni zacinad potizemi
s gastrointenstinalnim traktem a kfecemi a €asto konci kdmatem az smrti (Golden et al.,
2002; Valberg et al., 2013). Po poziti HGA mize dochézet i k porucham centralni nervové
soustavy (Carlier et al., 2015). Kromé¢ HGA se v semenech ackee vyskytuje 1jeho
v-glutamylovy konjugat dipeptid hypoglycin B (y-glutamyl-hypoglycin, HGB, Obr. 6B).
HGA se navic vyskytuje i v duzninach plodia. Pfi zrani se méni vzajemna koncentrace
HGA a HGB. Hladina HGA se v duzninach snizuje ve prospéch HGB v semenech za
katalyzy enzymem (5-L-glutamyl)-peptid:aminokyselina-5-glutamyltransferasou
(v-glutamyltransferasa, GGT, EC 2.3.2.2). Posléze se konzumuji pouze zralé duzniny
ackee, takze nehrozi intoxikace HGB vyskytujiciho se v semenech. HGB se tak podili na
detoxikaci plodi 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 mé4 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 neékterych druzich javoru. Do dnesni doby vSak nebyla zvazovana role
HGB vzhledem k rozvoji AM u koni. Zarovenl neni prozkoumana transformace HGB
v zazivacim traktu a jatrech hospodarskych zvifat a mozna hydrolyza HGB na HGA pfi
poziti pasoucimi se zvitaty (El-Khatib et al., 2022).

Obsah HGA se vyrazné lisi semeno od semene v ramci jedné pastviny i dvou
rozdilnych pastvin (Valberg et al., 2013). Tato variabilita miZze byt zptsobena riznymi

faktory: zralosti semen, slozenim pidy a zménami pocasi (z hlediska slune¢niho zafeni,



teplot a srazek). Nezrala 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 pfipady AM, ale byly v ramci nich detekovéana
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 jafe 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 predevs§im na podzim, kdezto semenacky spiSe na
jare.

V praci od Baise et al. (2016) bylo detekovano v semenadécich az 3,40 + 0,20 pg'mg™
HGA. Vkvétenstvich  A. pseudoplatanus  ze tii pastvin  bylo nalezeno
0,174 + 0,026 ng'mg HGA (Votion et al., 2019). V oplodi nazek a v listech se vyskytuji
velmi mala mnozstvi hypoglycinu A (Unger et al., 2014). V jednom semeni A. negundo
bylo nalezeno 3—160 pg HGA (prumérné 40 pg HGA na semeno) (Valberg et al., 2013).

Pro koné jsou nejnebezpecnéjsi z hlediska primérného obsahu HGA semenacky
A. pseudoplatanus, nasledované semeny a nejmensi riziko intoxikace predstavuji listy.
I tak ale podzimni piipady AM pievladaji nad jarnimi. Nejspise je to zpusobené zvySenou
dostupnosti semen a preferenci jejich pozieni oproti semenackim (Westermann et al.,
2016). HGA se vyskytuje v semenaccich i po pouziti herbicidi nebo seCeni pastvin
(Votion et al., 2020).

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

Semena Semenacky Listy
Zdravi AM Zdravi AM Zdravi AM

A. pseudoplatanus na jare

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 staci pro 500kg koné¢ davka 26,5 mg (Valberg
et al., 2013). Pokud by se v jednom semeni vyskytovalo 820,8 ug HGA (Unger et al.,
2014), pfiblizné¢ 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 zptisobi otravu a rozvoj AM, je individualni.
Jelikoz je HGA rozpustny ve vode¢, riziko skyta i voda po kontaktu se semenacky. Zde je
maximalni denni tolerovana davka 2 litry intoxikované vody (Votion et al., 2019).

HGA spole¢né s MCPA-glycinem, MCPA-karnitinem
a methylencyklopropylformylovymi (MCPF-) konjugaty odvozenymi od MCPrG
(MCPF-glycin a MCPF-karnitin) byly nalezeny i1 v komercné prodavanych vzorcich
kobyliho mléka a v mléce pro kojena jehnata a telata (El-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 Italii je kobyli mléko doporu¢ovano jako nahrada za kravské mléko
détem s alergii na kravské mléko, kterd je zprostfedkovana imunoglobulinem E (IgE)
(Musaev et al., 2021). Dale byly kobyli mléko a vyrobky z n€j doporuceny pii 1écbé
chronické hepatitidy, zaludecnich viedd, tuberkulozy, anémie, prijmu a zanétd zaludku
a ledvin. Také toto mléko pozitivné stimuluje imunitni systém (Navratilova et al., 2016).
V Evropé se ve velmi malé mife pridava kobyli mléko do kosmetickych pfipravku
(krémy, mydla a hydrata¢ni krémy). Nebyly vsak potvrzeny zadné specifické ucCinky
téchto pripravkd oproti t€m s kravskym mlékem, které jsou i 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 plodu lici (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 nekterych rostlinach rodu Sapindaceae, napt.
ackee, i1, longanu (Dimocarpus longan) a mamonciloos (Melicoccus bijugatus) vetné
nékterych druht 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 duzniné li¢i. V semenech je jeho mnozstvi mnohem vyssi nez ve zralé duzniné.
V polozralé duzning je obsah MCPrG ctytikrat az pétkrat vyssi oproti zralé (Asthana et
al., 2019). U lidi poziti ackee nebo li¢i vyvolava tvorbu toxinti odvozenych od MCPrG
(Bochnia et al., 2021). Ma se za to, ze MCPrG obsazené v nezralém li¢i po poziti
zpusobuje akutni encefalopatii asociovanou s hypoglykemii. Dé&je se to zejména
u podvyzivenych hladovéjicich déti, které navic nejsou schopny rozeznat zralost ploda
(John et al., 2016; Asthana et al., 2019).

Od MCPrG je odvozen y-glutamylovy konjugat
y-glutamyl-methylencyklopropylglycin (y-glutamyl-MCPrG), vyobrazeny na Obr. 7B.
Nachéazi se jak v plodech ackee, tak v 4. pseudoplatanus (El1-Khatib et al., 2022).

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

2.1.3.3 Katabolismus mastnych kyselin

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

nizké reaktivit€ jsou mastné kyseliny aktivovany za vzniku esterd acyl-CoA. Dgj
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katalyzuje vysS$i mastnd kyselina:CoA-ligasa (AMP-tvorici) (acyl-CoA syntetasa,
EC6.2.1.3). Na karboxylovou skupinu mastné kyseliny se nejprve vaze
adenosinmonofosfat (AMP) pres anhydridovou vazbu. Poté je AMP vyménéno za CoA.
Acyl-CoA nejsou uzpuisobené pro prachod pres mitochondrialni membranu, proto se
v mitochondriich vyskytuje karnitinovy systém (Houten et al., 2016; Kodicek et al.,
2018). Mastné kyseliny kratsi nez 12 uhlikii prochazi ptes vnitfni mitochondrialni
membranu bez tcasti tohoto systému. Az v matrix jsou aktivovany pomoci koenzymu A
(CoA) (Harvey & Ferrier, 2011).

Palmitoyl-CoA:L-karnitin-O-palmitoyltransferasa (karnitinpalmitoyltransferasa, CPT,
EC23.121) je enzym existujici ve dvou formach — CPTI aCPTIL CPTI je
lokalizovana ve vn€jsi membrané mitochondrii, kde katalyzuje hydrolyzu CoA od mastné
kyseliny (o 12-18 uhlicich) a ke kyseliné 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, CPTI, CPT2 = kamitinpalmitoyltransferasa I/IL,
CACT = karnitin-acylkarnitintranslokasa. Pfevzato a upraveno dle Guerra et al. (2022).
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Nejdilezitéjsi drahou pro katabolismus mastnych kyselin je mitochondrialni
B-oxidace. Touto cestou burika ziskava energii a udrzuje svou homeostazu (Guerra et al.,
2022). V mitochondrialni B-oxidaci jsou odbourdvany 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¢ina dehydrogenaci acyl-CoA na
druhém  atfetim uhliku za  UcCasti  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 tretim
uhlikem. Dva odtrzené vodiky jsou pfeneseny na prostetickou skupinu FAD. Redukovany
FADH:; je dodavan do dychaciho fetézce pres komplex I a je opét oxidovan. Dvojna
vazba v enoyl-CoA je v druhém kroku hydratovana, vytvaii se 3-L-hydroxyacyl-CoA.
Reakce je katalyzovana enzymem (35)-3-hydroxyacyl-CoA-hydrolyasou
(enoyl-CoA-hydratasa, EC 4.2.1.17). Podle tohoto kroku se cela draha 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
pienaden na koenzym NAD". Redukovany koenzym vstupuje do dychaciho fetézce pies
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 dochézi k thiolytickému §té€peni mezi uhliky C2 a C3. Vytvaii se
acetyl-CoA a acyl-CoA odva uhliky kratsi. Stépeni katalyzuje
acyl-CoA:acetyl-CoA-C-acyltransferasa (thiolasa, EC 2.3.1.16, v pfipadé 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). Finalni produkt acetyl-CoA muze byt nasledné
plné oxidovan v citratovém cyklu a dychacim tetézci. Vysledkem je tvorba energie ve
formé adenosintrifosfatu (ATP) (Ma et al., 2018). Az 80 % energie ziskané oxidaci
acetyl-CoA a redukovanych kofaktori vyuzivaji srde¢ni a kosterni svalovina a ledviny
(Houten et al., 2016; Yu et al., 2022).

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

oxalacetat aacetyl-CoA za katalyzy acetyl-CoA:oxalacetat C-acetyltransferasy
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[(pro-S)-karboxymethyl tvofici, ADP-fosforylujici] (ATP-citrat lyasa, ACLY,
EC 2.3.3.8). Oxalacetat se premeéiiuje na malat prostiednictvim NADP-dependentni
malatdehydrogenasy (oxalacetdt dekarboxylacni) (malatdehydrogenasa, MDH,
EC 1.1.1.40). Malat maze vstupovat do mitochondrie opét vyménou za citrat. Acetyl-CoA
vznikly St€penim citratu se podili na biosyntéze mastnych kyselin a cholesterolu.
V urcitych krocich obou cest citratu v cytosolu se vytvari redukéni ekvivalent NADPH.
V dusledku toho se acetyl-CoA nepfimo podili na udrzovani redoxni rovnovahy
v burikach (Carracedo et al., 2013; Williams & O’Neill, 2018).

Kromé& mitochondridlni B-oxidace existuje 1 alternativni draha [-oxidace
v peroxisomech pro odbouravani mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (nad
18 uhlikt). V tomto pochodu nevznika ATP, protoze se v peroxisomech v prvnim kroku
acyl-CoA oxiduje a misto redukovaného kofaktoru vznika 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). Dal$i alternativni
drahou je w-oxidace cytochromem P450 monooxygenasou (CYP450, EC 1.14.-.-)
v endoplasmatickém retikulu. Dochézi k oxidaci posledniho uhliku acylu a vznikaji
dikarboxylové kyseliny (Voet & Voet, 1995). Mastné kyseliny s lichym poctem uhlika
rovnéz podléhaji B-oxidaci v mitochondriich. Findlnim produktem je ale tfiuhlikaty
propionyl-CoA. Propionyl-CoA muze podléhat karboxylaci na methylmalonyl-CoA, jez
je prevadeén na sukcinyl-CoA , coz je meziprodukt citratového cyklu. Rozvétvené mastné
kyseliny nejsou substratem pro acyl-CoA-dehydrogenasu. Konkrétné u dvacetiuhlikaté
kyseliny fytanové je prekazkou methylova skupina na B uhliku. Kyselina fytanova tak
podiéha 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 nékteré obsahuji dvojnou vazbu na sudém uhliku
(napi. kyselina linolov4). Zménu konfigurace cis dvojné vazby na téetim uhliku (cis-A%)
na trans na druhém uhliku (trans-A?) katalyzuje enzym
(3Z/3E)-alk-3-enoyl-CoA (2F)-isomerasa (enoyl-CoA-isomerasa, také 3,2-dienoyl-CoA
isomerasa, EC5.3.3.8). Trans isomer je pak vhodnym substrdtem pro
enoyl-CoA-hydratasu. Dale vznika problém pifi vzniku 2,4-dienoyl-CoA. Aby jej
rozeznala enoyl-CoA-hydratasa, je zapotiebi jej v savCich organismech upravit

v piitomnosti dvou enzymu. Nejprve se dvojna vazba na ¢tvrtém uhliku redukuje za ucasti
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(3F)-3-enoyl-CoA:NADP*  4-oxidoreduktasy  (frams-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 f-oxidace

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

HGA je absorbovan v jejunu (lacniku) tenkého stfeva koni. Na apikalni strané se
vstiebava pomoci transportérti a na bazolateralni prostfednictvim antiportu a facilitované
difuze (Krédgeloh et al., 2017). HGA 1 MCPrG nejsou po poziti samy o sobé toxické.
K jejich pfemeéné na toxické metabolity dochazi pfedevsim v burikach kosterniho svalstva
(Obr. 9). Jejich metabolizace v prvnich dvou krocich odpovida déjim katabolismu
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (Sander et al., 2023).

Do bun¢k kosterniho svalstva se HGA dostava skrze LAT1 transportér (Sander et al .,
2023). Prvni krok metabolizace HGA zahrnuje reverzibilni a-oxidaci v cytosolu za
vzniku  methylencyklopropyl-pyruvatu ~ (MCP-pyruvatu),  reakci  katalyzuji
aminotransferasy rozvétvenych aminokyselin (BCAT, EC 2.6.1.42). MCP-pyruvat je
prenaSen do mitochondrie, kde je nevratné dekarboxylovéan a reverzibilné esterifikovan
v ptitomnosti 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 mitochondrialni matrix (Salaiin, 2000). Tim, ze
je CoA vyuzivan pro esterifikaci MCPA, narusuje se transport mastnych kyselin (C > 12)
pres karnitin-acyl-CoA systém (Valberg et al., 2013). /n vivo se ddle MCPA-CoA vaze na
prostetickou  skupinu  FAD za  tvorby adukti  anevratné¢ inhibuje
acyl-CoA-dehydrogenasy pro kratké a stfedn€ dlouhé acyly mastnych kyselin. Enzymy
jsou tak vazbou MCPA-CoA zablokovany anemohou byt vyuzity pro prvni krok
mitochondrialni B-oxidace (Sander et al., 2016). B-oxidace se postupné zpomaluje
a mohou byt odbouravany acyl-CoA obsahujici acyly s nejvice Ctyfmi uhliky (tj. po
buturyl-CoA) (Salaiin, 2000). MCPA-CoA inhibuje také nekteré 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).
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Obr. 9 Metabolizace hypoglycinu A (HGA) a methylencyklopropylglycinu (MCPrG) v butikach

kosterniho ~ svalstva  ajejich  vliv

MCP- = methylencyklopropyl-,

na

B-oxidaci

mastnych  kyselin.  Zkratky:
MCPA- = methylencyklopropylacetyl-,

MCPF- = methylencyklopropylformyl-. Pfevzato a upraveno dle Melde et al. (1991) a Bochnia

etal. (2019).

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 reverzibilné transaminovan na MCP-glyoxalat.

18



MCP-glyoxalat je prenaSen do mitochondrie, kde podléha dekarboxylaci a reverzibilni
esterifikaci a vznika 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 stejn€ i¢inné enoyl-CoA hydratasu
v mitochondriich, jenze v peroxisomech pri inhibici
(3R)-3-hydroxyacyl-CoA-hydrolyasy (enoyl-CoA-hydratasy II, EC4.2.1.119) je
ucinngjsi enantiomer R (Sarkar et al., 2020). Toxin muiZze byt rovnéz slabym inhibitorem
acyl-CoA dehydrogenas v prvnim kroku f-oxidace (Bochnia et al., 2019).

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

Inhibici B-oxidace se také netvoti acetyl-CoA a jeho mnozstvi v organismu se snizuje
(Sarkar et al., 2020). Prebytecné hromadici se acyl-CoA, které nemohou vstoupit do
B-oxidace mastnych kyselin, prochazi zpétné karnitinovym pfenaseCem, Cimz se
pfeménuji na acylkarnitiny. Acylkarnitiny jsou ve zvysené mife vyluCovany z bunék do
séra. Dale se mohou acyl-CoA pieménovat 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
nachazi v burikach jaterni a ledvinné tkané (Sponseller et al., 2012; Unger et al., 2014;
Karlikova et al., 2016; Sander et al., 2016).

Predpoklada se, ze pii lehkém prabéhu AM napomahaji alternativni cesty (-oxidace
v peroxisomech a m-oxidace v endoplasmatickém retikulu) snizit mnozstvi acylkarnitind
na obvyklé koncentrace. Pii t€Zkém prabeéhu otravy je vSak kapacita téchto cest
nedostacuyjici (Karlikova et al., 2016).

V konecném dusledku se v kosternim a srdecnim svalstvu hromadi tuky (Hirz et al.,
2021), které narusuji bunéné membrany svalovych bunék (El-Khatib et al., 2023).
Lipidy se akumuluji predevSim v myokardu a posturalnich (tonickych) a dychacich
svalech (Sponseller et al., 2012). Postizeny jsou hlavné svalova vlakna prvniho typu, které
obsahuji velké mnozstvi mitochondrii a energii ziskavaji pomoci oxidativni fosforylaci

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

AM nastupuje nahle s pfiznaky akutni myopatie (Cassart et al., 2007). Ne vSichni koné
na stejné pastvin€ jsou nachylni k rozvoji AM. Neéktefi koné zustavaji zdravi, i kdyz se
pasou spolecné s jedinci, u nichz byla AM prokazana. Mechanismy odolnosti stale nejsou
odhaleny (Wouters et al., 2021). Nemoc neni spojovana s predchozi zatézi (Palencia &
Rivero, 2007). Koné jsou pii nastupu nemoci klidni a zistavaji pii védomi (Votion &

Serteyn, 2008).
2.1.4.1 Klinické priznaky

Vétsina klinickych priznakt navazuje na poskozeni urcitych svalovych skupin, zejména
dychacich a posturalnich svala. Svaly zajistujici pohyb jsou poskozeny minimalné nebo
vubec. 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 chize (Cassart et al., 2007). To vSe usti v polehavani
intoxikovaného zvitete (Votion, 2016). Pfi pohybu je zfetelny svalovy tfes a nadmérné
poceni (Obr. 10) (Votion & Serteyn, 2008). U koni panuje nechut k pohybu a obtizné
vstavaji (Votion et al., 2007). Srdecni 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 vuci ostatnim
konim a lidem, poklesem zajmu o potravu a obvyklé aktivity, pacient Spatné spi a méné

se pohybuje.

Obr. 10 Kon¢ s atypickou myopatii obvykle vykazuji celotélové poceni. Fotografie poskytnuta
MVDr. Petrem Jahnem, CSc. z Veterinarni univerzity Brno.
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Dalsimi pfiznaky AM jsou piekrvené sliznice a tmaveé hnédd moc¢ (Obr. 11), ktera je
zbarvena kviili obsahu myoglobinu (myoglobinurie) (van Galen et al., 2012a). Myoglobin
se uvolniuje z divodu rhabdomyolyzy svalové tkané. Myoglobinurie je vSak pouze
orientacni pfiznak. Myoglobin muze byt vyluCovan pfi jinych nemocech a zarover
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 témeft poloviny koni (49 %) byla pozorovana dyspnoe (dusnost) (van Galen et al.,
2012a). Kan vykazujici dyspnoi ma zhorSenou prognoézu a je obvykle hlavnim divodem
eutanazie (Votion, 2016).

Sekundarné zistavaji pacienti stat se stoCenou hlavou dolt (ventroflexe), coz mize byt
doprovazeno podkoznimi otoky hlavy a krku. Pokud se konim podati 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 pfiblizné tfetina koni a hypertermii pouze desetina (van Galen et al., 2012a).
Hypotermie se zlepsuje ustjenim koné v teple (Votion et al., 2007).

U ¢tvrtiny koni byly pozorovany problémy s polykanim (dysfagie), ktera maze byt
doprovazena obstrukci jicnu. Koné jsou béhem nemoci vyjimecné anorektiti az
hladove¢jici (van Galen et al., 2012a), chut k jidlu maZze byt ale i zachovana nebo dokonce

byt zvySena (Votion & Serteyn, 2008).

Obr. 11 Mo¢ pacienta s atypickou myopatii (vlevo) obsahujici myoglobin, vpravo je moc
zdravého jedince. Fotografie poskytnuta MVDr. Petrem Jahnem, CSc. z Veterinarni univerzity
Brmno.
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Dal§imi pfiznaky jsou distenze (roztazeni) mocového meéchyie moci pfi rektalni
palpaci (vySetfeni konecniku pohmatem; u 58 % pfipadi) se souCasnou dysurii,
nepruchodnost tlustého (a)nebo tenkého stieva (38 %) (van Galen et al., 2012a), apatie
(Samonilova et al., 2022), zarudlé spojivky a srdeéni Selesty (Votion, 2016). Pravé plny
mocovy mechyf zpisobuje piiznaky koliky (Sponseller et al., 2012). Majitelé pii mylné
domnénce, ze maji koné koliku, nuti zvifata k pohybu. To vSak zhorSuje prognozu,
protoze pohyb vyvolava dalsi poskozeni svalti (Samonilova et al., 2022).

U jednotek piipadi bylo pozorovano: mirny prdjem, sucha nebo hlenem pokryta
stolice, posun tlustého stfeva, bolest v okoli ledvin, snizeny tonus konecniku, prolaps
penisu, nekréza a ulcerace (zviedovaténi) sliznice Ustni dutiny, pokles ocniho vicka, kiece
zvykacich svall, schvaceni kopyt (laminitida, jedna se o zanét sténové Skary kopyta)

a ptiznaky meéstnavého srdecniho selhani (van Galen et al., 2012a).
2.1.4.2 Laboratorni ukazatele

Kon¢ pii nastupu priznakit AM trpi vétSinou hyperglykemii a maji zvySenou hladinu
laktatu a triacylglyceroli v krvi (Dunkel et al., 2018). Jsou také zaznamenany nizsi
hladiny vapniku v séru (Boemer et al., 2017). Dalsi markery poskozeni svalu, jako jsou
zvySend hladina fosforu a drasliku a snizeny obsah sodiku achloru v krvi, nebyly
pozorovany (Votion et al., 2007). U koni s AM byly nalezeny 1 zvySené plasmatické
koncentrace troponinu I, jakozto specifického markeru poskozeni srdecniho svalu.
Toxicitu vii¢i myokardu nejspiSe zapficifiuji 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 zpiisobené myoglobinem pfi¢inou umrti (Brandt et al., 1997).

Z hematologického hlediska maji pacienti zvysené hladiny leukocyt kvtli neutrofilii
(Votion & Serteyn, 2008; Jahn et al., 2022), zvySeny hematokrit (Brandt et al., 1997)
a vy$si hodnotu PCV (objem cervenych krvinek) (Dunkel et al., 2018).

Pro urceni diagnozy AM se vdneSni 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 acylglycint (Karlikova et al., 2016).

Pti nastupu klinickych pfiznakd jsou pozorovany vyrazné zvysené aktivity enzymui
ATP:kreatin  N-fosfotransferasy (kreatinkinasa, CK, EC2.7.3.2), daile pak

L-aspartat:2-oxoglutarat 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 nastavd 6—12 hodin po svalovém poranéni, piicemz
polocas rozpadu tohoto enzymu je 12 hodin. Referencni mez pro aktivitu CK je 110—
250 IU-1"! (Jahn et al., 2022). Pfi prvnich piiznacich AM presahuje aktivita CK &asto
10 000 IU‘1"!, neobvyklé nejsou ani hodnoty ve stovkach tisic jednotek (Votion & Serteyn,
24 hodinach od propuknuti prvnich piiznaka. Od ¢tvrtého dne zacina aktivita kazdy den
klesat o polovinu oproti predchozimu dni (Jahn et al., 2022). V praci od Karlikové et al.
(2016) byl popsan pripad kon€, unéhoz jesté ve 48. hodiné po propuknuti pfiznakd
vzrustala aktivita CK. Tento kan musel podstoupit eutanazii. V tomto vyzkumu se
zavislost umrtnosti (resp. eutanazie) na vzrastajici aktivité kreatinkinasy u jednotlivct
odlisovala.

V moci a v plasme koni se nachazi ve zvySené mire acylkarnitiny s kratkym (C2-C5),
sttedné 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 zplisobené aktivaci alternativni w-oxidace, ktera tyto metabolity vytvari
(Boemer et al., 2015). Ze skupiny acylkarnitini byly navrzeny jako nejlepsi potencialni
biomarkery AM acylkarnitiny o délce Ctyf az deseti uhlikd. Zaroven pocateCni
koncentrace acylkarnitini C4 a C5 by mohli byt pouzivany jako prediktivni ukazatele
preziti (Mathis et al., 2021). Acylkarnitiny nejspiSe pfispivaji k rozvoji hyperglykémie
u pacientu, protoze se podili na inzulinové rezistenci ve svalech (Lemieux et al., 2016).

Westermann et al. (2008) odhalili zvySené hladiny konjugati glycinu v moci
postizenych koni. Konkrétné€ se jednad 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
avmoci, furoylglycin a propionylglycin se nachazel pouze v moci. Nejvetsi rozdil
v koncentracich acylglycini v mo¢i mezi zdravymi anemocnymi korimi nastal
u butyrylglycinu a hexanoylglycinu (Mathis et al., 2021).

Naméfené koncentrace HGA v krvi se pohybuji od 0,230 umol‘l"! (Carlier et al., 2015)
do 60,170 pmol-1! (Bochnia et al., 2015). Stanoveni HGA aviak 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 stadle 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-I"! (Votion
et al., 2014) az 1,180 umol-1™! (Sander et al., 2016), v modi 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 umol-l™
(Bochnia et al., 2019).

MCPrG se u postizenych koni nachazi v daleko nizSich koncentracich nez HGA
a zaroveni je obsah MCPrG velmi variabilni (Bochnia et al., 2019). Koncentrace MCPrG
a jeho metabolitl v séru a v moci jsou uvedeny v Tab. 2. Jahn et al. (2022) detekovali
u koné s AM nizsi hladinu MCPF-karnitinu v krvi ve srovnani s udaji v Tab. 2, konkrétné
0,208 umol-I"l. Soucasné nenalezli v krvi kon& jak MCPrG, tak jeho metabolit
MCPF-glycin. Navic detekovali pfitomnost HGA v krvi sledovaného koné¢ jesté 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 metabolitti v séru a v mo¢i.
Zkratky: MCPF- = methylencyklopropylformyl-. Pfevzato a upraveno dle Bochnia et al. (2019).

Metabolit Sérum Mot
[umol 1] [mmeol 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 metabolit znacici poruchy metabolismu organickych kyselin
a aminokyselin, purind, pyrimidint a vitamint (Karlikova et al., 2016).

V moci koni s AM byly nalezeny zvySené hladiny organickych kyselin, konkrétné
ethylmalonové, methylsukcinové, mlécné (Westermann et al., 2008), glutarové (Valberg
et al, 2013), adipové (Sponseller et al., 2012), pyrohroznové, suberové
a 2-hydroxyglutarové (Mathis et al., 2021). U pacienti 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 nejspisSe zpusobeno nedostatkem acetyl-CoA, ktery neni
produkovan B-oxidaci (Karlikova et al., 2016).

V moc¢i avséru bylo upacienti pozorovano vyrazné zvySeni proteinogennich
aminokyselin (alaninu, aspartatu a leucinu), B-alaninu a sarkosinu (Karlikova et al.,
2016). Sarkosin se premeéiuje na glycin za pfitomnosti enzymu sarkosin:akceptor
oxidoreduktasy (demethylujici) (sarkosindehydrogenasa, EC 1.5.8.3), ktera 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
rozveétvenou aminokyselinou, ktera byla pozorovana jako zvySena. Zména koncentraci
valinu a isoleucinu u pacientil oproti zdravym konim nebyla. Enzymy pro metabolizaci
rozveétvenych aminokyselin a HGA s MCPrG jsou shodné. Jelikoz jsou hladiny valinu
a isoleucinu nezménéné, BCAT a BCKDH jsou nejspise schopné katalyzovat reakce
toxind i t€chto aminokyselin (Karlikova et al., 2016; Wouters et al., 2021).

V séru byly nalezeny vyrazné snizené koncentrace purind: adeninu, adenosinu,
guanosinu, hypoxanthinu, inosinu a xantinu. Meziprodukty de novo syntézy purint byly
vyrazné zvySeny, to je zpusobeno degradaci purinovych nukleotidi uvolnénych
z myocyti pii myopatii. V moci byly jiz rozdily jak v purinech, tak v pyrimidinech. Byla
odhalena snizena hladina adenosinu, cytosinu, cytidinu, uracilu, dihydrouracilu
a thymidinu, zvySeny byly akorat xantin axantosin (Karlikova et al., 2016).
U rhabdomyolyzy obecné dochézi k hyperurikémii (Wouters et al., 2021).

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

byl snizen riboflavin (vitamin B2) a trigonelin (N-methylovany vitamin B3). Pouze
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v moci byl snizen panthotenat (vitamin Bs) a pyridoxat (produkt rozkladu vitaminu Be)
(Karlikova et al., 2016).

V plasmé koni byly odhaleny 1 intracelularni metabolity, které se uvoliuji pfi
rhabdomyolyze. Jedna se o kreatin, taurin, karnosin a jiz zminény sarkosin. Karnosin
ataurin jsou specifické ukazatele poSkozeni svalovych vlaken I.nebo II typu
u konovitych. Taurin se se vyskytuje prevazné ve svalovych vlaknech I. typu, karnosin je

zase ukazatelem poskozeni myokardu (Wouters et al., 2021).
2.1.5 Prevence a lécba

Jelikoz neexistuje specificka léCba a nemoc je spjata s vysokou umrtnosti, o to dilezitéjsi
je dodrzovani preventivnich opatreni. Tykaji se jednak managementu okolo koni, jednak
sledovani pastvin (Votion et al., 2020).

Pred zjisténim pravé piiciny AM Votion et al. (2009) doporucovali preventivné ustajit
koné béhem neptiznivého pocasi, poskytovat jim solna lizatka, celorocni prikrmovani
(je¢men, oves, kukufice, seno, slama, kompletni smés) a dostupnost vody z rozvodné sit¢.
Také zjistili, ze odCerveni a pravidelné ocCkovani (napf. proti chfipce, tetanu nebo
herpesvirim), snizuje riziko AM. Naopak opakované rozmetani hnoje a branovani
pastvin napoméha rozvoji AM. Van Galen et al. (2012b) déle radili omezit pastvu na
podzim a na jare, odstrafiovat z pastvin odumftelé listy a dfevo a preferovat pastviny bez
stromi. Alesponi v rizikovych obdobich navrhovali dodavat konim dopliikové krmivo.
V krmivu se nachazi substraty, vitaminy (zejména riboflavin, ze kterého se tvoii FAD)
a antioxidanty, které ptiznivé poméhaji prognoéze koné zasazeného AM (Votion et al.,
2020). Pfikrmovani kong toho navic méné sni na pastving (Samonilova et al., 2022).

NejrizikovejSimi mésici jsou fijen, listopad a prosinec, posléze na jafe to jsou biezen,
duben a kvéten (Samonilova et al., 2022). V dne$ni dobé se majitelim koni doporuduje
zamezit styku koni s A. pseudoplatanus nebo A. negundo a odstrafiovat jejich semena
a semenacky =z pastvin. Zaroven se mohou dostat do vody akrmiva pro kong.
Neptiznivym faktorem je trvala pastva na vlhké padé. Ukazuje se, Ze pokud se koné pasou
méne jak Sest hodin denné v lokalitach, kde se blizko vyskytuji nazky, maji lepsi Sanci na
preziti nez ti, ktefi se pasou déle (Votion et al., 2020). Roznosu nazek napomaha silny
vitr. Nazky mohou dolétnout az 200 metrii od stromu, tudiz nepfitomnost javoru piimo
v bezprostfedni blizkosti pastviny neni dostatecnou prevenci (Votion, 2016).

Symptomaticka 1é¢ba koné¢ s AM je zalozena na odstranéni akutni rhabdomyolyzy

alécbé poruch metabolismu lipidid. Kun by primarné mél byt v teple a mél by se co
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nejméné hybat a stresovat (Samonilova et al., 2022). Prvotni a nejdilezit&j§i 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 prostrednictvim infuze 5% glukosy spolecné
s insulinem, aby se zabranilo rozvoji dal§i hyperglykemie a dehydratace. Pro zlepSeni
progndzy pacientt je vhodné podavat per os kombinaci karnitinu, vitaminu E, riboflavinu
a selenu (u karnitinu a riboflavinu moznost i intravendzniho podani). Aplikaci karnitinu
se lépe eliminuji toxiny a toxické metabolity. Selen s vitaminy podporuji mitochondrialni
doporucuje konim podavat laxativa nebo aktivni uhli. U pacienti je také typicky nafoukly
mocovy meéchyt, coz vyvolava ptiznaky koliky. Je proto zapotiebi kontrola a katetrizace
mocového méchyfe. Pro zamezeni rozvoje prolezenin u lezictho koné je tfeba
pravidelného polohovani. V neposledni fad¢ se radi insuflace kysliku (zavadéni plynu do

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

Existuji pfipady koni, ktefi se pasli na pastvinach s 4. pseudoplatanus nebo negundo, kdy
byl v krvi zjistén obsah HGA i pfes to, ze neméli klinické pfiznaky AM. Samotné poziti
HGA tak nemusi vyvolat u vS§ech koni AM, coz poukazuje na dal§i mozné mechanismy
patogeneze AM (Baise et al., 2016), které je potieba jesté prozkoumat.

Byl jiz popsan pfipad rozvoje AM u novorozeného hiibéte, jehoz matka prodélala AM
v Sestém mesici biezosti (Karlikova et al., 2018). Pfesna patogeneze vsak jesté nebyla
potvrzena, ale nejspiSe se HGA ajeho metabolity nahromadily v placenté klisny
a nasledné se prenesly na plod, nebo byly slouceniny vylu¢ovany do mléka klisny
(Karlikova et al., 2018). Jiz byl potvrzen vertikalni pfenos HGA, nékterych acylkarnitina
a toxinit MCPA-karnitinu, MCPF-karnitinu, MCPA-glycinu a MCPF-glycinu do mléka
brezich klisen, které byly vystaveny pfitomnosti nazek nebo semenackt javoru (Renaud
et al., 2021; Sander et al., 2021).

U koni jsou evidovany nejruzné€jsi druhy myopatii, mezi nejvyznamnéjsi se tadi
zatézova myopatie (ZM), polysacharidova myopatie (PSSM) a nutri€ni myodegenerace
(NMD). U koni se mohou projevit klinické pfiznaky AM, i kdyz u nich neni indikovana
ptitomnost HGA nebo se nepasou na pastvinach s vyskytem javora. Toto onemocnéni se
nazyva ZM. Jde o onemocnéni vyvolané fyzickou namahou, pfi niz se degeneruji kosterni

svaly. U tohoto typu myopatie dochazi k postizeni svalovych vldken druhého typu, kdezto
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u AM jsou to vlakna prvniho typu. Svalova vlakna typu II jsou pfizptsobena na rychlé
kontrakce, na druhou stranu se rychleji unavi. Prevlada u nich anaerobni metabolismus
s nizkou oxidacni kapacitou (McEwen & Hulland, 1986). PSSM je geneticky
podminénym druhem myopatie projevujicim se poruchami ukladani glykogenu. Jedna se
o autozomalné dominantni onemocnéni. Zasazena jsou pouze urcitd plemena koni.
Klinické priznaky zahrnuji projevy namahové rhabdomyolyzy, bolest svall, ztuhlost,
poceni, slabost a neochotu k pohybu (Finno et al., 2009). NMD, znamé také pod
anglickym nazvem ,white muscle disease™, je zplUsobena nedostatkem selenu
avitaminu E, které pusobi jako antioxidanty. Pii deficitu téchto latek dochazi
k rhabdomyolyze vyvolané radikaly. Postizeny jsou hlavné svaly zapojené do pohybu
a myokard (Delesalle et al., 2017).

I u lidi byl zaznamenan MADD, znamy pod nazvem glutarova acidurie typu II. Toto
onemocnéni je na rozdil od AM autozomalné recesivné dédi¢né a jedna se o poruchu
mitochondrialniho flavoproteinového fetézce pro prenos elektront v dychacim fetézci.
Tento fetézec je akceptorem elektronii pro nékteré mitochondrialni 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 piiCiny AM byla diagnéza zalozena na anamnéze koné, jeho
klinickych pfiznacich, laboratornich nalezech a histologii (Votion, 2012). Na zaklade
toho van Galen etal. (2012a) vytvorili algoritmus pro diagnostiku pfipadd AM.
Laboratorni vy$etfeni pro potvrzeni AM zahrnovalo stanoveni profilu acylkarnitinti v krvi
a moci a glycinovych konjugatt a organickych kyselin v moci (Votion, 2012).

V dnesni dobé se vyvijeji metody pro snadné arychlé stanoveni HGA ajeho
metabolitl v séru nebo moci postizenych koni. Divodem je kazdorocni zvySovani poctu
piipadi AM, ale rovnéz to, ze koné vétsSinou umiraji do 12 hodin od propuknuti prvnich
pfiznaka (Dolezal et al., 2020).

V preanalytické fazi se pro extrakci metaboliti nejcastéji pouziva 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 prulomové studii pouzili pro stanoveni

obsahu toxini plynovou chromatografii s predkolonovou derivatizaci s hmotnostni
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spektrometrii  (GC-MS). MCPA-glycin stanovovali po derivatizaci na jeho
trimethylsilylovy derivat. MCPA-karnitin byl analyzovan ultraucinnou 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. Duvody
zahrnuji zejména Casovou a financni naroCnost (Gonzalez Medina et al., 2018). Prvni
metodu bez derivatizace uvedl Rudolph et al. (2018). Mez detekce (LOD, také nazyvana
limit detekce) v kotiském séru pro HGA stanovili na 50,0 ng'ml™ a pro MCPA-karnitin
2,5ng'ml. Pozd&ji byl LOD prezentovan pro HGA vséru 0,055 ng'ml” apro
MCPA-karnitin 0,078 ng'ml™ (Gonzalez-Medina et al., 2021). V Tab. 3 jsou shrnuty LOD
nékterych metaboliti v moci a v mléce ve studii od El-Khatiba et. al (2023).

Tab. 3 Limity detekce (LOD) né¢kterych metabolitt v moci amléce krav. Zkratky:
HGA = hypoglycin A, MCP1rG = methylencyklopropylglycin,
MCPA- = methylencyklopropylacetyl-, MCPF- = methylencyklopropylformyl-. Prevzato
a upraveno dle El-Khatib et al. (2023).

Metabolit LOD v mo¢i [ug1"'] LOD v mléce [ng1']
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
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Analyza konjugati s glycinem nebo karnitinem neni bézné dostupna jako soucast
rutinniho laboratorniho vySetfeni ve veterinarnich laboratofich (Jahn et al., 2022).
Sander et al. (2018) vyvinuli metodu s derivatizaci pro rychlou diagnostiku nékterych
acylkarnitini ze suché krevni skvrny (DBS, z angl. dry blood spot). DBS se bézné
vyuzivaji v laboratofich pro novorozenecky screening ajejich vyhodou je snadna
manipulace pii odbéru, skladovani a stabilita analytq.

V piipadé¢ detekce HGA v rostlinnych materialech se dfive vyuzivaly techniky
papirové aiontové vymeénné chromatografie. S rozvojem kapalinové chromatografie se
zaCalo vyuzivat derivatizace o-ftaldialdehydem, fenylisothiokyanatem nebo
dansylchloridem. Detekce se provadéla pomoci spektrofotometrie ultrafialovym
aviditelnym svétlem (UV/VIS), avSak v dneSni dobé, stejné jako u zivoci§ného
materidlu, se vyuziva kapalinova chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii. I u rostlinného materialu jsou vyvijeny metody bez derivatiza¢niho kroku

(Gonzalez Medina et al., 2018).

2.3 Vysokoucinna  kapalinova  chromatografie s hmotnostni

spektrometrii

Kombinaci technik vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, =z angl.
high-performance liquid chromatography) a MS dostavame 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 vzorkt). Prednosti spojeni LC s MS je zejména vysoka
citlivost a nizka spotieba vzorku. Zaroven LC-MS umoziuje rozlisit stejné se eluujici se
latky (tzv. koeluenty), které maji sice stejny retencni Cas, ale lisi se v pomérech m/z (da
Silva Bezerra, 2023).

Spojenim LC aMS vSak vznika nekompatibilita z hlediska skupenstvi vzorku
vstupujictho do MS a tlaku v HPLC systému. Z kapalinového chromatografu odchazi
kapalny roztok s eluovanymi analyty, navic HPLC pracuje s vysokymi tlaky. To
predstavuje problém pro hmotnostni spektrometr, ve kterém je tfeba mit ionty v plynné
fazi ve vakuu. Primérny prittok mobilnich fazi v HPLC je 1 ml'-min’!, coz piedstavuje
zhruba stonasobek, nez mize hmotnostni spektrometr pojmout. VSechny tyto problémy
se daji vyfesit pouzitim ionizacnich technik, které produkuji ionty v plynné fazi za

atmosférického tlaku. Konkrétn€ 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 muzou nastat potize
s rozliSenim. Z toho divodu se pro spojeni s LC vyuziva vicero hmotnostnich analyzatora
za sebou (tzv. tandemova hmotnostni spektrometrie, MS/MS). NejcCastéji 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 vyuziti nepohyblivé stacionarni
a pohyblivé mobilni faze. Slozky vzorku vykazuji riznou retenci ve stacionarni fazi
a zaroven jsou unaSeny fazi mobilni (Skoog et al., 2022). Analyty jsou tak rizné
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 aktualn€ nejpouzivanéjsi a nejuniverzaln€jsi metodou pro separaci analytd
v organickém, anorganickém a biologickém materialu (Skoog et al., 2022). Vyuziti
nalezla jak ve vyzkumu, tak pfi rutinnich analyzach napfi¢ laboratofemi rdzného
zameéteni (napf. v oblasti klinickych vyzkum, 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
etal., 2022).

V HPLC tvoti mobilni fazi kapalina unasejici vzorek s rozpusténymi analyty. Tato faze
musi prochazet kolonou pod tlakem jednotek az desitek megapascala (MPa), aby byl
zachovan dostateCny pratok kapaliny. Stacionarni fazi je bud’ kapalina, nebo tuha latka
v zavislosti na druhu HPLC separace. VSeobecné stacionarni faze obsahuje néplné
s velmi malymi casticemi o velikosti nékolika 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. Pfi gradientové eluci se pouzivaji nejméné dvé mobilni faze, které
se vyrazné lisi svou polaritou (tj. elucni silou). Jejich vzajemny pomér zastoupeni se

behem separace méni (Skoog et al., 2022). Izokratické eluce se vyuziva v pfipadé, ze
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separované latky maji podobné fyzikalné-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 vyvo; HPLC
zaméfen hlavné na zmensSovani rozmeéra kolon a velikosti Castic v nich, na nové typy
kolon (napf. monolitické) a na vyvoj novych detektord (Novakova et al., 2021a).
Specialnim typem HPLC je UHPLC (ultra-high performance liquid chromatography).
Vyhodami UHPLC vuci HPLC jsou vyznamné vétsi uCinnost, uspora rozpoustédel
a zkraceni doby analyzy, ktera trva v fadu minut (Skoog et al., 2022).

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

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

Zasobniky mobilnich fazi
se vstupnimi filtry

i .

Autosampler s davkovacim ventilem
Odplyinovac
(de

I I

Vysokotlaké
Cerpadlo

Chromatograficka kolona
umisténa v termostatu

Obr. 12 Schéma instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Prevzato
a upraveno dle Novakova et al. (2021a) a Skoog et al. (2022).
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Do HPLC piistroje se mobilni faze dostava ze zasobnikti 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 odplyfiovaci (degaseru).
Plyn obsazeny v mobilni fazi by zptisoboval nereprodukovatelnost pratoku, rozsifovani
zon analytu (Skoog et al., 2022) a zavzdu$néni 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 pfistroje nejcastéji vhanény
pistovym cerpadlem. Mobilni faze je nejprve nasavana do komory Cerpadla a posléze
vytlagena periodickym pohybem pistu (Skoog et al., 2022). Cerpadla musi byt schopna
reprodukovatelné a presné 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 Cerpadla poskytuji konstantni prutok (Skoog et al., 2022).

Mobilni faze déale 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 ul 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 pfimé (Skoog et al., 2022).
V dnesni dobé se vyuzivaji kolony o priméru 2,1-5 mm a délce 1-30 cm. Velikost Castic
stacionarni faze se pohybuje v rozmezi 1 az 5 um (Novakova et al., 2021a). Pfed kolonou
muize byt napojena predkolona se stejnym sloZenim jako analyticka kolona. Jejim
hlavnim ukolem je zabranit pfipadnym necistotam 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 laboratofich narazit na kolony s oktadecylovou vazbou (C18) a oktylsilanem
(C8). Obecne¢ existuji kolony salkyly Cl1 az C30, dal§i skupinou jsou kolony
s fenyl- aaryl-vazanymi stacionarnimi fazemi. Umoznuji separaci polarnich,
nepolarnich, ionizovatelnych a iontovych sloucenin soucasn¢. Obvykle jedna z mobilnich
fazi obsahuje vodu (resp. pufr) a druha je tvofena organickou latkou misitelnou s vodou,
napf. 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 feCeno 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
detekcni systém (Skoog et al., 2022). Minoritné se pouzivaji detektory fluorescencni,
elektrochemické, refraktometrické, chemiluminiscen¢ni 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 umoziiuje detekovat latky v mnozstvich mensSich jak
1 pg. Rozsah detekce muze byt linearni v rozpéti az péti koncentra¢nich fada (Skoog et
al., 2022).

Signal z detektoru je zaznamendvan v datové stanici a vyhodnocovan specialnimi
chromatografickymi programy. Za detektorem se mize nachazet nadoba na odpad nebo

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

Hmotnostni spektrometrie je technika, pfi které se sleduje interakce ionti 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 cCasti pfistroje davkovan pomoci davkovaciho zafizeni. Lze davkovat
vzorky v plynném, kapalném 1 pevném skupenstvi. Molekuly jsou nejprve prevedeny na
ionty viontovém zdroji prostfednictvim ionizacnich technik. Pfi 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 zakladé riznych pomeéru jejich hmotnosti ku naboji (m/z). Po
kontaktu iontl s detektorem se vytvari signal, ktery je zaznamenavany pocitaCem
(vystupnim zafizenim). Aby nedochazelo ke ztratam iontt a jejich odchyleni z drahy,
musi hmotnostni analyzatory a detektory pracovat ve vakuu. Na rozdil od toho ionizace
probiha bud’ za snizeného, nebo atmosférického tlaku. Vystupem je hmotnostni spektrum,
které zobrazuje relativni Cetnost signalt jednotlivych iontd dle pomeéru m/z (Ho et al.,

2003; Skoog et al., 2022).
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Vystupni zarizeni

lonizace Tiidéni iontd Detekce iontd (hmotnostni spektra)
Davkovani | _ 16010y zdroj | 4» | HMOtNOStni |, 1 peteytor
vzorku analyzator
{
Vakuum tvofer];é Zd_ngem vakua Zpracovani _
(tlak 107-10" Pa) signalu

Obr. 13 Blokové schéma hmotnostniho spektrometru. Pievzato a upraveno dle Skoog et al.
(2022).

Hmotnostni spektrometrie nasla vyuziti jak v kvalitativni, tak kvantitativni analyze
analyti ve slozitych smeésich. Slouzi k identifikaci analyti a strukturni charakterizaci
neznamych sloucCenin. Muize poskytovat informace o molekulové hmotnosti nebo
empirickém vzorci latek, jejich funkénich skupinach, 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). Pti téchto technikach je vzorek nejprve odpafen a az poté je ionizovan
(Skoog et al., 2022). EI je tzv. tvrdou ionizacni technikou, pfi které letici elektrony
predavaji svoji energii molekuldm analytu. Vznikaji bohatd fragmentacni spektra
umoziujici identifikaci slouceniny. Oproti tomu CI je zafazena mezi mekké ionizacni
techniky. Nejprve dochazi k ionizaci reakéniho plynu a az potom je energie predana
molekulam analytu. Pi CI neni pfedavana energie tak vysoka jako u EI, vznikaji proto
mén¢ fragmentovana spektra (Friedecky & Lemr, 2012). Vyuziti EI a CI je vSak pouze
pro tekavé a tepelné stabilni slouceniny (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

Slouceniny, které netékaji nebo jsou tepelné labilni, musi byt extrahovany
z kondenzované faze do kapalné. Vzorky v kapalné fazi (nejCastéji ve formeé roztoku) jsou
ionizovany za atmosférického tlaku prostfednictvim ESI, APPI nebo APCI. V iontovych
zdrojich pro pevné latky se analyt nachazi na pevném povrchu. Spole¢né s analytem se
desorbuje zpovrchu také matrice, kterou je pevna latka nebo viskdzni tekutina.
Takovouto ionizacni technikou je napf. laserova desorpce a ionizace analytu za ucasti
matrice (MALDI) (De Hoffmann & Stroobant, 2007). Ionizacni techniky ESI a MALDI
pfinesly revoluci vionizaci velkych molekul, napf. proteini. Proteiny jsou polarni,

netékavé a teplotné nestabilni, tudiz pro techniky CI a EI naprosto nevhodné. Navic by
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pouzitim EI a CI dochazelo 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
produkci iontt v plynné fazi z netékavych molekul v komplexnim biologickém vzorku
(Ho et al., 2003). ESI se nejdfive vyuzivala na analyzu proteind, postupné se jeji vyuziti
rozsifilo 1 pro analyzu dalSich biomolekul a malych polarnich latek. ESI 1ze jednoduse
propojit s HPLC nebo kapilarni elektroforézou (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

Studovany roztok je nasavan do usti kapilary, na které je pfivadéno napéti 2,5 az 6 kV
(Ho et al., 2003). Na usti kapilary vznika kapka, ktera se vlivem tlaku zpusobeném
nahromadénymi néboji prodluzuje. Jakmile je poruseno povrchové napéti kapky, dochazi
ke vzniku Taylorova kuzele aje vytvaren sprej (De Hoffmann & Stroobant, 2007).
Vznikajici kapicky aerosolu jsou vlivem elektrického pole nabité a maji stejnou polaritu
jako napéti na kapilate. Pti kontaktu s protiproudem plynu o vyssi teploté (napt. dusikem)
se zaCne z kapicek odparovat rozpoustédlo. Jak se zmenSuje objem kapicek, zvySuje se
v nich hustota povrchového naboje (Ho et al., 2003; Faull et al., 2008). V moment¢, kdy
je elektrické pole na povrchu kapicek dostatecné velké, dochazi ke coulombické explozi
a z povrchu kapicek se uvoliuji ionty. Pfi ionizaci velkych molekul (o hmotnosti vice jak
5 az 10 kDa) vSak nedochazi k uvoltiovani samotnych molekul, ale tyto molekuly se
uvolfiyji vlivem odparovani rozpoustédla (De Hoffmann & Stroobant, 2007). Vzniklé
ionty jsou poté urychlovany do analyzatoru. ESI umoziiuje analyzu vzorka
o mikrolitrovych objemech s koncentraci analytd v fadu femtomolt (Ho et al., 2003;

Faull et al., 2008).

Pocatecni Konecné
kapicky (um) kapicky (nm

Kapilara
+ e, +
@ + .
Roztok S ®@ ® @+ [Hmotnostni
analyly DS o g + 1 | analyzator
le i
el |

Obr. 14 Princip ionizace elektrosprejem (pozitivni mod ionizace). Pfevzato a upraveno dle
Konermann et al. (2013).
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Ionty vzniklé ESI mohou byt vicenasobné nabité. Zarovell nenastava jejich
fragmentace ¢i rozpad puvodniho analytu. Pozitivni mod ionizace (ESI+), pii kterém
vznikaji kladn& nabité ionty ([M+nH]™), se vyuziva ve vétsing piipada pii spojeni LC
s ESUMS (Liigand et al., 2017). Vtomto mddu je nausti kapilary pfivadén kladny
potencial, k nabijeni vzniklych ionti dochazi prostiednictvim protonizace. Pfi negativnim
modu ionizace se piivadi na usti kapilary zaporny potencial a ionty vznikaji deprotonizaci
([M-nH]™). Vyhodou negativniho médu ionizace (ESI-) je, ze poskytuje nizsi Sum pozadi.
Jak v pozitivnim, tak v negativnim modu ionizace vSak nevznikaji pravé molekularni
ionty, ale spise protonované ¢i deprotonované molekuly. Pravé molekularni ionty by se

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

Po ionizaci smétuji vzniklé ionty do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k jejich
rozdéleni na zakladé riznych pomeéra m/z. Jelikoz v ESI nevznikaji ionty s nabojem z = 1,
ale vicenasobné nabité ionty, neodpovida pomér m/z jejich skutecné 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 téchto poli,
popf. v jejich kombinovani. Dle toho se pak v téchto analyzatorech vyuziva razného
zpusobu separace. V Tab. 4 jsou shrnuty nejbéznéjsi typy hmotnostnich analyzatort

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

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

Hmotnostni analyzator Oznaceni Princip separace Rozliseni
S . , E nebo S, . -
Elektricky sektorovy analyzator ESA Kineticka energie
Magneticky sektorovy analyzator B Magneticky moment 100 000
Kvadrupol Q m/z (stabilita trajektorie) 2 000
Iontova past IT m/z (rezonancni frekvence) 4 000
Analyzator doby letu TOF Rychlost (doba letu) 5 000
Iontova cyklotronova rezonance 500 000

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

Orbitrap s Fourierovou transformaci FT-OT  m/z (rezonancni frekvence) 100 000
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Zakladnimi parametry hmotnostnich analyzatort jsou rozliSeni, spravnost ureni m/z,
hmotnostni rozsah, transmise a rychlost. RozliSeni (rozliSovaci schopnost) je schopnost
analyzatoru rozeznat odliSné signaly pro dva ionty s podobnymi m/z. V Tab. 4 jsou
uvedena rozliSeni jednotlivych hmotnostnich analyzatori. Spravnost urCeni m/z popisuje
rozdil mezi teoretickym m/z aexperimentalné zjiSténym m/z. Hmotnostni rozsah
vymezuje rozpéti m/z, ve kterych je hmotnostni analyzator schopen pracovat. Transmise
vyjadiuje pomér iontd dopadajicich na detektor viici iontim vstupujicim do hmotnostniho
analyzatoru. Jedna se tedy o parametr, ktery dava informaci o ztratach iontt v Castech
hmotnostniho analyzatoru. Poslednim parametrem je rychlost skenovani ur¢itého 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 ideéalné
hyperbolickym prafezem. Tyto tyCe jsou viici sobé v rovnobézném usporadani se stejnou
uhlopii¢nou vzdalenosti (jsou umistény do vrcholi pomysiného Ctverce). Na tyCe je
pfivadéno stejnosmérné a vysokofrekvencni stiidavé napéti. Na dvé protilehlé tycCe
pusobi vzdy napéti stejné polarity. lonty prochazi podél tyCi ve sméru osy z a pusobi na
né pritazliva sila té tyCe, ktera ma opacny naboj nez samotny iont. Znaménko elektrické
sily se na tyCich periodicky méni, a proto 1ionty 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)

lontovy
3 —] }— Zdroj stejnosmérného
a stridavého napéti

Obr. 15 Schéma kvadrupdlového analyzatoru. V pravé ¢asti obrazku znazornény osy Sifeni iontt
podé¢l ty¢i. Pfevzato a upraveno z Chromservis (2023).
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Pokud mayji ionty o urcitém pomeéru m/z prolétnout systémem k detektoru, musi byt
pro n¢ vhodné nastavena amplituda stfidavého napéti a velikost stejnosmérného napéti.
Tyto ionty pak s omezenou vychylkou osciluji kolem svého Sifeni bez dotyku ty¢i. Ionty,
které maji jiny pomér m/z, budou pfi téchto napétich vice oscilovat ve sméru os x a y vuci
svému S§ifeni. 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 tyC zméni polaritu diive, nez se na ni iont stihne vybit, iont zméni svUj
smér pohybu. Kvadrupolovy analyzator tak funguje jako filtr iontd o uritém m/z.
Vyhodami tohoto analyzatoru je nizka pofizovaci cena, vysoka rychlost skenovani, malé
rozméry, mechanicka jednoduchost a snadné ovladani elektrického pole oproti pfistrojim
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 analyzator. Mohou
to byt analyzatory stejného (trojity kvadrupdl), ale i rizného typu (kvadrupdl s iontovou
pasti nebo kvadrupdl s analyzatorem doby letu). Vyuziti tandemové hmotnostni
spektrometrie je zejména u slozitych vzorku s interferencemi (Li et al., 2021)

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

Argon nebo dusik

o
° :
N EE——————— N —— O
\g.‘_. y R ———— ‘_ TYTET ) . - _ %
S ¥ =
5 Q1 q2 Q3 S
= ®
000 — o=, —
Vyber Kolizni cela Vyber
prekurzoroveého Fragmentace iontu Produktoveho
iontu iontu

Obr. 16 Schéma trojitého kvadrupdlu. Zkratky: Q/q = kvadrupol. Pievzato a upraveno dle Pitt
(2009).
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Prvni (Q1) a tieti kvadrupol (Q3) slouzi k selekci ionta o urcitych pomérech m/z, jak je
popsano vySe, afunguji jako hmotnostni filtry. Kvadrupdl mezi nimi (q2) vSak
neposkytuje selekci iontl, zato ma funkci kolizni cely na bazi tzv. kolizn€ indukované
disociace (CID). Do druhého kvadrupdlu je ptivadéno pouze vysokofrekvenéni stridavé
napéti (tzv. oblast bez pole) a vyskytuje se zde kolizni plyn (dusik nebo argon) o tlaku
0,1 az 0,3 Pa (Gross, 2017). lonty pfichazejici z prvniho kvadrupolu (prekurzorové ionty)
jsou urychlené elektrickym polem a koliduji s ¢asticemi kolizniho plynu. Srazkou
dochazi ke zvyseni vnitini energie iontl a jejich fragmentaci. Vznikajici produktové ionty
vstupuji do tfetiho kvadrupoélu. Trojity kvadrupdl pracuje ve Ctyfech rezimech, které jsou
shrnuty v Tab. 5. Vyhodami trojitého kvadrupdlu jsou vysoka 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 (napf. pesticidd,

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

Tab. 5 Prehled skenovacich rezimu trojit¢ho kvadrupolu. Zkratky: CID = kolizn¢ indukovana
disociace, m/z = pom&r hmotnosti ku naboji, Q/q = kvadrupol. Pievzato a upraveno dle Friedecky
& Lemr (2012) a Gross (2017).

Rezim Q qz Qs
Skenovani iontu do
Sken produktovych Bez skenovani , .
. J B oL definovaného poméru m/z
iontt (definovan pomér Selekce a propusténi iontu CID ., ,
e . pro sledovani produktovych
mi/z) o urcitém poméru m;/z R
iontu
Skenovani od definovan¢ho
Sken prekurzorovych . N o Bez skenovani
. ] . poméru myz vySe kvili . , )
iontt (definovan pomeér . o CID Vybér produktového iontu
pokryti potencialnich . .
m/z) , s definovanym pomérem m»/z
prekurzori
Sken neutralnich ztrat L . L. ,
)  Skenovani iontu Skenovani iontu s konstantni
(definovan rozdil o . CID . .
.. s konstantni diferenci m/z diferenci m/z
poméru m/z)
L Bez skenovani
Sledovani rozpadu L, o . C e,
. ) Bez skenovani Vybér nejintenzivnéj§iho
iontu (SRM, single CID

reaction monitoring)

Vybér prekurzorového iontu

produktu  za  podminek

optimalni kolizni energie
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2.3.2.3 Hmotnostni detektory

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

Rozlisuji se typove dveé skupiny detektort. Prvni skupina detekuje vSechny ionty bez
zohlednéni m/z. Do této skupiny se fadi nasobice elektronti (angl. electron multiplier), se
kterymi je mozné se nejcCastéji setkat v pristrojich s kvadrupolem nebo iontovou pasti.
Analyzatory obecné opousti malé mnozstvi iontl, proto je nutna 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 elektrond. Elektrony jsou
urychlovany a mnozeny systémem diskrétnich dynod, coz kaskddovym efektem
amplifikuje intenzitu signalu. Z jednoho vstupujiciho elektronu mize po 12stupiiovém
zesileni vzniknout az milion dalSich elektronti (Faull et al., 2008). Dal§im takovym
detektorem je Faradaytv detektor (De Hoffmann & Stroobant, 2007). Druhy typ
detektorti 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

Kli¢ovym krokem pii vyvoji nové bioanalytické metody je jeji validace. Pojmem validace
se rozumi zaruceni urcitého stupné jistoty, ze metoda poskytuje pii mérenich spolehlivé
vysledky (Kruve et al., 2015a). Cilem validace je prokazat, Ze je metoda vhodna pro
zamysSleny ucel (EMA, 2022).

Pro validaci metod existuje cela fada pokynt a predpist od raznych 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 Evropske 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 lisi svymi valida¢nimi pozadavky,

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

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

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

Terminologicky byva selektivita neékdy nespravné oznacCovana jako specifita
(Novakova et al., 2021b). Z hlediska specifity je metoda schopna odlisit analyt od jinych
latek vcetné latek pfibuznych. Piibuznymi latkami se mysli latky strukturné podobné
analytu, izomery, necistoty nebo degradacni produkty vzniklé pfti piipraveé vzorku (EMA,
2022).

Pti hodnoceni selektivity se vychazi z nejméne Sesti slepych vzorka z riznych zdroja.
Jedna se tedy o vzorky bez pridavku analytu nebo interniho standardu. V téchto vzorcich
by v reten¢nich Casech jednotlivych analyti nebo wvnitinich standardi neméla byt
pfitomna zadna vyznamna odezva zpusobena interferujicimi latkami. Na hladiné LLOQ
(dolni mezi stanovitelnosti, lower limit of quantitation) by jejich odezva neméla
presahnout 20 % odezvy analytu a 5 % odezvy interniho standardu ve vzorku LLOQ.
Stejna pravidla pro odezvu interferujicich latek plati v pfipad€ pfi hodnoceni specifity

(EMA, 2022)
2.4.2 Kalibracni primka a pracovni rozsah

Linearita popisuje schopnost metody poskytnout linearni vztah mezi odezvou detektoru
a koncentracemi analytd v kalibra¢nich roztocich nebo realnych vzorcich (Kruve et al.,
2015b). Vyjadienim linearity je kalibracni ptimka, ktera pokryva cely kalibra¢ni rozsah.
Charakteristickymi parametry kalibracni pfimky jsou jeji smérnice (slope) a prasecik na
ose y (intercept). Kalibracni roztoky se pfipravuji smichanim matrice (nejlépe stejného
typu jako realné vzorky) se znamym mnozstvim analyti. Pro kazdy analyt a kazdou
analytickou sérii by méla existovat jedna kalibra¢ni pfimka. Dle nafizeni EMA by méla
kazda kalibra¢ni pfimka obsahovat alespon Sest kalibra¢nich boda. Tyto pfimky se

ziskavaji prostfednictvim tii nezavislych analyz v prub€hu nékolika dni (EMA, 2022).
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Nékteré zavislosti ovSem nemaji linearni prubéh, 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. korelatnim koeficientem (R), jez predstavuje tésnost
vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych. V idealnim ptipadé je hodnota
korelacniho koeficientu vétsi jak 0,9990. Zavislost proménnych je tim tésnéjsi, ¢im vice
se korela¢ni koeficient pfiblizuje hodnoté jedna (Novakova et al., 2021b).

Pracovni rozsah (range) je ohrani¢en nejniz§im bodem kalibra¢ni pfimky — LLOQ,
a nejvysSim bodem kalibracni pfimky — horni mezi stanovitelnosti (ULOQ, upper limit
of quantitation) (EMA, 2022). V tomto rozpéti je nejistota méteni pfijatelna (Novakova
et al., 2021b).

LOD oznacuje nejnizsi koncentraci analytu ve vzorku, kterou je mozné spolehlive 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 (Novéakova 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 pfijatelnou opakovatelnosti a spravnosti (Kruve et al., 2015a). V pfipadé LOQ by méla
byt vyska piku signalu analytu aspon desetkrat vyssi nez linie Sumu. LOQ je vzdy
zahrnuto v pracovnim rozsahu metody a zaroven Casto byva prvnim bodem kalibracni

pfimky (Novakova et al., 2021b).

2.4.3 Spravnost a presnost (opakovatelnost, mezilehld presnost

a reprodukovatelnost)

Spravnost (accuracy) vysledku méfeni se definuje jako tésnost shody mezi
experimentalné namérenou hodnotou a piijatou referenéni hodnotou. Spravnost tak
urcuje schopnost metody poskytovat presné vysledky. Pfesnost (precision) méfeni udava
tésnost shody mezi naméfenymi hodnotami, které jsou ziskany nezavislymi opakovanymi
meéfenimi za pfedem stanovenych podminek, a nezavisi na referencnich hodnotach.
Presnost charakterizuje nahodnou chybu méficiho systému a je soucasti nejistoty meéteni
(Kruve et al., 2015b; Novakova et al.,, 2021b). Pfesnost také udava, zdali je metoda
schopna poskytovat konzistentni méteni (Fanali et al., 2013). Dale je definovéana téz

vytéznost (navratnost, recovery) metody, avsak ta neni pokyny EMA vyzadovana. Jde
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o pomér mnozstvi analytu zji§téného analytickou metodou k pfijaté 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 nahodné. Pokud se chyby béhem jednotlivych méfeni neméni (jsou
konstantni) nebo se méni predvidatelné (tzv. proporcionalni chyby), jedna se o chyby
systematické. Systematické chyby charakterizuje vychylka (bias), coz je rozdil ptijaté
referencni hodnoty a stfedni hodnoty vysledkii méfeni. Chyby méfeni, které nelze
predvidat a zaroven nijak odstranit, jsou chyby ndhodné (Novakova et al., 2021b).

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

Opakovatelnost metody (repeatibility) odrazi schopnost metody poskytovat
konzistentni vysledky v ramci daného cyklu nebo sekvence vzorkt (Fanali et al., 2013).
Pro hodnoceni opakovatelnosti metody se nezavisle na sobé pfipravi dil¢i vzorky
z homogenniho vzorku jednim pracovnikem v ramci jednoho dne (nebo kratkého
Casového intervalu) za pouziti stejného pfistroje a stejnych Cinidel (Kruve et al., 2015b).
Pii mezilehlé presnosti se vychazi z méfenich provedenych stejnym postupem v delSim
Casovém rozmezi v téze laboratofi. Rozdilem mezi méfenimi je napf. jina obsluha nebo
nova kalibrace (Novakova et al., 2021b). Reprodukovatelnost hodnoti miru presnosti
mezi vysledky méteni ziskanymi v riznych laboratofich v rizném case, pficemz tu samu
metodu provadi odli$na obsluha za pouziti rozdilnych pfistroju. Reprodukovatelnost je
dilezitou soucasti validace, pokud se uvazuje, ze se metoda bude vyuzivat i v jinych
laboratofich. Neni tak nutna pro validaci v ramci jedné laboratore (Kruve et al., 2015b).

Pro hodnoceni spravnosti a pfesnosti se vyuzivaji vzorky kontrol kvality (QC)
minimalné Ctyf koncentracnich trovni. Kontroly kvality obsahuji matrici obohacenou
znamym mnozstvim analytu a uchovavaji se za stejnych podminek jako realné vzorky.
Prvni kontrola kvality by méla byt na trovni koncentrace LLOQ, poté trojnasobku LLOQ
(nizka kontrola kvality), v arovni 30-50 % rozsahu kalibracni pfimky (stfedni kontrola
kvality) a posledni na irovni nejméné 75 % koncentrace ULOQ (vysoka kontrola kvality)
(EMA, 2022).
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2.4.4 Prenos vzorku (carry-over)

Jestlize v méficim systému zlstane po predchozim vzorku zbytkovy analyt, tento analyt
tvorti tzv. prenos, anglicky carry-over (EMA, 2022). Jinymi slovy pfenos vzorku zkresluje
kvantifikaci nésledujiciho vzorku (Zeng et al., 2000).

Jsou rozeznavany dva typy prenosu vzorkud: klasicky nebo konstantni. Pokud po
vzorku nasleduje sekvence slepych vzorkl (bez obsahu analytu) a odezva zbylého analytu
se snizuje, jedna se o klasicky prenos. V pifipadé konstantniho pienosu vSak k tomuto
snizovani nedochazi aiu slepych vzorkd se vyskytuji v chromatogramu piky se stale
stejnou intenzitou. Tento pienos je zpusoben kontaminaci meéficiho systému nebo slepého
vzorku. U konstantniho pfenosu tak nelze hovofit o skutecném prenosu (Jogpethe et al.,
2022).

Pii validaci se prenos vzorku hodnoti analyzou slepych vzorkd po kalibracnim
standardu na trovni ULOQ. Odezva analytu ve slepém vzorku by neméla byt vyssi jak
20 % odezvy analytu v ramci kalibracniho standardu na tirovni LLOQ. Jestlize je pfenos
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 zapotfebi fedit tento vzorek slepou matrici, aby koncentrace cilového
analytu spadala do koncentracniho rozsahu méfeni (Woolf et al., 2014). Integritou fedéni
se posuzuje, jestli pfi zvoleném postupu fedéni vzorku nedochazi k ovlivnéni spravnosti
a pfesnosti méfené koncentrace analytu (EMA, 2022).

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

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

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

je v prislusné biologické matrici). Matricové efekty v dasledku ovliviuji citlivost

45



a selektivitu metody, ¢imz se snizuje jeji spravnost, presnost a robustnost (Panuwet et al.,
2015).

Matricové efekty jsou vyvolavany ruSivymi a Casto neidentifikovatelnymi slozkami
v matrici vzorku (EMA, 2022). Zdrojem matricovych efekti v LCMS metodach 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 (napt. kyselina trifluoroctova a pufrovaci
latky), dale téz plastické materialy ¢i antikoagulanty (lithium, heparin). VSeobecné tyto
latky ovliviiuji chromatografické chovani cilovych analyti a jejich ionizaci, ¢imz se
potlacuje nebo zesiluje jejich odezva na detektoru (Panuwet et al., 2015).

Vliv matrice se hodnoti nejméné tfremi opakovanimi méfeni nizkych a vysokych QC.
Tyto QC jsou piipraveny z matric znejméné Sesti zdroju. Spravnost pro kazdou
jednotlivou matrici by méla byt v rozmezi +15 % nominalni koncentrace a presnost by

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

Aby se ovérilo, zda kazdy krok preanalytické faze neovliviiuje koncentraci analytu, je
tfeba hodnotit stabilitu vzorku. Tu ovliviiuje doba a teplota skladovani vzorkl, matrice
vzorku, pfipadné antikoagulanty a material nadoby, ve které je vzorek uchovavan (EMA,
2022). Pokud by byl analyt nestabilni, dochazelo by k jeho rozkladu, a to by ovliviiovalo
spravnost a piesnost postupu. Rovnéz se musi uvazovat i rozklad analytu ve standardech.
Rychlost rozkladu zavisi napt. na pouzivané matrici, pristupu 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 pouzivaji QC s nizkou a vysokou koncentraci.
Alikvoty téchto QC se analyzuji v nulovém case a po uplynuti uritych podminek
skladovani (minimalné tii zatézové testy pro kazdou koncentracni uroven QC). Hodnoti
se stabilita analytu v matrici pfi zmrazeni a rozmrazeni (obvykle po tfech cyklech),
kratkodoba (pfi pokojové teplot€) a dlouhodoba (stabilita pii vSech teplotach
vyuzivanych pro skladovani vzorku) stabilita v matrici, stabilita analytu ve zpracovanych
vzorcich, stabilita analytu a vnitinich standardii v zasobnich a pracovnich roztocich

a stabilita analytu v plné 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 diastereomerti) (TRC Canada Inc, Toronto, ON,
Kanada)

3.1.2 Interni standardy

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

Smés internich standardu 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 Dalsi chemikalie

Hovézi sérovy albumin (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Kyselina mravenci (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 mmoll!, pH =74 (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 vzorki od koni sjiz diagnostikovanou AM, suspektni AM,
zatézovou AM a zdravych jedinci bez klinickych priznakd. Podrobné&jsi prehled je
uveden v kapitole 3.2.7.

Vsechny vzorky byly poskytnuty Klinikou chorob koni pusobici na Fakulte

veterinarniho lékafstvi Veterinarni univerzity Brno.
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Obr. 17 Odbérova karta pro novorozenecky screening se suchou krevni skvmou.
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3.1.5 Pristroje a pomucky

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

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

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

e Dérovaci klesté primeéru 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 CI18 (délka 100 mm, prumér 2,1 mm, velikost Castic
1,7 um) s VanGuard predkolonou (délka 5 mm, primér 2,1 mm, velikost Castic
1,7 um) (Waters™ Corporation, Framingham, Massachusetts, USA)

e Lyofilizacni systém FreeZone 2,51 (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 Mrazni¢ka AFG 7050, teplota -20 °C (Whirpool, Michigan, USA)

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

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

e Vakuova pumpa Edwards RV5 (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 roztoku standardu

Zasobni roztoky vétSiny standardi byly pfipraveny v LC-MS vodé€. Zasobni roztoky
standardd acylkarnitin byly piipraveny o koncentraci 10 mmol-l” a acylglycin®
o koncentraci 30 mmollI"". Zasobni roztok standardu HGA mél koncentraci 6 mmol-1"!
aMCPrG 5 mmoll™. Zasobni roztok MCPA-karnitinu byl jako jediny pfipraven
v methanolu s finalni koncentraci 2 mmol-1"". Viechny z4sobni roztoky byly uchovavany

v mrazicim boxu pii teploté -80 °C.

3.2.2 Priprava zasobniho roztoku interniho standardu

butyrylkarnitinu-D3

Roztok interniho standardu butyrylkarnitinu-D; v LC-MS methanolu byl pfipraven

o koncentraci 50 pmol-1"! a byl uchovavan v mrazicim boxu pii -80 °C.
3.2.3 Priprava ndhradni matrice

Dle doporuceni EMA (2022) by kalibrac¢ni 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 zapotfebi pfipravit umélou nahradni matrici. Komercné
vSak neni plna krev ve formé nahradni matrice dostupna, pouze jeji slozky (plasma nebo
sérum). Na zaklad¢ literarni reSerSe Leaney et al. (2020) byla zvolena nadhradni matrice
v tomto slozeni: 5% hovézi sérovy albumin (BSA) ve fosfatovém pufru (PBS) (wW).
Z ptipravené nahradni matrice byly pfipraveny alikvéoty o objemu 1,5 ml a uchovavany

v lednici pti 4 °C.
3.2.4 Optimalizace MRM prechodi

Vyvoj metody spocival v optimalizaci MRM (multiple reaction monitoring) ptechodu 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 parametra bylo provedeno ladéni pro
nasledujici analyty: MCPrG, valerylkarnitin (ACO5), oktanoylkarnitin (ACOS8)
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
(AGO5) a hexanoylglycin (AG06) byly MRM piechody pievzaty od Sander et al. (2016),
Karlikova et al. (2018), El-Khatib et al. (2022) a Pisklakova et al. (2023).

Pro ladéni byly ze zasobnich roztokii zminénych analytd pfipraveny roztoky
o koncentraci 1 umollI”' fed&nim v mobilni fazi A aB (1:1). Mobilni fazi A tvoril
Smmol-1"! mraven¢an amonny s 0,1% kyselinou mravenéi ve vod&. Mobilni fazi B byl
100% methanol. Pfipravené roztoky byly vstiiknuty pfimo do hmotnostniho
spektrometru. V softwaru Analyst (Sciex, verze 1.6.2) bylo provedeno nejdiive manualni
a posléze automatické ladéni. Pro kazdy analyt bylo ziskano Sest +/-MRM prechodu,

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

Pro ziskani informace o separa¢nim chovani (retencni Cas) acylkarnitini byla provedena
LC-MS/MS analyza smési znacenych internich standardd aminokyselin a acylkarnitinti
MassChrom v methanolu. Ve smési byly sledovany nasledujici interni standardy:
L-karnitin-Dy, acetylkarnitin-Ds, propionylkarnitin-Ds, butyrylkarnitin-Ds,
valerylkarnitin-Dy, hexanoylkarnitin-Ds, oktanoylkarnitin-D3 a dekanoylkarnitin-Ds.

Retencni Casy acylglycini, HGA a MCPA-karnitinu byly ziskany analyzou smési
standardi ptipravenych ze zasobnich roztoku. Koncentrace jednotlivych acylglycint ve
smési fedéné vodou byly 30 umol-I”!', HGA 60 pmol-1"" a MCPA-karnitinu 2 umol-I"'.
Retenc¢ni ¢as MCPrG byl ziskan analyzou jeho roztoku o koncentraci 50 pmol-1"!, ktery
byl fedén 80% methanolem.

U MCPrG, ACO05, ACO8 a AGO3 byl pro jednotlivé prechody vyhodnocen pomér
signalu k sSumu (S/N, z angl. signal to noise ratio) v softwaru Analyst. Nejcitlivéj§i MRM
prechody ladénych analyti byly pfidany ke zbyvajicim (jiz publikovanym) a byla

sestavena finalni metoda.
3.2.6 Priprava vzorku suché krevni skvrny

Grafické schéma pfipravy vzorkt pacienta a kontrol z DBS je uvedeno na Obr. 18. Tento
postup byl pouzit ipfi pripravé vzorki pro validaci. Optimalizace tohoto postupu

vychazela z publikace Sander et al. (2016).
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Z karet obsahujicich DBS byly dérovacimi kle§témi vyfiznuty teréiky o pruméru
32mm. Do mikrozkumavky s vyfiznutym teréikem bylo pfiddano 100 pl
100% methanolu s internim standardem (IS) butyrylkarnitinem-D3; o koncentraci
25 nmolI"l. Poté byl obsah zkumavky promichan na vortexu (10 s). Nasledovala
deproteinace pii -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 pul 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 pii -50 °C. Ke vzorkiim bylo pfidano 100 pl smési mobilnich
fazi (A:B =1:4, v/v). Mobilni faze A obsahovala Smmol1?! mravenan amonny
s 0,1% kyselinou mravenci ve vod¢€, 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 ? (] ?
Datum odbéru: DD.MM.YYYY
QOdbér krve z pacienta ve Teréik s DBS (& 3,2 mm) Vortex Deproteinace
formé such¢ krevni skvrny (DBS) + 100 ul methanolu s IS 10s -80 °C, 35 min
L =1 - \ - - L —1
- T~
-'. i ~_A
@
Zamrazeni 85 ul supernatantu Centrifugace Vortex
-20 °C, 30 min do novych mikrozkumavek 14 000 g, 4 °C, 10 min Ss
\=-:-:-= B — \ R L — —_—
“ o~
Mikrozkumavky uzavieny K lyofilizatu pfidano Vortex Roztok prepipetovan do
prodirkovanymi vi¢ky, 100 pl smési mobilnich 10s vialek — LC-MS/MS

lyofilizace 1 hod pf1-50 °C fazi (A:B=1:4)

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

3.2.7 Validace metody — linearita, limit detekce a kvantifikace

Vyvinutd metoda byla Castecné validovana dle doporuceni EMA (2022). Z validacnich
parametra byla stanovena linearita, ktera zahrnovala pracovni rozsah, LOD a LOQ.
Validace zahrnovala patnact diagnosticky vyznamnych analytd pro AM. Jednalo se

o HGA, MCPA-kamitin a MCPrG, dale osm acylkarnitinil a Ctyfi acylglyciny.
3.2.7.1 Priprava kalibracni krivky

Na zakladé rozsahu fyziologickych a patologickych koncentraci jednotlivych analytt
v krvi byl zvolen pfislusny pracovni rozsah.
Byla pfipravena smés standardi ze zasobnich roztoku (kap. 3.2.1) v LC-MS vodé tak,

aby jejich finalni koncentrace ve smési byly dvakrat vétsi nez bod horni meze
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stanovitelnosti (ULOQ). Z této smési byla binarnim fedénim 5% BSA v PBS pufru
(néhradni matrice, viz kapitola 3.2.3) pfipravena desetibodova kalibrac¢ni fada.

Z kazdého kalibra¢niho bodu bylo automatickou pipetou nakapano 25 ul na kartu pro
novorozenecky screening. Po nakapani se nechaly skvrny zaschnout 1 hodinu pfi
laboratorni teploté a nasledné byly ponechany 24 hodin v mrazaku pfti -20 °C. Dale bylo
pokraovano 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 pacientd s laboratorn€ potvrzenou AM a 14 vzorkd koni s podezienim na
AM (tzv. suspektni pfipady). Dale byly analyzovany tfi vzorky pacienti se zatézovou
myopatii (Tab. 6) a 15 kontrolnich vzorkd od zdravych koni bez pfiznakit AM (Tab. 7).
Vzorky pacientd byly sbirany v pribéhu let 2020—2024 a uchovavany pii -20 °C. Tyto
vzorky byly nésledné analyzovany vyvinutou metodou spolu s kalibra¢ni fadou pro
naslednou kvantifikaci analyti v SciexOS software. Ziskané koncentrace analyti byly
logaritmovany a vizualizace byla provedena pomoci krabicovych grafi 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 zat¢Zovou myopatii (ZM).

ID vzorku Klinicky stav Pohlavi Vék
AMO1 AM klisna 2 roky
AMO02 AM hrebec *
AMO3 AM hiebec 2 roky
AMO04 AM klisna 6 let
AMO5 suspektni AM klisna 12 let
AMO6 suspektni AM * *
AMO7 suspektni AM hrebec 17 let
AMO8 suspektni AM klisna 6 let
AMO09 suspektni AM hrebec 4 roky
AM10 suspektni AM klisna 17 let
AM11 suspektni AM hrebec 2 roky
AM12 suspektni AM hrebec *
AM13 suspektni AM klisna 15 let
AM14 suspektni AM klisna *
AM15 suspektni AM hrebec 8 mésicu
AM16 suspektni AM hrebec 6 mésicu
AM17 suspektni AM klisna 12 let
AM18 suspektni AM klisna 17 let
ZM01 M klisna 8 let
ZM02 M hrebec 8 let
ZM03 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 pfiznaki AM klisna 19 dni
CTRLO02 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 3 mésice
CTRLO03 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 3 roky
CTRL04 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 4 roky
CTRLO5 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 5 let
CTRLO6 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 5 let
CTRLO7 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 6 let
CTRLO8 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 9 let
CTRL09 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 18 let
CTRL10 zdravy, bez priznakit AM klisna 15 let
CTRL11 zdravy, bez pfiznaki AM klisna 14 let
CTRL12 zdravy, bez pfiznaki AM hiebec 5 let
CTRL13 zdravy, bez pfiznaki AM hiebec 5 let
CTRL14 zdravy, bez pfiznaki AM hiebec 5 let
CTRL15 zdravy, bez pfiznaki AM hiebec 5 let
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Pro sledovani dynamiky a s ni souvisejicich zmén koncentraci metaboliti v pribéhu

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

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

D Klinicky _ Aktivita CK
ID vzorku atlvlm rmeky t1v1ta? Pohlavi Vék
odbéru stav [ukat1"]
AM_A1 10, 11,2020 55
AM_A2  11.11.2020 8142
- AM hi 7 mésici
AM_ A3 12.11.2020 16607 febec festeu
AM_ A4  13.11.2020 17342
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4 VYSLEDKY

4.1 Finalni LC-MS/MS metoda

Finalni metoda byla optimalizovana 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), ktera byla doplnéna o Acquity UPLC BEH C18 VanGuard
Waters predkolonu (5 mm, 2,1 mm, 1,7 pum). Separace byla provedena na kapalinovém
chromatografu UltiMate 3000 RS. Detekce byla zprostfedkovana hmotnostnim
spektrometrem s trojitym kvadrupolem Triple Quad 6500.

Mobilni fazi A tvofil Smmol " mravenéan amonny s 0,1% kyselinou mravenéi ve
vodé. Mobilni fazi B byl 100% methanol. Eluc¢ni gradient (Obr. 19) probihal nasledovné:
0—1 min: 0 % B; 1-4 min: 0 % — 100 % B; 46,5 min: 100 % B; 6,57 min: 100 % —
0 % B, 7-9 min: 0 % B. Nastfik vzorku ¢inil 6 pl a pritok byl nastaven na 0,3 ml-min™'.
Kolona byla vyhtivana na 40 °C. Celkova doba jedné analyzy Cinila 9 minut.

Ionizace byla provedena pomoci elektrospreje v pozitivnim anegativnim modu.
Detekce probihala v rezimu MRM prechodii pomoci trojitého kvadrupodlu, nejprve
v moédu non-scheduled apoté byla vytvorena scheduled metoda s c¢asovymi okny.
Vsechny MRM piechody a potencialy nastavené ve finalni metod¢ 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 elu¢niho gradientu.
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Tab. 9 Prehled MRM prechodli aretencniho chovani analyti ve finalni LC-MS/MS scheduled metodé. Zkratky: HGA = hypoglycin A,
MCPA-kamitin = methylencyklopropylacetyl-kamitin, MCPrG = methylencyklopropylglycin, Q: = prekurzorovy iont, Q3 = produktovy iont, DP = deklasteracni
potencial, EP = vstupni potencial, CE = kolizni energie, CXP = vystupni potencial.

Casové okno vybrané VazZeni vybrané

Analyt Q:[Da] Qs[Da] Retencni ¢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 2181 85.0 2.8 50 0,3 51 10 27 16
Butyrylkarnitin 232,1 85.0 3.2 70 0,3 56 10 29 16
Butyrylkarnitin-D3  235,1 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 1322 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 parametra pro tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS).

Parametr Nastavena hodnota

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

Tlak cloniciho plynu 35 arb

Tlak kolizniho plynu 6 arb

Tlak zmlZujiciho plynu 40 arb

Tlak pomocného plynu 40 arb

Cas mezi méfenimi 5 ms

Finalni metoda umoziiuje detekovat 3 analyty v negativnim modu (tfi acylglyciny)
(Obr. 20) a 12 analytd v pozitivnim moédu (HGA, MCPA-karnitin, MCPrG, osm
acylkarnitint a propionylglycin) (Obr. 21 A a B).
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Obr. 20 Chromatogram standardii acylglycinii o koncentracich na arovni ULOQ (-MRM).
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Obr. 21 Chromatogramy standardii o koncentraci na urovni ULOQ methylencyklopropylglycinu
(MCPrG), hypoglycinu A  (HGA)  apropionylglycinu  (A) a MCPA-kamitinu
(methylencyklopropyl-karnitin) s ostatnimi acylkarnitiny (B) (+MRM).

4.2 Validace — linearita, limit detekce a kvantifikace

Pracovni rozsah (Tab. 11) kalibracnich kiivek jednotlivych analytd byl na zakladé
literarni reSerSe zvolen tak, aby pfiblizné pokryval koncentrace analytt za fyziologického
1 patologického stavu popsaného u koni. Pro urCeni pracovniho rozsahu byly vyuzity

informace o koncentracich sledovanych analytt 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-kamitin = methylencyklopropyl-karnitin,
MCPrG = methylencyklopropylglycin.

Analyt Pracovni rozsah [umol-1!]
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 kiivek alimitu detekce a kvantifikace bylo provedeno
v softwaru Sciex OS a Analyst. Ziskané piky analytd na kazdém kalibracnim bodé byly
automaticky zintegrovany a nasledné byla integrace manualné€ zkontrolovana. Kazdy
analyt byl integrovan vuci internimu standardu butyrylkarnitinu-Ds. Pro kazdy analyt
kromé¢ MCPrG a ACO0 byla ziskdna minimaln¢ Sestibodova kalibracni fada, coz
odpovida validacnim pokynim EMA (2022). Zaroven byly splnény podminky, Ze
spravnost urCeni koncentrace kazdého zpétné vypocteného kalibracniho bodu ma byt
vrozmezi £ 20 % nominalni koncentrace na urovni LLOQ a= 15 % u ostatnich
koncentracnich hladin. Pro vyhodnoceni linearni regrese bylo pouzito vazeni 1/x s tim,
ze kalibracni pfimka prochazela poc¢atkem. Byly ziskany rovnice linearni regrese ve tvaru
y = ax. Koeficient determinace (R?) ve vSech piipadech dosahoval hodnot vyssich jak
0,99. Posléze byly z koncentraci na urovni LLOQ a poméru S/N vypocitany LOD a LOQ
pro jednotlivé analyty kromé jiz zminéného MCPrG a AC00. LOD se rovné trojnasobku

Sumu zakladni linie a LOQ desetinasobku Sumu zakladni linie:

N
LOD = 3-§-LLOQ

N
L0Q=10-¢

10
-LLOQ = 3 LOD

Ziskané vysledky (LLOQ, ULOQ, LOD, LOQ, rovnice linearni regrese a koeficient
determinace) jsou shrnuty v Tab. 12.

U AC00 a MCPrG se opakované nepodafilo dosahnout linearity pro alespon Sest
kalibracnich bod. Pii nasledné aplikaci metody na realné 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), homi mez stanovitelnosti
(ULOQ), limit detekce (LOD), limit kvantifikace (LOQ), regresni rovnice a koeficient determinace (R?). Linearita byla analyzovana ve tfech opakovanich
(n = 3). Zkratky: HGA = hypoglycin A, MCPA-karitin = methylencyklopropylacetyl-kamitin, MCPrG = methylencyklopropylglycin, n. = nestanoven.

Analyt LLOQ ULOQ Pocet kalibrac¢nich LOD LOQ Regresni Koeficient
[umol-I'] [pmol-1'] bodi [umol-I'] [pmol-1'] rovnice determinace (R?)
HGA 0,234 30,000 8 0,094 0,314 y = 0,00385x 0,9973
MCPA-Kkarnitin 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

63



4.3 Aplikace metody

4.3.1 Diagnostika pacienti s atypickou myopatii

Vyvinutou a ¢aste¢né validovanou LC-MS/MS metodou byly analyzovany vzorky 4 koni
s jiz laboratorné ovéfenou AM, 14 vzorkd koni suspektnich na AM, 3 vzorky koni se
zat€zovou myopatii (ZM) a 15 vzorkt zdravych koni (CTRL). Vztazenim na kalibracni
kiivky byly jednotlivé analyty pln€ kvantifikovany. Vyjimkou byly MCPrG a ACO00,
u kterych bylo provedeno kvalitativni vyhodnoceni.

U skupiny koni se suspektni AM bylo u 7 z ptuvodnich 14 pripadi detekovano HGA
a MCPA-karnitin podobné¢ jako u zminénych 4 AM pacientli. Vzorky téchto pacient byly
slouceny do jedné skupiny AM a dale byly hodnoceny spole¢né. Zbylé suspektni ptipady
nebyly dale 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-l™.

MCPrG, stejné jako ACO0, nebyl pfitomen jak u skupiny koni s AM, tak ani u skupiny
ZM a zdravych kontrol.

U posledni hodnocené skupiny koni — ZM, nebyly odhaleny zadné 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 zji§ténd rozpéti koncentraci (v podobé medianu a hodnot
na2,5. a97,5. percentilu) studovanych metabolitli u koni s AM (n = 11), se ZM (n=23)

a kontrolnich koni (n = 15).
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Tab. 13 Rozpéti koncentraci metaboliti ve vzorcich a koni s atypickou (AM) a zat¢Zovou (ZM) myopatii a kontrolnich zdravych koni (CTRL). Koncentrace
jsou uvedeny v jednotkach umol-1"!. Zkratky: HGA = hypoglycin A, MCPA-kamitin = 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 snazsi charakterizaci koncentraci HGA, MCPA-karnitinu, acylkarnitini
aacylglycini 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 méfitku) z kazdé z pozorovanych skupin.
Kvantifikovatelné hladiny HGA, MCPA-karnitinu, AGO5 a AG06 byly sledovany
pouze u skupiny pacienti s AM. V piipadé ZM a kontrolnich koni byla koncentrace

téchto analyti <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 znazomuje limit detekce
(LOD) analytu.
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Obr. 23 Distribuce koncentrace acylkamitini, propionylglycinu a butyrylglycinu u skupin
pacientu s atypickou myopatii (AM; n = 11), zat¢Zovou myopatii (ZM; n = 3) a zdravych kontrol
(CTRL; n = 15).
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V ramci analyzovanych acylkarnitina byly sledovany zvysené hladiny u AM pacientu
ve srovnani s kontrolami (Obr. 23). Nejvétsi nartst koncentrace byl sledovan u ACO06,
poté u AC10 a AC04. Pii porovnani mediani koncentrace v pacientskych a kontrolnich
vzorcich doslo u ACO06 k vice jak 500nasobnému zvySeni, koncentrace AC10 se zvysila
piiblizné sedmdesatkrat a AC04 dvacetkrat. Zhruba desetinasobny nartst koncentrace
oproti kontrolam byl sledovan v pacientskych vzorcich u AC08 a AC0S. Nejmen§im
zménam v koncentracich acylkarnitinim podléhaly acylkarnitiny s kratsi délkou fetézce,
tedy AC02 a ACO03. Koncentrace ACO3 se zvySuje piiblizné tiikrat, v pfipadé AC02 bylo
zaznamenano v pacientskych vzorcich osminasobné zvyseni koncentrace (Tab. 13).

Stejné jako u acylkarnitind dosSlo k narGstu medianu koncentraci acylglycint
u pacientt s AM v porovnani s kontrolnimi vzorky (Obr. 23). Median AG04 byl
v pacientskych vzorcich zvySen 165krat oproti kontrolam. Nejmensi zmény byly
pozorovany u AGO3, kde doslo pouze ke zvySeni o 65 % (Tab. 13).

U pacienti se ZM nedoslo k tak zietelnému zvySeni hladin acylkarnitind jako je tomu
u pacienti s AM (Obr. 23). Mimé vyssi koncentrace byly sledovany u ACOS (nartst
koncentrace piiblizn€ o pétinu vici kontrolam) a AC06 (zvySeni koncentrace o 60 % vici
kontrolam). Na rozdil od pacienti s AM doslo u pacientd se ZM k poklesu obsahu
jednoho z acylkarnitinQ, konkrétné u ACO02 o priblizn¢ desetinu (Tab. 13).

Pfi porovnani zmény hladin acylglycini u pacientd se ZM s kontrolami nedoslo

k vyraznym zménam (Tab. 13).
4.3.2 Dynamika metabolitia pii opakovanych odbérech

U vybraného pacienta s laboratorné potvrzenou AM na pracovisti Klinicky chorob koni
v Brné byly provedeny Ctyfi opakované odbéry krve beéhem nekolika dnt. U téchto DBS
vzorkd byla monitorovana dynamika zmén koncentraci jednotlivych metaboliti
v prubéhu casu (Tab. 14). Sledovana dynamika byla porovnavana se skupinou
15 kontrolnich koni hodnocenych v ptedchozi kapitole.

Pro komplexni vizualizaci byla dynamika koncentraci sledovanych metabolitt

vyjadiena pomoci krabicovych grafi (Obr. 24).
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Tab. 14 Koncentrace metabolitu pii ¢tyfnasobném odbéru u pacienta s atypickou myopatii (AM).
Koncentrace jsou uvedeny v jednotkach umoll?!. Zkratky: CTRL = kontrola,
HGA = hypoglycin A, MCPA-karnitin = methylencyklopropyl-kamitin, <LOD =pod limitem
detekcee.

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-karnitin 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 metabolitii (v logaritmickém méfitku) u sledovaného AM kong pfi odbérech v ramci Ctyt po sobé nasledujicich dnii. V odstinech

Log (c, umol-1™)

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

® Kontroly

Cervené jsou znazornény opakované odbéry pacienta s AM a modre kontroly (n = 15). PferuSovana ¢ara znazomuje limit detekce (LOD) analytu.
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Nejvétsi koncentrace HGA byla zaznamenana béhem prvnich dvou dnd, pficemz
maxima bylo dosazeno ve 2. dni. Posléze nasledoval pokles koncentrace HGA. Vuci
2.dni doslo ve 3. dni ktrojnasobnému 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 AC00 nebyly pfitomny.

Koncentrace AC02 v prubéhu dni kontinualné rostla, kdezto u ACO5 byla béhem
prvnich dvou dni podobna a posléze od 3. dne klesala. Stejna situace nastala u ACOS,
ktery mél nejvyssi koncentraci v 1. dni. U ostatnich acylkarnitini (AC04, AC06 a AC10)
doslo k vrcholu jejich koncentraci az beéhem 3. dne. Jedinym acylkarnitinem, u néhoz
nedoslo k vyraznému zvySeni koncentraci oproti kontrolam a zarover nebyly sledovany
velké zmény v prabéhu dni, byl AC03.

V porovnani s medianem kontrol u AM pacienta nedochézelo k velkému zvyseni
koncentrace AGO3. U AG04 nastalo maximum ve 4. dni, u AGOS5 ve 2. dni a u AG06 ve

tretim.
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S DISKUSE

Od roku 2011, kdy se AM vyskytla v Ceské republice poprvé, je kazdym rokem
evidovano pruimérné deset novych piipadud, a to zejména v jarnich a podzimnich mésicich
(Samonilova et al., 2022). Nemoc se vyznaduje vysokou letalitou, piiblizng tii &tvrtiny
intoxikovanych koni umiraji do tfi dnti (van Galen et al., 2012a). V klinickych pfiznacich
se AM podobéa kolice, neuropatii a myopatiim jiného druhu. Pfi kolice se doporucuje
chovatelim nutit koné k pohybu, coz naopak neplati kvtli rhabdomyolyze pro pacienty
trpici AM. Z toho vyplyva, Ze je nezbytné onemocnéni co nejdiive rozlisit (Samonilova
et al., 2022). U koni s klinickymi pfiznaky AM je nejprve stanovena aktivita CK v séru.
Aktivita tohoto enzymu byva mimoradné zvysena z diivodu probihajici rhabdomyolyzy.
Pro potvrzeni AM se vysetfuje pritomnost zejména HGA, MCPrG a MCPA-karnitinu
v séru, méné Casto v moci. Dale mohou byt vySetfrovany 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 soucasné dob& mozné vysetiit piitomnost HGA a MCPA-karnitinu
vkrvi koni v Laboratofi dédi¢nych metabolickych poruch ve Fakultni nemocnici
Olomouc (LDMP FNOL) nebo v sérovych vzorcich v toxikologické laboratofi Ustavu
ochrany a welfare zvirat a vefejného veterinarniho 1ékafrstvi Veterinarni univerzity Brno
(Samonilova et al., 2022). Pii AM dochazi taktéZ ke zvySeni koncentraci acylkarniting.
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 1 HGA a MCPrG a jejich toxické metabolity.

V soucasné dobé je LC-MS/MS nejrozsifenéj§i metodou pro stanoveni zminénych
latek. Prfi piipraveé vzorku je vSak v soucasnosti ve vétsin€ piipada stale vyuzivana
derivatizace. Derivatizaci se odstrariuji problémy se selektivitou, zlepSuje se stabilita,
separace a mira detekce analytd, soucasné se zvySuje odezva signalu vaci Sumu.
Nevyhodou jsou ale velké financni naklady, Casové narocna priprava vzorku a riziko
spojené s nakladanim se samotnymi derivatizaCnimi cinidly (Dolezal et al., 2020;
Gonzalez-Medina et al., 2021). Zejména ¢asova narocnost piipravy vzorku je vzhledem
k rychlé progresi tohoto onemocnéni kritickd. 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 i1 MCPA-kamitin. Pozdé&i 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
etal., 2023).

VLDMP FNOL byla donedavna pro stanoveni acylkarnitinii z DBS vyuZzivana
prutokova injek¢éni analyza shmotnostni spektrometrii (FIA-MS). Pouzivanym
hmotnostnim spektrometrem byl trojity kvadrupdl a ionizace probihala za atmostérického
tlaku (API). FIA-MS je bézné vyuzivana pifi novorozeneckém screeningu. Pfi pifiprave
vzorkt pro detekci HGA, MCPrG a konjugati MCPA a MCPF s glycinem a karnitinem
byla vyuZivana derivatizace butanolem o koncentraci 3 mol-1! v kyseling
chlorovodikové. Nasledné byly butyrylované vzorky analyzovany prostfednictvim
LC-MS/MS (trojity kvadrupol, ESI) (Karlikova et al., 2018). Analyza acylkarnitini
a HGA a MCPrG s jejich toxickymi metabolity tak byla rozdélena do dvou rozdilnych
protokolli pfipravy a analyzy. Doba pfipravy vzorku pro LC-MS/MS analyzu trvala dva
dny, samotna analyza 10 minut. Jednim z cild predlozené diplomové prace byl vyvoj
komplexni LC-MS/MS metody bez derivatizacniho kroku v ptipravé vzorku, ktera bude
po kompletni validaci vyuzivana v LDMP FNOL pro rutinni stanoveni pfipadd AM.
Vyvinutd metoda bez derivatizace je cenové prijatelnéjsi, rychla a umoziuje zaroven
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
Ctyt hodin a samotna LC-MS/MS analyza trva 9 minut.

Béhem vyvoje metody byly snahy o zahrnuti i ostatnich metabolitt HGA a MCPrG,
tedy MCPA-glycinu, MCPF-karnitinu a MCPF-glycinu. Nakonec to v§ak nebylo mozné,
protoze pro tyto 3 metabolity nejsou v souc¢asné dobé komercéné dostupné standardy.
I pfes absenci standardi byly na zakladé literarni reSerSe provadény experimenty
vyuzivajici MRM pfiechody s pfislu§nymi potencialy pro LC-MS/MS analyzu (Sander et
al., 2016; Jahn et al., 2022). Pfesto se u téchto analyti nepodafilo bez standarda ziskat
optiméalni MS/MS podminky.

V poslednich dvou letech byly publikovany clanky o vyskytu glutamylovych
konjugatt 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. Zarovei 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 pritomnost

glutamylovych konjugati zkoumana. Pfi vyvoji metody byly v ramci této diplomové
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prace zkouSeny a upravovany publikované MRM piechody pro tyto dva glutamylové
konjugaty, avSak ani vtomto piipadé nebyly nalezeny optimalni MS/MS podminky.
Divodem muze byt, Ze neni zatim jasna jejich transformace v travicim traktu zvifat.
Jednou z hypotéz je, ze vlivem nizké stability dochazi k hydrolyze glutamylového fetézce
za vzniku HGA ¢i MCPrG (El-Khatib et al., 2022).

Vyvinutd metoda umoziuje sledovat HGA, MCPrG, MCPA-karitin, osm
acylkarnitini a Ctyfi acylglyciny. Byly zvoleny acylkarnitiny s kratkym a stfedné
dlouhym fetézcem, které by dle Mathis et al. (2021) mohly byt nejlepsi potencialni
biomarkery AM. Analyza acylglycind se provadi hlavné v moci (Westermann et al.,
2008). Do vyvinuté metody byly ale Ctyfi 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
analyti. Linearity bylo dosazeno u celkem tfinacti analytl, koeficient determinace ve
viech ptipadech dosahoval hodnoty R? > 0,99. Vyjimkou byly MCPrG a ACO00, u nichz
se nepodartilo ziskat kalibra¢ni pfimku o alesponi Sesti bodech, které jsou nutnosti pfi
validaci metod dle EMA (2022). Davodem je nejspiSe nekompatibilita eluce téchto
analyt vaci gradientu mobilnich fazi a jejich brzky retencni ¢as. Tyto dva analyty byly
vyhodnoceny kvalitativné (ptfitomen ¢i neptitomen).

Vyvinuta metoda byla pouzita pro analyzu vzorkt koni s potvrzenou AM, suspektni
AM a ZM a vzorka kontrolnich koni. Ze ¢trnacti suspektnich pfipadi AM byla u sedmi
pacientt diagnostikovana AM na zakladé ptitomnosti HGA a MCPA-karnitinu. Celkové
tak bylo kdispozici 11 pacientd s AM. Tito pacienti méli v krvi HGA v rozmezi
koncentraci 0,474-25,122 pmol-l1"'. Toto rozpéti odpovida publikovanym hodnotam
v ¢lancich od Carlier et al. (2015), ktery publikoval nejnizs$i koncentraci HGA
(0,230 umol-1""), a Bochnia et al. (2015), jenZ zveiejnil nejvyssi stanovenou koncentraci
HGA u koné s AM (60,170 pmoll™"). Rovnéz stanovené koncentrace MCPA-karnitinu
(0,078-0,831 umol-I"") v pacientskych vzorcich odpovidaji rozpéti koncentraci
publikovanych v ¢lancich, konkrétné od Votion et al. (2014) a Sander et al. (2016). Tito
autofi zaznamenali ukoni s AM koncentraci MCPA-karnitinu mezi 0,001 az
1,180 pmol-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 orientaéni. MCPrG nebylo u pacientd s AM

detekovano. MCPrG se nachéazi v semenech a semenaccich 4. pseudoplatanus piiblizné
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v desetkrat mensim mnozstvi jak HGA (Westermann et al., 2016; El-Khatib et al., 2022;
Engel et al., 2023). To miize byt pficinou, pro¢ nebylo MCPrG v pacientskych vzorcich
nalezeno.

Pii AM dochazi vlivem tvorby toxickych metabolitd odvozenych od HGA a MCPrG
k inhibici B-oxidace mastnych kyselin. Acyl-CoA nemohou do B-oxidace vstupovat, takze
dochazi k jejich opétovnému preneseni do krve. To se déje prostrednictvim karnitinového
prenaseCe, acyl-CoA se premeéruji zpet na acylkarnitiny (Sponseller et al., 2012).
U zkoumanych pacientd s AM bylo pozorovano zvyseni hladin acylkarnitind ve vzorcich
DBS. Nejvyraznéj§i zména koncentrace oproti kontrolam byla zaznamenana u ACO06,
poté u AC10 a AC04. Ztetelnému zvySeni podléhaly také acylkarnitiny ACOS a ACOS.
Méné vyrazné zmény koncentraci acylkarnitint byly sledovany v ptipadé AC02 a ACO03.
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 preméniovany na acylglyciny za katalyzy enzymem glycin-N-acyltransferasou
(Sponseller et al., 2012). V krvi studovanych pacienti s AM byly stanoveny zvySené
hladiny predevsim AGO04, AGO5 a AGO6, pficemz posledni dva zminéné nebyly v krvi
zdravych koni pfitomny. ZvySené koncentrace AGO5 a AGO6 v séru koni s AM
publikoval Bochnia et al. (2019). Nepatrna zména koncentrace vici kontrolam 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 pacientl viici kontrole.

Pro srovnani hladin studovanych metaboliti byly do analyzy zarazeny i pacientské
vzorky ZM. Tento typ myopatie se na rozdil od AM rozviji po piedchozi fyzické namaze
a neni zpusoben toxiny javoru (McEwen & Hulland, 1986). Acylkarnitiny byly zvySeny
v fadu nizsich desitek procent. Z hlediska acylglycinii nebyly sledovany zadné zmény.
V clanku od Scholte et al. (1991) bylo konstatovano, ze pfi ZM nedochazi k porucham
mitochondrialniho metabolismu a zménam v koncentracich acylkarnitind. Pro ZM tudiz
neni charakteristické zvySovani hladin acylkarnitini nebo acylglycini v krvi, jako je
tomu u AM.

Pro sledovani dynamiky zmén koncentraci metaboliti v prubéhu ¢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 odbérd. Jahn et al. (2022) ve své publikaci sledovali dynamiku

zmén metabolitd pacienta s AM v prabéhu 15 dnd. V této studii bylo HGA v krvi AM
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pacienta piitomno béhem vsech sledovanych dni s maximem v prvnim dni a posléze jeho
koncentrace klesaly a MCPA-karnitin byl detekovan az do 4. dne. Takové zaveéry
odpovidaji ivysledkim predlozené diplomové prace. Oproti tomu MCPrG nebylo
detekovano ani v jednom dni.

Pfi porovnani dynamiky koncentraci acylkarnitini nastala podobna situace jako
u HGA a MPCA-karnitinu. Acylkarnitiny svych maxim dosahly béhem prvnich Ctyfech
dni. To, ze koncentrace acylkarnitini koreluji s dynamikou HGA v krvi AM koni
v prabéhu dni, publikovali uz ve své praci i Jahn et al. (2022). K nejvyraznéjSimu narastu
koncentraci acylkarnitin v prabéhu dni dochazelo u AC04, AC06, AC08 a ACI10.
Koncentrace AC03 byla oproti kontrolam beze zmén.

V ramci acylglycini nebyla u pacienta v pfipadé AG03 zaznamenana zadna zmeéna
koncentraci. Oproti tomu se AG04, AG05 a AGO6 u pacienta vyskytovalo ve vy§sich
koncentracich béhem vSech dnd. Zatim vSak nebyly publikovany zadné studie, ve kterych

by byly sledovany zmény v hladinach acylglycint v prabéhu dni u pacienti s AM.
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6 ZAVER

V prvni ¢asti diplomové prace byla zpracovana literarni reSerSe zaméfena na AM, jeji
pficiny, ptiznaky, pribéh, prevenci alécbu. Dalsi Cast 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 toxint zpusobujici AM, HGA
a MCPrG, dale toxického metabolitu od HGA — MCPA-karnitinu, osmi acylkarnitint
a Ctyt acylglycini. Metoda se vyznacuje jednoduchou pripravou vzorku, kratkou dobou
analyzy (9 min) a nizkou finan¢ni nakladovosti. Po optimalizaci byla metoda castecné
validovana. Kromé¢ MCPrG a AC00 bylo dosazeno pro vSechny analyty linearity
s R?>0,99, byl stanoven limit detekce a limit kvantifikace dle pokynti EMA (2022).
Metoda byla aplikovana na vzorky koni s AM, suspektnich pro AM, ZM a zdravych
kontrol. U koni s AM byla odhalena patologicka pfitomnost HGA a MCPA-karnitinu.
Dale bylo pozorovano vyrazné zvyseni acylkarnitinll a acylglycind v jejich krvi z divodu
inhibice [B-oxidace mastnych kyselin. U jednoho pacienta s AM byl proveden
vicenasobny odbér. Béhem vsech ¢tyfech dnii byla v krvi pacienta prokazana pfitomnost
jak HGA, tak MCPA-karnitinu. Maximalni koncentrace téchto toxinli bylo dosazeno jiz
v prvnich dvou dnech, stejné jako u vétSiny acylkarnitint.

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 1éCbu, coz priznive ovlivni progresi tohoto onemocnéni u koni.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACO00 L-karnitin

ACO02 acetylkarnitin

ACO3 propionylkarnitin

ACO04 butyrylkarnitin

ACO05 valerylkarnitin

ACO06 hexanoylkarnitin

ACO08 oktanoylkarnitin

AC10 dekanoylkarnitin

ACLY ATP-citrat lyasa

AGO3 propionylglycin

AGO4 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 kolizné€ indukovana disociace

CK kreatinkinasa

CoA koenzym A

CP kolizni energie

CPT /I karnitinpalmitoyltransferasa I/I
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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 elektronti

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

prutokova injekcni analyza

iontova cyklotronovd rezonance s Fourierovou
transformaci

orbitrap s Fourierovou transformaci
v-glutamyl-methylencyklopropylglycin

plynové chromatografie

plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

hypoglycin A

hypoglycin B

vysokoucinna 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

LDH, LD
LLOQ
LOD
LOQ

m/z
MADD
MALDI

MCP-
MCPA-
MCPF-
MCPrG
MDH
MRM
MS
MS/MS

NAD'/NADH

PBS
PCV
PSSM

QC
QqQ
Q-TOF
Q-Trap
R2

S/N
SLE
SPE

kapalinova chromatografie s tandemovou

hmotnostni spektrometrii
laktatdehydrogenasa
dolni mez stanovitelnosti
mez detekce

mez kvantifikace

pomér hmotnosti ku naboji

mnohocetny deficit acyl-CoA dehydrogenas

laserova desorpce aionizace analytu za ucasti

matrice

methylencyklopropyl-
methylencyklopropylacetyl-
methylencyklopropylformyl-
methylencyklopropylglycin
malatdehydrogenasa

multiple reaction monitoring
hmotnostni spektrometrie
tandemova hmotnostni spektrometrie
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
oxidovany/redukovany

nutriéni myodegenerace

fosfatovy pufr

objem Cervenych krvinek
polysacharidova myopatie
kvadrupol

kontroly kvality

trojity kvadrupoél

kvadrupdl s analyzatorem doby letu
kvadrupdl s iontovou pasti
koeficient determinace

reverzni faze

pomér signalu vici Sumu

extrakce pevna faze-kapalina

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

ultratcinna kapalinova chromatografie

horni mez stanovitelnosti

viditelné svétlo

spektrofotometrie v ultrafialovém a viditelném
svétle

zatézova myopatie
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