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Cile prace

e Vypracovani literarni reSerSe o vybranych dédicnych poruchach (DMP), o
aktualnich poznatcich k onemocnéni zpisobenym defektem v enzymu acyl-CoA

dehydrogenasy mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCADD).

e Vypracovani literarni reSerSe k aktudlnimu stavu metod lipidomické analyzy se

zaméfenim na hmotnostni spektrometrii v cilené a necilené analyze.

e Extrakce lipidi ze vzorkll suchych krevnich skvrn pacientli s onemocnénim

SCADD a jejich nasledna analyza cilenym a necilenym ptistupem.

e Procesovani namétfenych cilenych a necilenych LC/MS lipidomickych dat.

e Statisticka analyza pomoci metod mnohorozmérné a jednorozmérné analyzy.

e Vyhodnoceni vysledki a biochemick interpretace zmén v lipidovém profilu ve
vztahu k patobiochemickému mechanismu onemocnéni SCADD.



1 UVOD

Lipidomika je dynamicky se rozvijejici podobor metabolomiky, ktery diky neustalému
vyvoji moznosti hmotnostnich spektrometri a pfisluSného software v poslednim
desetileti upevnil svou pozici mezi ostatnimi ,,omickymi® pfistupy. Zmény v lipidomu
jsou asociovany s bunécnou signalizaci, vesikularnim transportem, organizaci lipidovych
rafti a dalSimi fyziologickymi procesy, pficemz u fady onemocnéni (aterosklerdza,
rakovina, diabetes, Alzheimerova choroba, chronicka renalni nedostate¢nost) byly
prokazany systematické zmény napfi¢ lipidovymi tiidami. Obsahlé lipidové profilovani
nabizi Sanci odhalit nové biomarkery specifickych chorob, ale také rozkryt komplexni
mechanismy patobiochemického stavu v dané organele, buiice a potazmo taky celém
organismu. Interpretace zmén v lipidomu patii stale mezi zdsadni vyzvu v lipidomickych
studiich predev§im kvili biologické variabilité¢ a vlivu enviromentalnich faktorG na
slozeni a koncentraci jednotlivych lipidi a dale také moznostmi, jak tyto zmény hodnotit
(na Urovni: slozeni acyll, délky a saturace fetézcl, jednoho konkrétniho lipidu,
lipidovych tfid). S kazdym dal§im experimentem a odhalenim lipidomického profilu
napti¢ onemocnénimi je vyuziti lipidomiky v klinické diagnostice a ptibuznych oborech

stale upeviiovano a konkretizovano.

Poruchy B-oxidace mastnych kyselin patii k dédi¢énym porucham metabolismu
S nejvy$si prevalenci, pfi¢emz u uréitych minoritnich skupin populace se jedna o
nejCastéj$i vzacna dédiéna onemocnéni (Pedersen et al., 2008; Therrell et al., 2014;
Lisyova et al., 2018). Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin s kratkym
fet¢zcem (SCADD) je i pfes dobrou metabolickou charakterizaci, znalost
patobichemickych mechanismi a biomarkeri onemocnénim s nékolika otazniky. U
pacientd se symptomatickym pribéhem onemocnéni dochdzi k vaznym zdravotnim
komplikacim, které zahrnuji postizeni nervové a svalové soustavy (opozdéni vyvoje,
myopatie, epilepsie, zachvaty), zatimco néktefi pacienti zachyceni novorozeneckym
screeningem zUstavaji asymptomaticti. Byly popsany asociace nékterych z mnoha desitek
patologickych variant genu ACADS se zhorSenym ¢i mirnym pribéhem onemocnéni,
nicmén¢ stale dochazi k objevovani novych patologickych mutaci, ¢imz nartsta pocet
potencidlnich genetickych kombinaci na obou aleldch. Vzhledem k tomu, ze SCADD
neni typickou poruchou B-oxidace (nedochazi k energetické deficienci nedostatkem
acetyl-CoA) a biomarkery nejsou dostate¢né specifické, nebyva tato choroba obvykle

zafazena do novorozeneckého screeningu.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Dédi¢né metabolické poruchy

Dédi¢éné poruchy metabolismu (DMP) maji obvykle pfi¢inu v defektu jediného genu,
ktery kédoval funkéni protein Uzce spojeny s konkrétni metabolickou drahou. Timto
funkénim proteinem muze byt enzym, membranovy transportér, ¢i protein vykonavajici
jinou roli v dané metabolické draze ¢i jiném fyziologickém procesu (Obr. 1). Nefunk¢énost
takového proteinu se obvykle projevi akumulaci substratu tohoto enzymu, ¢i molekuly,
ktera méla byt pfes membranu pienesena, pricemz jeho zvysujici se koncentrace se stava
toxickou pro buriku, ¢i organelu, ve které se proces odehrava (Garrod, 1996; Burton,
1998). Dalsim disledkem DMP miize byt nedostatek produktu ur¢ité metabolické drahy,
kdy je tento produkt nezbytny pro spravny chod burky nebo jejiho kompartmentu.
Zjednodusené¢ se daji DMP kategorizovat do ti skupin a to poruchy: spojené s defektem
vV metabolismu komplexnich molekul, vedouci k intoxikaci substratem, anebo poruchy

spojené s energetickou deficienci (Saudubray et al., 2016).

Mutace v DNA

Urover genetickd — l

Zména v mRNA

!

Defektni protein

Urover proteinu — / l \

|

Enzym Transportér Protein neenzymavé
1 povahy
Urover metabolitii — +  kumulace substratu * zZména pomeéru * strukturni zmény v burice
+ nedostatek produktu metabolitl v * agregace a proteolyza
* vznik alternativnich intra/extracelularnim abnormalnich proteind

produktd prostoru

-

Obr. 1 Schéma dusledku defektu v DNA kodujici funkéni protein.

Autosomalné recesivni dédi¢nost patii mezi hlavni zplisob pfenosu metabolické
poruchy z rodi¢t na potomka, ktery musi od kazdého z nich ziskat jednu defektni alelu

genu (Garrod, 1996). Onemocnéni bude manifestovat pouze u homozygota, zatimco
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heterozygot, majici schopnost ¢astecné syntézy normalniho proteinu, figuruje pouze jako
prenase¢ defektniho genu. Existuji i autosomalné dominantni, gonosomalné recesivni a
gonosomalné dominantni zpusoby pienosu, nicméné se vyskytuji pomérné vzacné (Racek
et al., 1999). Specifickym piipadem dédi¢nosti jsou poruchy na mitochondrialni urovni,
jelikoz mitochondrie obsahuje vlastni mitochondridlni genom (mtDNA), ale exprese
mnoha mitochondridlnich proteinti je pod kontrolou jaderného genomu. Defekty
v mtDNA vykazuji dédi¢nost pouze po matetské linii (maternalni dédi¢nost) (Couser a
Gucsavas-Calikoglu, 2017), protoze mitochondrie spermie jsou po splynuti vajicka a
spermie zni¢eny organismem matky ve fazi ¢asné embryogeneze (Thompson et al.,
2003).

llIsinger a Das (2010) uvadg¢;ji, ze bylo k roku 2010 charakterizovano vice nez 700
dédi¢nych metabolickych poruch, pficemz jejich pocet bude pravdépodobné v dalSich
letech narustat. Existuje mnoho zptsobd, jak jednotlivé DMP klasifikovat naptiklad podle
organely, ve které se nachéazi defektni protein, nebo podle metabolické drahy v niz

defektni enzym figuruje (klasifikace biochemicka).

2.2 Vyskyt dédi¢nych metabolickych poruch

Dédi¢né metabolické poruchy se fadi mezi nemoci vzacné, vyznacujici se populacnim
vyskytem niz§im nez 1:2000 (Kozich a Zeman, 2010). K posouzeni prevalence téchto
onemocnéni lze vyuzit dat z programi novorozeneckého screeningu (déle NS), ze kterych
vyplyva, ze prevalence DMP u novorozenci se li§i v zavislosti na skupin¢ testovanych
DMP a demografii, nicmén¢ lze ji odhadovat mezi 1:900 az 1:2000 (Applegarth et al.,
2000; Berry et al., 2010; Alratrout a Altammim, 2014; Therrell et al., 2014). Na zaklad¢
dat z NS v Ceské republice mezi lety 2009-2017 je celkova incidence 15 testovanych
metabolickych poruch uvadéna jako 1:2500 (Peskova et al., 2018). Celkova kumulativni
incidence v§ech DMP v¢etné téch, které nejsou zafazené do NS, se pohybuje okolo 1:500,
ale vzhledem Kk absenci relevantnich dat (neznamy pocet pacienti bez diagnézy,
problematika diagnostiky stovek potencialnich DMP) se jedna spiSe 0 odhad (Kozich a
Zeman, 2010).
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2.2.1 Novorozenecky screening dédiénych metabolickych poruch

Cil NS spociva v identifikaci novorozencti s DMP dfive, nez by se mohly projevit
nasledky a komplikace spojené s danou poruchou. Za pritkopnika NS se povazuje Robert
Guthrie, ktery ptedstavil jednoduchy, reprodukovatelny a levny test pro diagnostiku
fenylketonurie, ktera bez vcasné 1écby zplisobuje nendvratné neurologické zmény a
mentalni retardaci (Welsh et al., 1990). Screening fenylketonurie se v 70. letech 20.
stoleti rychle celosvétove rozsitil a byl doprovazen intenzivnim vyzkumem dalSich DMP
vhodnych pro screening, pii¢emz nejvétsi prulom prfisel az v letech 90. s rozvojem
tandemové hmotnostni spektrometrie (Naylor a Chace, 1999; Korenev et al., 2019).

Existuji urcité predpoklady k tomu, aby byla DMP zatazena do novorozeneckého
screeningu. Tyto kritéria definoval Wilson a Jungner (1968) s naslednym pfiijetim
svétovou zdravotnickou organizaci a daji se shrnout do sedmi bodii:

1. Onemocnéni musi pfedstavovat vyznamny zdravotni problém.

2. VySetfované onemocnéni musi byt jasné definované.

3. Onemocnéni ma dostatecnou frekvenci vyskytu (uvazuje se alespont 1:50 000 az
1:100 000, nicméné s rozvojem tandemové hmotnosti spektrometrie, kdy je
mozné v 1 analyze stanovit desitky metabolitl, neni toto kritérium striktné
dodrzovano).

4. Vcasna diagnoza a naslednd 1écba zadsadnim zptisobem pozitivné ovlivni pribéh
onemocnéni. Lécba musi byt efektivni, béZné dostupna a zajistitelna pro vSechny
zachycené jedince.

5. Onemocnéni je detekovatelné obecné uznanym laboratornim testem standardné
odebraného materialu (suché krevni skvrny) a spliuje kritéria: jasné definované
rozhodovaci rozmezi (,,cut off*‘), hodnoty faleSné negativity a pozitivity, obecné
piijatelnou zatézi zdravé populace vyjadienou frekvenci opakovani odbéru pro
nejasny vysledek (,,recall-rate®).

6. Ekonomickd a organizacni strdnka laboratorniho testu a nasledné péce o
zachycené pacienty umoznuje spolecnosti provadét novorozenecky screening
v§em svym novorozenctm.

7. Novorozenecky screening musi byt efektivni a U¢inny a musi dochdzet

K pravidelnému vyhodnocovani téchto kritérii.
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Organizace NS v Ceské republice je definovana podle Véstniku MZ CR (2016).
Metodicky navod obsahuje vycet DMP zahrnutych do screeningu, informace k odbéru
krve a odesilani vzorki, postup screeningovych laboratofi a zajisténi nasledné péce o déti

s DMP. Obecny postup NS probihé nasledovné (schéma je dale uvedeno na Obr. 2):

1. Nejprve je proveden odbér krve novorozence mezi 48-72 hodinou po narozeni
vpichem do paty sterilni lancetou.

2. Prvni kapka krve se otie sterilnim tamponem a dalsi velkd kapka krve se
pfenese na screeningovou kartu, tak aby zcela zaplnila predtisténé kolecko.
Krev se dale odebira do dalsich pozic.

3. Po zaplnéni vSech krouzkii se screeningova karta necha schout po dobu 4
hodin pfi laboratorni teploté v horizontdlni poloze tak, aby nedoslo k otfeni,
nebo jiné interakci s krvi.

4. Po zaschnuti se mize odebrat vzorek krevni skvrny vyrazenim teréiku o
definovaném priméru ze stredu skvrny.

5. Nasleduje ptiprava vzorku, kterd obvykle zahrnuje extrakéni krok.

6. Extrakt je analyzovan tandemovou  hmotnostni  spektrometrii,
imunochemickym stanovenim proteini/hormond, ¢i jinou metodou.

7. Nasleduje kontrola vysledkl a porovnani hodnot s ,,cut-off* hodnotami.

8. Pokud neni vysledek prikazny, miize se méfeni opakovat s dal§i suchou
krevni skvrnou a opétovnou analyzou. V piipad¢ prikaznych hodnot je
pacient shledan bez DMP nebo s podezienim na DMP, které se musi dale

prokazat genetickymi testy.
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Obr. 2 Schéma pribéhu novorozeneckého screeningu (Cislovani koresponduje s detailnim
popisem pribéhu NBS uvedeného vyse v kapitole 2.2.1. Krev je odebrana vpichem do
paty (1), je zachytavana na screeningovou kartu (2), dale je vzorek susen (3), k analyze
je ze suché krevni skvrny vyrazen ter¢ik o definovaném primeéru (4), tercik je extrahovan
(5) aanalyzovan (7) k potvrzeni ¢i vyvraceni diagndzy, s ptipadnym opakovanim analyzy
v ptipadé nejasnych vysledki (8).Obrazek autora. Zpracovano dle Véstniku MZ CR
(2016).

V Ceské republice byl NS zaveden vroce 1975 a prvnim testovanym
onemocnénim byla fenylketonurie. Dalsi DMP byly do NS ptidany v letech 1985
(kongenitalni hypotyredza), 2006 (kongenitalni adrenalni hyperplazie), 2009 (cysticka
fibroza a dalSich 9 DMP) a posledni rozsiteni v roce 2016 (dalsich 5 DMP). Aktualni
seznam chorob zahrnutych do NS v Ceské republice obsahuje 15 DMP a 2 endokrinni
onemocnéni (kongenitalni hypotyreoza a kongenitalni adrendlni hyperplazie) a cystickou
fibrozu. Seznam DMP zahrnutych do NS v Ceské republice je uveden v tabulce (Tab. 1)
(Peskova et al., 2018).

16



Tab. 1 D&di¢né metabolické poruchy zahrnuté do novorozeneckého screeningu v CR a jejich
incidence v ramci NS v obdobi 10/2009-12/2017 (*poruchy zahrnuté do NS od 06/2016)

Skupina onemocnéni Onemocnéni Vyskyt v
populaci
Fenylketonurie a hyperfenylalaninemie 1:5 500
Homocystinurie z deficitu cystathionin-p-syntasy*  1:180 000
Dédicné poruchy | Homocystinurie z deficitu
metabolismu methylentetrahydrofolatreduktasy* -
aminokyselin Glutarova acidurie typ I 1:150 000
Isovalerova acidurie 1:180 000
Leucindza (nemoc javorového sirupu) 1:130 000
Dédicné poruchy | Citrulinémie L. typu* -
cyklu mocoviny Argininémie* 1:90 000
Deficit acyl-CoA-dehydrogenasy mastnych kyselin
se sttedn¢ dlouhym fetézcem 1:22 000
Deficit 3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasy
Dédicné poruchy | mastnych kyselin s dlouhym fetézcem 177000
metabolismu Deficit acyl-CoA-dehydrogenasy mastnych kyselin
mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem 1:230.000
Deficit karnitinpalmitoyltransferasy typ | -
Deficit karnitinpalmitoyltransferasy typ 1l -
Deficit karnitinacylkarnitintranslokasy -
Dédicna porucha
metabolismu Deficit biotinidasy* 1:11 000
vitaminit

2.2.2 Dédicné metabolické poruchy oxidace mastnych kyselin

Béhem hladovéni, zvySené svalové aktivity, pii stresovych stavech a nemocech

predstavuje mitochondrialni oxidace mastnych kyselin (dale MK) dulezity zdroj energie,

pfi¢emz energetické potieby srdecniho svalu, kosternich svali a jater jsou z ni pokryty az

z 80 % (Eaton et al., 1996). Ve srovnani s glykolyzou, ktera poskytuje na zhruba 38 molta

ATP na mol glukosy, je vytézek jednoho molu palmitatu podrobeného beta-oxidaci
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V matrix mitochondrie roven zhruba 129 molim ATP (Blanco a Blanco, 2017), proto je
defekt v tomto metabolickém procesu spjat se zavaznou energetickou dekompenzaci
(Houten a Wanders, 2010). DMP spojené s oxidaci MK lze rozdé€lit na poruchy transportu
mastnych kyselin do matrix mitochondrie a na poruchy samotné -oxidace mastnych

kyselin.

2.2.2.1 Poruchy transportu mastnych kyselin

MK se v lidském organismu vyskytuji v zasobni form¢ triacylglyceroli v adipocytech
(univakuolarni zasobni buiiky), v krvi ve formé lipoproteinovych ¢astic anebo jako volné
mastné kyseliny navazané na albumin v poméru 8-9:1 (Blanco a Blanco, 2017). Cesta

mastnych kyselin z adipocytli az do matrix mitochondrie zahrnuje fadu kroku (Obr. 3):

1. MK jsou v adipocytech uvolnény z triacylglycerolti hydrolyzou za katalyzy
intracelularni hormon-sensitivni lipasou (EC 3.1.1.79), ktera je aktivovana
hormonem glukagonem (a katecholaminy) a inhibovadna inzulinem (a
prostaglandiny).

2. Volné MK s kratkym az stfedné dlouhym fetézcem (Cs-C12) se dostavaji do
tkanovych bun¢k difuzi skrze cytoplasmatickou membranu.

3. Volné MK sdlouhym a velmi dlouhym fetézcem (Ci14-C20) jsou pies
cytoplasmatickou membranu pfenaseny transportéry mastnych kyselin (rodina
Sesti homolognich proteint FATP1-FATP6), které mohou MK pfimo aktivovat
(Acyl-CoA-synthetasova aktivita; EC 6.2.1.3) (Mashek et al., 2007) a dale také
translokasou mastnych kyselin (Glatz et al., 2006; Doege a Stahl, 2006).

4. MK jsou dale aktivovany piimo na vné&j§i mitochondridlni membrang
Acyl-CoA-synthetasou (ACS, EC 6.2.1.3) (Farstad et al., 1967). Tato reakce
probihd ve dvou krocich: na karboxylovou skupinu mastné kyseliny je navazan
anhydridovou vazbou adenosylmonofosfdt (za vzniku acyladenylatu a
pyrofosfatu), ktery je ve druhém kroku zaménén za koenzym A.

5. MK sdlouhym fetézcem (C12-Cig) ve formé Acyl-CoA jsou pied vstupem do
matrix mitochondrie pieneseny zkoenzymu A na karnitin za Kkatalyzy
karnitinpalmitoyltransferasou | (CPT I; EC 2.3.1.21), ktera je lokalizovana na
vngj$i stran€¢ mitochondridlni membrany. MK s velmi dlouhym fetézcem

podléhaji pied vstupem do mitochondrie peroxisomalni B-oxidaci (Reddy a
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Mannaerts, 1994). Acyl-karnitiny nasledné prochazi skrz vnitini mitochondrialni
membranu specifickym antiportem (karnitin-acylkarnitintranslokasa; CACT)
vyménou za volny karnitin. V matrix mitochondrie jsou pak Acyl-karnitiny opét

pfeménény na Acyl-CoA za katalyzy karnitinpalmitoyltransferasy Il (CPT II; EC

2.3.1.21).
\ / OH O o T) c|3
N+
Karnitin [CHzl20 pa ) [CHaliz18 £p ¢ ,-C)p [CHal2.10 £A ¢,-Cop

Extracelularni
prostor

CoASH + ATP

FAT/CD36

FA Cy4-Cyp

//

FA C,y;

Cytosol AMP + PP;

Karnitin

CoASH + ATP

Acylkarnitin  CoASH AMP + PP,

Acyl-CoA MM1 / ERM

MM1

MMz — TACT]—/_I(CPTz ]\\

Matrix Acylkarnitin  CoASH Acyl-CoA + Karnitin

Obr. 3 Zjednodu$ené schéma transportu mastnych kyselin z extracelularniho prostoru do matrix
mitochondrie s vyzna¢enymi proteiny (Cervené) souvisejicimi s DMP (detailni popis Viz
kapitola 2.1.4.1). PlasmatickA membrana (PM), karnitinovy pienase¢ (OCTN2),
membrana endoplasmatického retikula (ERM), vn€jsi mitochondridlni membrana
(MM1), vnitini mitochondridlni membrana (MM2), acyl-CoA-synthetasa (ACS).
Obrazek autora vytvoreny na zakladé zdroji uvedenych v kapitole 2.1.4.1.

Specifické symptomy poruchy transportu MK lIze zobecnit na: intoleranci
k hladovéni, hypoketotickou hypoglykemii, zachvaty, koma, myoglobinurii, selhani
srdce a jater (Vishwanath, 2016). Diagnostika téchto onemocnéni v ramci
novorozeneckého screeningu spociva v analyze volnych karnitint a organickych kyselin
pomoci tandemové hmotnosti spektrometrie, jejiz vyhoda tkvi pfedevSim v simultdnni
analyze nékolika desitek latek v jednom vzorku a déale ve vysoké citlivosti analyzy
(Rashed, 2001). V ptipad¢ primarniho deficitu karnitinu (deficience karnitinového
transportéru — OCTN2) slouzi jako biomarker onemocnéni velmi nizkd koncentrace
volného L-karnitinu, celkovych karnitinli a zvySena aktivita kreatinkinasy (Magoulas a

El-Hattab, 2012). Porucha CACT a CPT Il se projevuje zvySenou koncentraci
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acylkarnitinl s del§im fetézcem (C16, C18, C18:1) a z profilu acylkarnitinii je obtizné
tyto dvé poruchy odlisit, pficemz u poruchy CACT jsou ¢asté zvySené hodnoty amoniaku
a pro poruchu CPT II je typicka zvySena aktivita kreatinkinasy. Deficit CPT | vykazuje
typicky profil acylkarnitinii: zvySeny L-karnitin, sniZzeny karnitin C16 a C18 (Rashed et
al., 1995; Jones a Bennett, 2017).

2.2.2.2 Poruchy B-oxidace mastnych kyselin

Acyly-CoA mastnych kyselin v matrix mitochondrie jsou podrobeny cyklické oxidaci
(B-oxidace) za vzniku acetyl-CoA a ptislusného acyl-CoA s fetézcem o 2 uhliky kratSim,
ktery je opét oxidovan do uplné degradace na acetyl-CoA (propionyl-CoA v ptipadé
acyl-CoA s lichym po¢tem uhlikii acylového fetézce). Acyl-CoA s dlouhym fetézcem
(vice nez 12 uhlikl) je nejprve dehydrogenovan na trans-2-enoyl-CoA za katalyzy
acyl-CoA dehydrogenasou mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (VLCAD
z anglického very long-chain acyl-CoA dehydrogenase; EC 1.3.8.9), ktera se nachazi ve
vnitini mitochondrialni membrané (Souri et al., 1998). V piipadé acyl-CoA se stiedné
dlouhym (8-12 uhliki) a kratkym fetézcem (4-6 uhlikl) je prvni krok [-oxidace
katalyzovan pftisluSnymi acyl-CoA dehydrogenasami mastnych kyselin se stfedné
dlouhym (MCAD z anglického medium-chain acyl-CoA dehydrogenase; EC 1.3.8.7) a
kratkym fetézcem (SCAD zanglického short-chain acyl-CoA dehydrogenase;
EC 1.3.8.1), pficemz oba tyto enzymy se vyskytuji volné¢ v matrix mitochondrie.
Uvolnéné atomy vodiku jsou ve formé redukovanych ekvivalenth FADH2 (prosteticka
skupina acyl-CoA dehydrogenas) dale pienaseny elektrony-ptenasejicim flavoproteinem
(ETF) na ubichinon za katalyzy membranovou elektrony-pienasejici-flavoprotenivovou
dehydrogenasou (ETFDH, EC 1.5.5.1) (Beckmann a Frerman, 1985; Roberts et al.,
1996).

Dale je produkt této reakce hydratovan na L-3-hydroxy-acyl-CoA, opét
dehydrogenovan na 3-keto-acyl-CoA a nakonec thiolyticky roz§tépen za vzniku
acetyl-CoA. V ptipadé acyl-CoA s dlouhym fetézcem jsou tyto reakce katalyzované
jedinym membranovym proteinem — mitochondridlni trifunkéni protein (MTP), ktery
vykazuje aktivitu enoyl-CoA-hydratasy (LCEH, EC 4.2.1.17), 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenasy mastnych kyselin s dlouhym fet¢zcem (LCHAD, EC 1.1.1.211) a
acetyl-CoA-C-acyltransferasy (LCKAT, thiolasa I; EC 2.3.1.16). V ptipad¢ acyl-CoA se

sttedné dlouhymi a kratkymi fetézci figuruji tyto enzymy samostatné¢ volné v matrix
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mitochondrie s Sirokou specifitou k délce acylového fetézce. Schéma [-oxidace je

uvedeno na nasledujicim obrazku (Obr. 4).

MM1

MM2

Matrix CoASH NADH NAD* H,O
+H*
Acyl(C,15-15))-CoA
Acetyl-CoA Acyl(C,;)-CoA
Acyl(C5.12))-CoA  Acyl(C,(4.6))-CoA
NADH NAD*
MCAD | SCAD
CorsH [ mcao | scap |

Obr. 4 Zjednodusené schéma B-oxidace mastnych kyselin s vyznacenymi enzymy (Cerven¢)

souvisejicimi s DMP (detailni popis viz kapitola 2.1.4.2). Vn&jsi mitochondrialni
membrana (MM1), vnitini mitochondrialni membrana (MM2), acyl-CoA dehydrogenasa
MK s dlouhym (VLCAD), sttedné dlouhym (MCAD) a kraitkym (SCAD),
mitochondrialni  trifunkéni  protein (MTP), enoyl-CoA-hydratasa (LCEH/EH),
3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa (LCHAD/HAD), acetyl-CoA-C-acyltransferasa
(LCKAT, KAT), elektrony-pienasejici flavoprotein (ETF), elektrony prenasejici-
flavoprotenivova dehydrogenasa (ETFDH), ubichinon (Q), elektronovy transportni
fetézec (ETR). Obrazek autora vytvofeny na zékladé zdrojti uvedenych v kapitole 2.1.4.2.

Stejné jako u DMP spojenych s pfenosem mastnych kyselin do matrix mitochondrie

predstavuji DMP B-oxidace mastnych kyselin riziko predevSim pii delSim hladovéni a

stavech zvySenych energetickych narokd (Wanders et al., 1999). Mezi typické klinické

prezentace této skupiny onemocnéni patii jaterni disfunkce projevujici se hypoketotickou

hypoglykemii a ptiznaky Reyova syndromu (metabolicka encefalopatie). Mezi dalsi

ptiznaky patii srdecni projevy jako hypertroficka kardiomyopatie a arytmie (Merritt et

al., 2018). Deficience enzymu B-oxidacni drahy se mize projevit také v pozd&jsim veku

a je obvykle indukovana pfi intenzivnim fyzickém vykonu, nebo del§im hladovéni a

projevuje se myopatii, ¢i rhabdomyolyzou (Rinaldo a Matern, 2002). Spolehlivymi

biomarkery onemocnéni jsou volné acylkarnitiny, pfiCemz zvySena koncentrace
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acylkarnitinti s del$im fetézcem a nekolika dvojnymi vazbami (C14:1, C14:2) odpovida
profilu deficience VLCAD, zvySené acylkarnitiny C8, C10 a C10:1 odpovidaji profilu
deficience MCAD a zvysena koncentrace butyrylkarnitinu (C4) je typickym markerem
deficience SCAD. Deficience MTP ¢i podjednotky LCHAD se projevuje zvySenymi
hydroxyacylkarnitiny C16-OH a C18:1-OH (Rashed et al., 1995; Jones a Bennett, 2017)

2.2.2.3 Deficience  Acyl-CoA-dehydrogenasy = mastnych  Kkyselin
s kratkym retézcem (SCADD)

Jedna se o autosomalné recesivni onemocnéni charakterizované mutaci v genu ACADS,
kterd zplsobuje deficienci acyl-CoA-dehydrogenasy mastnych kyselin s kratkym
fetézcem. Prevalence tohoto onemocnéni se pohybuje mezi 1:35000 az 1:50000 (Tonin
et al., 2016), pricemz zvySend prevalence byla pozorovana v nékterych etnickych
skupinach jako jsou askenazsti zidé (Tein et al., 2008) ¢i romové na Slovensku (Lisyova
et al., 2018). Vzhledem k vysokému mnozstvi asymptomatickych jedinci, nedostatec¢né
znalosti moznych 1é¢ebnych opatfeni a absenci dlouhodobych studii zamétenych na
jedince s defektem SCAD neni tato DMP typicky zahrnuta do NBS programa (van
Maldegem et al., 2006). SCADD byla zahrnuta do nékolika pilotnich rozsitenych
screeningovych programti v USA a Australii (Wilcken et al., 2003) a nov¢ také na
Slovensku (Dluholucky a Knapkova, 2017). Oproti typickym hodnotam prevalence této
choroby byla na Slovensku stanovena prevalence SCADD v majoritni populaci na 1:9745
a Vromské menSiné na 1:1000, coz znamend, Ze¢ SCADD je nejfrekventovanéjsi

metabolickou poruchou této etnické skupiny (Dluholucky a Knapkova, 2017).

2.2.2.31 Enzym acyl-CoA-dehydrogenasa mastnych Kkyselin

s kratkym retézcem

SCAD je flavoproteinova dehydrogenasa, ktera je kodovana jadernym genomem,
pii¢emz prekursorovy protein syntetizovany v cytosolu obsahuje na N-konci signalni
peptidovou sekvenci (24 aminokyselin), diky niz je translokovan do mitochondrie (Naito
et al., 1989). Rentgenostrukturni analyzou krystalu krysiho enzymu SCAD (struktura
lidského enzymu je popsana v databazich, nicméné studie nebyla publikovana) bylo
zjisténo, ze se jedna o homotetramer (dimer z dimer() o molekulové hmotnosti 168 kDa

s vysoce konzervovanou strukturou v porovnani s bakterialni obdobou toho enzymu ¢i s
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MCAD (Battaile et al., 2002). V aktivnim mist¢ enzymu figuruje aminokyselinové
residuum kyseliny glutamové v pozici 368 jako katalyticka baze iniciujici
dehydrogenasovou reakci, pii¢emz mutace ménici smysl kodonu z Glu 368 na Gln ¢i Ala,
vede Ke ztrat¢ enzymové aktivity (Kim et al., 1994). Kazda monomerni jednotka obsahuje
nekovalentné vazanou molekulu FAD, ktera je stézejni pro spravné slozeni proteinu

(Nagao a Tanaka, 1992) (Obr. 5).

Obr. 5 Molekularni struktura lidského enzymu SCAD. A tetramerni struktura s barevné
odlisenymi monomernimi fetézci a Cervené zvyraznénym kofaktorem FAD. B detail na
jednu monomerni jednotku s oznacenim sekundarni struktury: alfa-helix (zeleng), beta
listy (modie), smycky (zlut¢), kofaktor FAD (Cervené) a katalytické residuum Glu-368
(fialov€). Obrazek autora vygenerovan a upraven v programu PyMol, struktura byla
stazena z databaze UniProt (kod P16219).

2.2.2.3.2 Geneticka a molekularni charakterizace SCADD

Lidsky gen ACADS se nachazi na chromosomu 12 (pfesna lokalizace 12024.31), obsahuje
10 exoni a celkové 1239 nukleotidi  (dle  databaze  KEGG:
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?hsa:35). Momentalné bylo popsano vice

nez 70 vzacnych a 2 bézné mutace v genu ACADS a z vétSiny se jednd o bodové
substitu¢ni ,,missence* mutace (Gregersen et al., 1998; Corydon et al., 2001; Pedersen et
al., 2008; Kimet al., 2016; Tonin et al., 2016). Mezi bézné mutace v genu ACADS fadime
mutaci ¢.511C>T (p.Argl71Trp) s 3-8% vyskytem v populaci a c.625G>A (p.Gly209Ser)
s 21-26% vyskytem v populaci (Nagan et al., 2003; Pedersen et al., 2008). Tyto mutace
samy o sobé& souviseji s klinickou manifestaci SCADD pouze v kombinaci s dal§imi
faktory (environmentalni, genetické), anebo v piipadé slozené heterozygotyzity

s nékterou ze vzacnych patologickych variant genu (Gregersen et al., 1998). Jako piiklad
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patogenni mutace lze uvést ¢.136C>T (p.Argd46Trp) a ¢.319C>T (p.Argl07Cys), které
byly identifikované v kombinaci s béznymi mutacemi (Gregersen et al., 1998) ale také u
stejného pacienta — piipad slozené heterozygozity (Naito et al., 1990). N¢které nejéastéji
se vyskytujici bézné a patologické mutace jsou uvedeny na obrazku (Obr. 6). V nedavné
dobé¢ byla registrovana vysoka frekvence (64 % z 56 testovanych novorozencit) vzacné
dele¢ni mutace ¢.310_312delGAG (p.Glu104del) u novorozenct testovanych ve studii na
Slovensku (Lisyova et al., 2018) a celkové byla SCADD diagnostikovana 85 %

testovanym novorozenctim romské etnicity.

A B

p-Arg171Trp

p.Gly209Ser

p-Arg46Trp p.Glu104del

Obr. 6 Molekularni struktura lidské SCAD s vyzna¢enim nékterych doposud popsanych mutaci
souvisejicich se SCADD. Bézné mutace (modre), patogenni mutace (Cerven¢) a patogenni
delecni mutace (fialoveé). Obrazek autora vygenerovan a upraven v programu PyMol,
struktura byla stazena z databaze UniProt (kod P16219) a informace o mutacich byly
ptevzaty z (Nochi et al., 2017) a zdrojt uvedenych v kapitole 2.1.4.3.2.

Zminéné mutace byly nalezeny také u dalsich pacientd (Corydon et al., 2001; Tein
et al., 2008) a z molekularnich studii isolovanych mitochondrii vyplyva, Ze tyto a jim
podobné mutace nezplsobuji zménu aktivniho, ¢i vazebného mista enzymu, nybrz
dochazi k normalni produkei a translokaci prekurzorového proteinu do mitochondrie a az
nasledné je protein po neuspésném slozeni proteolyticky degradovan (Pedersen et al.,
2003; Schmidt et al., 2011). Molekuly $patné slozeného proteinu mohou také agregovat
s dal§imi proteiny v mitochondrii a zvySovat koncentraci reaktivnich kyslikovych
radikal,, coz ma za nasledek chronicky oxidac¢ni stres v buiice (Pedersen et al., 2003;

Olsen et al., 2015)
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2.2.2.3.3 Diagnostika a biomarkery onemocnéni SCADD

Biochemické markery onemocnéni SCADD zahrnuji zvysSené koncentrace kyseliny
ethylmalonové (EMA), methylsukcinatu a butyrylglycinu vmoci a v plasmé je
pozorovana vyssi koncentrace butyrylkarnitinu (Corydon et al., 1996). Methylsukcinat je
v moci detekovan piedevsim v pfipadech metabolického stresu (hladovéni, oxidacni
stres) jako produkt hydrolyzy methylmalonylu-CoA, ktery vznika isomerizaci
ethylmalonylu-CoA za katalyzy methylmalonyl-CoA-mutasou (EC 5.4.99.2) (Bhala et
al., 1995) a shrnujici schéma je uvedeno na obrazku (Obr.7). Mezi dalsi metabolomické
parametry, které by mély byt stanoveny pro jasnou diagnostiku SCADD, patii profil
organickych kyselin v moci, profil acylkarnitini Vv plasm¢é a koncentrace karnitinu
v plasm¢ (Jethva et al., 2008). Ribes et. al. (1998) uvadgji, ze se koncentrace mnohych
biomarkert zvysuje az pii stresovych situacich (stres, hladovéni, nemoc) a bez téchto
stavi se metabolicky profil jevi bez indikace SCADD. Samotny nélez vysoké koncentrace
EMA v moc¢i nelze brat jako definitivni potvrzeni diagnézy SCADD, protoze existuje
vice onemocnéni projevujici se ethylmalonovou acidurii jako naptiklad: EMA
encefalopatie (Nowaczyk et al., 1998) ¢i glutarova acidurie druhého typu (Saral et al.,
2018).

« chronicky oxidativni stres \

* lipidova peroxidace

* oxidace proteind

* mitochondrialni dysmorfie

+ intenzivni déleni
mitochondrii

* cytotoxické podminky _/

A
P L « Spatné SI{?ZEW . ‘ Agregace
lﬁAch-CoA-hydrolasa i | Propionyl-CoA-karboxylasa! o protein
S b e mmeeaas *
. Citratovy
< cyklus
Ketogeneze

LCFA

Butyrylglycin Butyrylkarnitiné

Obr. 7 Schéma alternativnich biochemickych pfemén butyryl-CoA s vyznacenymi
patobiochemickymi diisledky SCADD (v plnych ¢ervenych obdélnicich). Prislusné
enzymy jsou ohranieny obdélnikem s prerusovanou carou a dale jsou uvedeny
metabolity zvySené v moci (Zluté obdélniky) a krvi (¢erveny obdélnik s pferusovanou
¢arou). Schéma je ptevzato, upraveno a doplnéno dle (Nochi et al., 2017). Detailni
popis viz kapitoly 2.1.4.3.32a2.1.4.3.4.
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2.2.2.3.4  Klinické projevy a patofyziologie onemocnéni SCADD

Klinické projevy SCADD jsou individualni a rozmanité, ale obecné je Ize shrnout jako
metabolickou acidézu, ketotickou hypoglykemii, letargii a epilepsii. Mezi obvyklé nalezy
u pacientli s deficienci enzyml zapojenych do B-oxidace MK patii hypoketoticka
hypoglykémie, rhabdomyolyza ¢i kardiomyopatie, nicméné tyto projevy nelze radit za
bézné u pacientl s onemocnénim SCADD (Jethva et al., 2008). Birkebaek et al. (2002)
prezentuji kazuistiku 14mési¢niho chlapce (pacienta s onemocnénim SCADD)
s hypoglykémii, ale také ketonurii poukazujici na to, ze SCADD nemusi mit nutné vliv
na tvorbu ketolatek. Je pravdépodobné, Ze B-oxidace mastnych kyselin se stiedné
dlouhym a dlouhym fetézcem poskytuje dostatek redukovanych ekvivalenti NADH a
acetyl-CoA pro tvorbu ketolatek.

Dalsim projevem odlisujicim SCADD od jinych poruch B-oxidace MK je
opozdény vyvoj pacientit (Bhala et al., 1995). Spekuluje se, ze kliCovym metabolitem
zpusobujicim patogenezi SCADD je pravé jeden z markeri této choroby — kyselina
ethylmalonova. EMA, ktera ma vliv na fyziologické procesy na molekularni tirovni jako:
inhibice aktivity elektronového transportniho fetézce (in vitro) (Barschak et al., 2006) ¢i
inhibice aktivity pouze mozkového isoenzymu kreatinkinasy (CK-1, EC 2.7.3.2)
(Gregersen et al., 1998) a zvysena peroxidace lipidti v mozkové kiife a kosternim svalstvu
(Schuck et al., 2015). EMA neprostupuje hematoencefalickou bariérou, nicméné muize
vznikat z butyryl-CoA =za katalyzy propionyl-CoA-karboxylasou (EC 6.4.1.3) a
acyl-CoA-hydrolasou (EC 3.1.2.1) v astrocytech (Nochi et al., 2017). Samotny butyrat
prostupuje hematoencefalickou bariérou a pfi zvySené koncentraci figuruje jako
modulator genové exprese inhibici histondeacetylasy (Chen et al., 2003). Vsechny
faktory zminéné v tomto odstavci ukazuji na komplexni pfi¢inu opozdéni neurologického

vyvoje novorozencu se SCADD.

2.3 Metabolomika

Metabolomika je védni obor zabyvajici se metabolismem, tedy procesy spojenymi se
ziskem energie, preménou latek a organizaci téchto reakci do vzdjemné propojenych
metabolickych drah. Metabolom je komplexni sada nizkomolekularnich latek (obvykle o
hmotnosti niz8i nez 1000 Da), které se pfimo ucastni metabolické premény, piicemz se

muze jednat o latky extra- i intracelularni (Ivanisevic a Thomas, 2018). Genomika nam
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dava informaci o tom, jaké geny mohou byt exprimovany a co mizeme v organismu
oc¢ekavat. Proteomika udava jaké geny (nesouci informaci o proteinech) se exprimovaly
a co se v burice doopravdy vyskytuje za funkéni ¢i strukturni proteiny. Metabolomika
nam vSak déva informaci o tom, co tyto exprimované funkc¢ni proteiny doopravdy
metabolicky pfemeénily (Ci transportovaly), pfipadné zdali byly inhibovany. Studiem
metabolismu dostdvame informaci o aktuadlnim déni v buiice, jelikoz aktudlni ptitomnost
a koncentrace jednotlivych metabolitd neodrdzi pouze moznosti genové exprese, Ci
pfitomnost proteind, ale informuje nas o tom, jaky mohla mutace genu, C¢i
environmentalni faktory mit na aktualni stav v bunce vliv (Obr. 8). Metabolomika je
z jednotlivych ,,omickych® pfistupii nejkomplexnéj$i uz jen ztoho divodu, ze se
nemiizeme spoléhat na 4 nukleotidy nebo 20 béZzn¢ se vyskytujicich proteinogennich
aminokyselin, ale nalézame plejadu rizné¢ modifikovanych a navzajem konjugovanych

metabolitd (Musilova a Glatz, 2011).
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Obr. 8 Schéma ,,omickych* oborti poukazujici na komplexni provazanost viech urovni od DNA
az po samotné projevy fenotypu. Metabolity mohou figurovat jako aktivatory/inhibitory
proteind a potazmo jako regulatory exprese gent.. Obrazek autora.

2.3.1 Lipidomika

Jedno znové se rozvijejicich odvétvi metabolomiky ptedstavuje lipidomika — obor

zabyvajici se kvalitativni a kvantitativni analyzou lipida v biologickych vzorcich. Diky
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velmi intenzivnimu zdokonalovani hmotnostnich analyzatorii a separacnich technik je
mozné metabolické analyzy jeste vice konkretizovat na dalsi pfislusné ,,omické* odvétvi
jako je jiz zminéna lipidomika (Wenk, 2005), nebo glykomika (Hart a Copeland, 2010).
Lipidy tvoii majoritni komponentu vSech biologickych membran, slouzi jako zadsobarna
energie pro organismus a dale také zastdvaji funkci signdlnich molekul. Pfitomnost
nékterych lipidi v biologickych vzorcich nam miize pfinést podstatné informace o
zdravotnim stavu pacienta, prib¢hu 1€cby, nebo muze dokonce slouzit jako biomarker
urcitého onemocnéni. Lipidomicky profil (¢i konkrétni lipidové individuum) miize byt
charakteristicky pro nejriznéj$i onemocnéni jako: rakovina (Patel et al., 2014),
kardiovaskularni onemocnéni (Kostara et al., 2014; Dai et al, 2018) ¢i
neuropsychiatrické poruchy (Panchal et al., 2014; Lam et al., 2014).

Velka strukturni variabilita lipidi mulze byt znaénou komplikaci pii
vyhodnocovani vysledku lipidomickych analyz, a proto byl zaveden klasifika¢ni systém,
ktery rozdéluje lipidy do nékolika tfid (viz kapitola 2.3.1.1) (Fahy et al., 2005).
Piedpoklada se, ze mezi lipidy lze fadit 10-100 tisic chemickych individui (Wenk, 2010),
pficemz v lidské plasmé bylo Uspé$né kvantifikovano pies 500 lipidovych individui

(Quehenberger et al., 2010).

2.3.1.1 Chemicka struktura lipidi a jejich klasifikace

Jako lipidy oznacujeme skupinu latek obecné hydrofobnich a rozpustnych v nevodnych
organickych rozpoustédlech, nicméné nelze obecné definovat jejich chemickou strukturu.
Na rozdil od protein ¢i nukleovych kyselin jsou lipidy z chemické podstaty velmi
heterogenni skupinou metabolitd a je pro né potfeba dodrzovat standardizovany
klasifikacni systém. Fahy et. al (2005) ptedstavili klasifikacni systém, ktery lipidy
rozdéluje do celkem osmi skupin a to na: acyly mastnych kyselin (FA), glycerolipidy
(GL), glycerofosfolipidy (GP), sfingolipidy (SP), sterolové lipidy (ST), prenolové lipidy
(PR), sacharolipidy (SL) a polyketidy (PK). Kazda z téchto skupin je déle rozdélena na
nékolik tfid, které mohou byt dale tfidény a vzhledem ke komplexni organizaci je toto
¢lenéni zavedeno v online databazi LIPID MAPS Structure database (LMSD), ktera ¢ita
43659 unikatnich lipidovych struktur (k datu 16.11.2019) (Sud et al., 2007).

Protoze stézejni metodou lipidomické analyzy je hmotnosti spektrometrie, byl za
ucelem srovnatelnosti pouZzité nomenklatury v jednotlivych studiich zaveden

zjednoduSeny systém pro tvorbu nazvu lipida (Liebisch et al., 2013):
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e Prvni ¢ast nazvu lipidu obsahuje zkratkovité oznaceni skupiny, nésleduje ¢islo
odpovidajici celkovému poc¢tu uhlikovych atomt a dvojteCka za niz je Cislo
ptredstavujici pocet dvojnych vazeb.

e Konkretizace nazvu lipidu musi odpovidat moznostem analyzy: naptiklad pozice
dvojné vazby na acylu mastné kyseliny se v nazvu lipidu vyskytuje pouze tehdy,
pokud je to v moznostech metody.

e Za zkratkou skupiny lipidu je v zavorce uveden celkovy pocet uhlikii acylovych
fetézcli a pocet dvojnych vazeb ve formatu (XX:YY) (pocet uhlikti:pocet
dvojnych vazeb). Pokud je znamo kolik uhlikii a dvojnych vazeb je na kazdém
samostatném acylovém fetézci meéni se format na (XX:YY XX:YY). Pokud je
znama presna pozice acyll pak se znak _méni na / a acyl na pozici sn-1 je uveden
pfed lomitkem a sn-2 za lomitkem (XX:YY/XX:YY) pro lipidy s tfemi
substituenty je za druhym lomitkem uvedena kompozice acylu na pozici sn-3
(XXYYIXX:YYIXXYY).

e Detailni struktura lipidu vcetné stereochemie je v souladu s nomenklaturou
databaze LIPID MAPS.

V nasledujicich kapitolach bude rozebréna struktura lipid v jednotlivych skupinach a

jejich biochemicka dilezitost s ohledem na metabolismus a patobiochemii ¢lovéka.

2.3.1.11  Acyly mastnych kyselin (FA)

Tato skupina predstavuje dilezity stavebni kdmen dalSich skupin lipidQ, v nichZ se
mastné kyseliny (FA) vazou pfevazné esterovou, amidovou, ¢i etherovou vazbou. Mimo
vazané FA zde fadime mastné kyseliny ve volné formé (free fatty acid — FFA ¢i pouze
FA) a nalezneme zde také velké mnoZstvi biologicky aktivnich zastupct jako:
leukotrieny, thromboxany, kyselinu lipoovou, biotin, kyselinu jasmonovou,
acylkarnitiny, acyladenylaty a acylCoA (Fahy et al., 2005).

Pokud je na mastné kyselin¢ v nezndmé pozici ketoskupina, zapis ndzvu by mél byt
uveden jako: FA XX:YY_O (O je oznaceni pro ketoskupinu) a v piipadé ptesné znamé
pozice ketoskupiny je nazev pozménén na: FA XX:YY(ZO), kde Z odpovida poradi
uhliku, na némz se ketoskupina nachdzi. Obdobné se oznacuji i dal$i substituenty jako

hydroxylova skupina (OH), nebo methylova skupina (Me). Oznaceni mastné kyseliny se
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muze lisit podle toho, jak konkrétni informaci o jeji struktuie 1ze danou metodou zjistit

(viz Obr. 9) (Liebisch et al., 2013).

(1) FA (312) (2) FA 20:0

(3) FA 16:0_Me4 (4) FA 16:0(3Me,7Me,11Me,15Me)

Obr. 9 Ruzna nomenklatura pro oznaceni kyseliny 3,7,11,15-tetramethylhexadekanové podle
pravidel dle (Fahy et al., 2005) a (Liebisch et al., 2013) se vzristajici konkretizaci nazvu
této kyseliny. (1) nejjednodussi specifikace FA naptiklad hmotnostnim spektrometrem
S nizkym rozlisenim, kdy ¢islo v zavorce odpovida nominalni hmotnosti lipidu v Da, (2)
konkrétni specifikace poétu uhlikGi a poétu dvojnych vazeb FA, (3) informace o
substituentech na fetézci FA, (4) kompletni ndzev popisuyjici strukturu FA dle databaze
LIPID MAPS. Nazvy 1-3 odpovidaji také jinym FA a pouze nazev 4 zcela popisuje
strukturu vyobrazené FA.

2.3.1.1.2  Glycerolipidy (GL)

Zastupci této skupiny lipidi predstavuji zdkladni slozky zasobniho tuku a dale se podileji
na bunécné signalizaci. Jedna se o vSechny lipidy jejichz zékladni kostru tvoii glycerol,
ktery je mono-, di-, ¢i tri-substituovan estery mastnych kyselin (acylglyceroly), ethery
triacylglyceroly (TG), diacylglyceroly (DG) a monoacylglyceroly (MG) (Obr. 10). Mimo
svou funkci jako molekuly energetické zasoby jsou triacylglyceroly spojeny s fadou
metabolickych a patobiochemickych déji jako je obezita, aterosklerdza, insulinova
rezistence a kardiovaskularni choroby (Talayero a Sacks, 2012; Berglund et al., 2012;
Hegele et al., 2014). Diacylglyceroly figuruji jako sekundarni poslové allosterickou
aktivaci proteinkinasy C (EC 2.7.11.13) (Newton, 1997), jsou spojovany s insulinovou
resistenci (Timmers et al., 2008) a slouzi jako stavebni kamen pro glycerofosfolipidy
(kapitola 2.3.1.1.3) (Holmsen et al., 1992). Monoacylglyceroly aktivuji sekreci inkretini
ve stieveé (Hansen et al., 2011) a jsou intenzivné zkoumany pro potencialni terapeutické
vyuziti v 1é¢bé obezity a sttevniho zanétu (Hansen a Vana, 2019). Pokud je jeden z estert

mastné  kyseliny VTG nahrazen ethericky vazanym fetézcem vznikaji
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diacylglycerylethery (DAGE), které jsou terapeuticky zajimavé pro své imunitu

stimulujici, protirakovinné a dalsi fyziologické u¢inky (lannitti a Palmieri, 2010).

MG 0 TG O O

DG DAGE R,

OYO OYO
Rz R,

Obr. 10 Chemicka struktura vybranych zastupct glycerolipidd (GL) zahrnujici:
monoacylglyceroly (MG), diacylglyceroly (DG), triacylglyceroly (TG) a
diacylglycerylethery (DAGE). Obrazek autora inspirovany strukturami v databazi
LMSD (Sud et al., 2007).

2.3.1.1.3 Glycerofosfolipidy (GP)

Jedna se o nejpocetnéjsi skupinu lipidi (obsahujici 21 tfid a 117 podtiid), které na zakladé
chemické struktury ,poldrni hlavice* rozliSujeme nejdilezitéjsi  zastupce:
fosfatidylcholiny (PC), fosfatidylethanolaminy (PE), fosfatidylglyceroly (PG),
fosfatidylseriny (PS) a fosfatidylinositoly (PI) (Obr. 11). Glycerofosfolipidy ptredstavuji
zaklad vSech bunécnych membran, jsou zapojeny v signalnich drahach, reguluji zanétlivé
procesy a stile se objevuji jejich dalsi funkce v lidském organismu. Zatimco
fosfatidylcholiny a v mensi mife fosfatidylethanolaminy jsou pfitomny ve vSech
bunéénych membranach, kardiolipin je specificky vyhradn€ pro mitochondridlni
membrany a sfingolipidy (SP; kapitola 2.3.1.1.4) pak nalézdme v membranach golgiho
aparatu a endoplasmatického retikula. Nerovnomérna distribuce fosfatidylserint
V plasmatické membrané¢ (PM) pilisobi celkovym zipornym nabojem na wvnitini
(cytosolické) strané¢ PM, zatimco na vnéjsi (extracelularni) strané se nachazi neutralné
nabit¢é PC a SP. (van Meer et al.,, 2008). Az 30 % Sedé kliry mozkové je tvofeno
1-stearoyl-2-docosahexanoyl-sn-glycerofosfatidylserinem (PS 40:6, PS 18:0/22:6),
pti¢emz jeho snizujici se koncentrace v myelinovych membranach souvisi se starnoucimi

¢i patologickymi procesy v mozku a exogenni suplementace tohoto PS zpusobila u
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starSich jedincl vyrazné zlepSeni v testech paméti, uceni, verbalniho projevu a pozornosti
(Kato-Kataoka et al., 2010; Vauzour et al., 2017). Fosforylované PI figuruji jako kotvici
molekuly pro enzymy signaliza¢nich kaskad na vnitini strané PM a také se signalizace
samy ucastni Stépenim na DG a inositol-1,4,5-trifosfat za katalyzy fosfolipazou C
(EC 3.1.4.3), které dale funguji jako sekundarni poslové. PE jsou prekursorem
endogenniho kanabinoidu anadamidu (Jin et al., 2007) a Gcastni se procest ferroptozy,
coz je specificky druh programované bunécné smrti s potencidlnim vyuzitim
v alternativni 1é¢b¢ rakoviny (Kagan et al., 2017). PG jsou dulezitou soucasti plicniho
(Numata et al., 2010) a v pfipadech chronickych zanéti PG snizuji negativni vliv

oxidativniho stresu v mitochondriich inkorporaci do vnitini mitochondridlni membrany

(Chen et al., 2018).
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Obr. 11 Chemicka struktura vybranych zastupct glycerofosfolipidd (GP) zahrnujici:
fosfatidylethanolaminy (PE), fosfatidylcholiny (PC), fosfatidylseriny (PS),
fosfatidylglyceroly (PG), kyselina fosfatidova (PA) a fosfatidylinositoly (PI). Obrazek
autora inspirovany strukturami v databazi LMSD (Sud et al., 2007).

Mimo GP s dvéma esterové vazanymi acylovymi fetézci se vSak hojné vyskytuji
také dalsi typy vazeb fetézce na glycerolovou kostru. GP s ethericky vazanym alkylovym
fetézcem v pozici sn-1 a esterové vazanym acylovym fetézcem V pozici Sn-2 se nazyvaji
plasmanyly a pokud je vpozici sn-1 ethericky navazana aleknylova skupina

(vinyl-etherova vazba) hovofime o plasmenylech. Ob¢ skupiny se souborné nazyvaji
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plasmalogeny a mezi nejcastéjsi zastupce patfi
plasmenyl/plasmanyl-choliny/ethanolaminy (viz. Obr. 12) (Wanders a Brites, 2010).
Plasmalogeny jsou dulezité¢ slozky lipidovych raft, ucastni se bunécné signalizace,
funguji jako aktivatory desti¢ek (Zimmerman et al., 2002) a v nedavné dobé se prokazala
asociace zmény metabolismu plasmalogent s vyvojem rakoviny (Nagan et al., 2003;
Messias et al., 2018). Hydrolyzou acylu v pozici sn-1 ¢i sn-2 piislusného PC ¢i PE
vznikaji lysofosfolipidy (LP), nejcastéji se jedna o lysofosfatidylcholiny (LPC) a
lysofosfatidylethanolaminy (LPE) a dle typu vazby fetézce v pozici sn-1 rozliSujeme
jejich plasmalogenové derivaty (viz. Obr. 12) (Liebisch et al., 2013). LP jsou spojovany
s vyvojem zanétu (Rivera a Chun, 2008), obezity (del Bas et al., 2016) a mohly by také
slouzit jako biomarkery brzké aterosklerdzy (Yan et al., 2019)
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Obr. 12 Chemicka struktura vybranych zastupct plasmalogenu a lysofosfolipidi (LP) zahrnujici:
plasmenyl-ethanolamin/cholin (PE-P, PC-P), plasmanyl-ethanolamin/cholin (PE-O, PC-
0), lysofosfatidylethanolaminy (LPE), lysofosfatidylcholiny (LPC),
lysoplasmenyl-ethanolamin/cholin  (LPE-P, LPC-P), plasmanyl-ethanolamin/cholin
(LPE-O, LPC-0). Obrazek autora inspirovany strukturami v databazi LMSD (Sud et al.,
2007).
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23.1.1.4 Sfingolipidy (SP)

Zékladni strukturu sfingolipidii tvofi sfingoidni baze (alifaticky aminoalkohol), ktera
vznikd na membrané endoplasmatického retikula konjugaci serinu s palmitoyl-CoA za
katalyzy enzymem serinpalmitoyltransferasou 1 (EC 2.3.1.50) (Han et al., 2009).
Vysledny sfingosin je dale metabolicky modifikovan acylaci pies volnou aminoskupinu
amidovou vazbou za vzniku ceramidi (Cer), fosfosfingolipidi — sfingomyelini (SM;
vazba kyseliny fosforecné a cholinu pres terminalni hydroxyskupinu) a glykosfingolipida
— cerebrosidii (HexCer; vazba sacharidu pies terminalni hydroxyskupinu) (Gordon,
2003). Sfingomyeliny se vyskytuji v bunéénych membranach, a to piedev§im
v ¢ervenych krvinkach (Liao et al., 2018) a nervovych buiikach (Ramstedt a Slotte, 2002)
a jejich hydrolyzou za katalyzy enzymem sfingomyelinasou (EC 3.1.4.12) vznikaji
ceramidy, které se ti¢astni signalnich drah spojenych s apoptoézou, zdnétlivymi procesy a
stresovymi podminkami (Obeid et al., 1993; Hannun, 1996; Spiegel a Milstien, 2003).
Cerebrosidy se déli na dvé zakladni skupiny glukocerebrosidi a galaktocerebrosidi,
pficemz druhé zminéné jsou majoritni lipidovou komponentou myelinovych membran,
kde zajistuji rychlost saltatorni kondukce nervovych vzruchd (Neishabouri a Faisal,
2014).
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Obr. 13 Chemicka struktura sfingolipida: sfingosin (S), ceramidy (Cer), sfingomyeliny (SM),
gluko/galaktocerebrosidy (HexCer). Obrazek autora inspirovany strukturami v databazi
LMSD (Sud et al., 2007).

2.3.1.15 Prenolové lipidy (PR) a sterolové lipidy (ST)

Prenolové lipidy jsou rozdéleny na zakladé poctu zakladnich stavebnich jednotek —

pctiuhlikatych prekurzori isopentenyldifosfatu (€i dimethylallyldifosfatu), ze kterych
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jsou slozeny. Isopentenyldifosfat a jeho izomer dimethylallyldifosfat vznikaji
z acetyl-CoA a acetoacetyl CoA mevalonatovou drahou (MVA) (Goodman a Popjak,
1960). Dale jsou pétiuhlikaté prekurzory repetitivné pfipojovany ptisluSnymi synthasami
za vzniku geranyldifosfatu (C10) a farensyldifosfatu (C15). Kondenzaci dvou molekul
farensyldifosfatii za katalyzy skvalensynthasou (EC 2.5.1.21) vznik4 skvalen (C30),
jehoz cyklizaci, oxidaci a dalsi prestavbou vznika cholesterol (Beytia et al., 1969;
Kuzuyama a Seto, 2003).

Prenolové lipdy jsou dilezité v procesech prenylace proteind za ucelem jejich
ukotveni v membrané (napftiklad skupina malych signalnich GTPas z rodiny Rho a Ras)
(Hodges-Loaiza et al., 2011). Dale se do této skupiny lipidi tfadi také chinony a
hydrochinony (ubichinony, vitamin E, vitamin K) a déle také polyprenoly. Polyprenoly
nalézame jak u bakterii, u nichz se podileji na syntéze extracelularnich polysacharidii (ve
struktute peptidoglykanu), tak u zivocisnych bunék, kde se setkame naptiklad s dolicholy
(membranové kotvy pro syntézu oligosacharidii) (Rip et al., 1985).
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Obr. 14 Chemicka struktura prenolovych lipida (PR): isopentenyldifosfat (IPP),
dimethylallyldifosfat (DMAD, geranyldifosfat (GPP), farensyldifostat (FPP),
skvalen. Struktury byly stazeny z databaze LMSD (Sud et al., 2007).

Steroly a derivaty cholesterolu se bunéénych membranach podileji na tvorbé
lipidovych ostravkl — raftil, které mohou slouzit jako fixace pro membranové proteiny,
napftiklad receptory spojené s diferenciaci burnky, ¢i s bunéénym s transportnim systémem
(Brown a London, 1998). Dale v této skupiné nachazime zastupce steroidnich hormoni
jako Cig estrogeny, Cio androgeny (zde tfadime testosteron a androsteron) a Co
(progesterony, glukokortikoidy a mineralokortikoidy) (Tsai a Omalley, 1994). Dalsimi
neopomenutelnymi zastupci této skupiny jsou sekosteroidy (vitamin D) a zluCové

kyseliny. Pfipojenim acylového fetézce FA esterovou vazbou pies hydroxyskupinu
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cholesterolu vznikaji cholesterylestery (CE), jejichz metabolismus je spojovan
s uskladnénim cholesterolu v burice, ale také s patobiochemickymi mechanismy

kardiovaskularnich chorob a rakoviny (Tosi a Tugnoli, 2005; Gerl et al., 2018).

Cholesterol CE

Obr. 15 Chemicka struktura cholesterolu a cholesterylesteru (CE). Obrazek autora inspirovany
strukturami v databazi LMSD (Sud et al., 2007).

2.3.1.1.6 Sacharolipidy (SL) a polyketidy (PK)

V sacharolipidech je glycerol nahrazen sacharidem, na jehoz hydroxylové skupiny jsou
navazany zbytky mastnych kyselin, ¢i jinych derivata (Fahy et al., 2005). Za jedny
z nejznaméjsich sacharolipidii Ize povazovat acylované glukosaminy — prekursory
lipidu A, ktery slouzi jako kotvici komponenta lipopolysacharidii ve vnéj$i membrané
gram-negativnich bakterii (Raetz a Whitfield, 2002).

Polyketidy piedstavuji nejriiznorod¢jsi skupinu lipidit z pohledu struktury a také
ztoho divodu, Ze do této kategorie latek spadaji rovnéz polyethery, polyfenoly,
makrolidy a dalsi metabolity pochdzejici z jednoduchého prekurzoru — kyseliny octové.
Lidsky metabolismus neni schopen syntetizovat sloZité polyketidové lipidy, ale hraji pro
né&j dualeZitou roli jako farmaceutika: antibiotika, cytostatika, anticholesteremika, a dalsi
(Hertweck, 2009). Existuji taky endogenni polyketidy syntetizované symbiotickymi
organismy stfevni mikroflory, které podléhaji intenzivnimu vyzkumu (Donia a

Fischbach, 2015; Garcia-Gutierrez et al., 2019).

2.4 Metody lipidomické analyzy

Prvni pokusy o kvantitativni popis lipidomu se datuji vice nez Ctyficet let zpatky, kdy
byly analyzou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV detekci separovany a
analyzovany fosfolipidy, volné mastné kyseliny a lysofosfolipidy (Cooper a Anders,

1975; Gross a Sobel, 1980). Tyto techniky byly casové ndrocné a ptinasely vyznamné
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kumulativni odchylky diky vicekrokové piipravé a separaci a v neposledni fadé se
potykaly s nizkou citlivosti. V dne$ni dob¢& patii mezi hlavni analytickou techniku
V lipidomice hmotnostni spektrometrie (viz kapitola 2.4.3) obvykle ve spojeni
s kapalinovou ¢i plynovou chromatografii zajistujici efektivni separaci komplexnich
lipidovych smési (viz kapitola 2.4.2) (Holcapek et al., 2018). Potencialni vyuziti
nékterych technik jako nuklearni magnetické rezonance (NMR) (Li et al., 2017),
Ramanovy spektroskopie (RS) a infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FT-IR) (Matthaus et al., 2012) je také diskutovano piedevsim diky nedestruktivni
analyze vzorku (Jurowski et al., 2017b). Dulezitym piedpokladem pro lipdiomickou

analyzu je efektivni a selektivni extrakéni technika piipravy vzorku (viz kapitola 2.4.1).

2.4.1 Extrakéni techniky v lipidomické analyze

Ptiprava lipidového extraktu o dostatecné Cistoté a koncentraci je kritickym krokem
lipidomické analyzy. Od pocatki studia lipidi bylo pfedstaveno velké mnozstvi
extrak¢nich protokoll sestavajicich se obvykle ze dvou krokii: a) ptidavek extrakéniho
¢inidla dobfe misitelného se vzorkem (piedpokladame-li obsah vody ve vzorku), coz
zaru¢i dostateCnou interakci mezi rozpoustédlem a matrici vzorku, b) piidavek
organického ¢inidla ¢i jeho roztoku za vzniku dvou fazi za ucelem separace lipidové
frakce (organicka faze) od ostatnich slozek (vodna faze). Mezi dobie popsané a
V publikacich se vyskytujici protokoly patii extrakéni systémy: CHCl3:MeOH:H20
(Folch et al., 1957; Bligh a Dyer, 1959), Hexan:isopropanol:H2O (Hara a Radin, 1978) a
v nedavné dob¢ taky methyl-terc-butylether(MTBE):MeOH:H>O (Matyash et al., 2008).
V lipidomickych publikacich se ohledné¢ poméri jednotlivych slozek extrakénich
systémt nedochazi k obecnému konsensu a extrakéni efektivita téchto systémi se
neustale porovnava (Jurowski et al., 2017a).

Jako srovnatelnou alternativou k dvoufazovym extrakénim systémim se
vV nedavné dobé osveédcil jednofazovy systém isopropanol(IPA):H20 a to pfedevsim diky
snadnému provedeni, nizké toxicit€¢ (v porovndni s chlorovanymi alkany), nizkymi
ekonomickymi a Casovymi naklady, pfiCemz hodnoty navratnosti jsou pro vsechny
skupiny lipidt srovnatelné ne-li lepsi nez konven¢énimi extrakénimi systémy (Sarafian et
al., 2014; Calderon et al., 2019). Pouziti roztokt IPA je n€kdy kritizovano, jelikoz
extrakce jednofazovym systémem neni dostate¢né specifickd, nicméné za pouziti

chromatografické separace sreversni fazi eluuji polarni interferenty v prvni minuté
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analyzy, avSak vybér extrakéniho systému se odviji také od Cistoty samotného vzorku

(Jurowski et al., 2017a).

2.4.2 Separacni techniky v lipidomické analyze

K separaci lipida 1ze vyuzit plynovou chromatografii naptiklad k analyze celkovych
mastnych kyselin za ptfedpokladu jejich derivatizace na ptislusné estery s tou nevyhodou,
Zze timto preparativnim krokem dochazi ke ztrat¢ informace o intaktnich lipidech
(Quehenberger et al., 2011). Chromatografie na tenké vrstvé je vyuzivana piedevs§im
K preparativnim ucelim a izolaci lipidovych tfid, anebo s naslednym spojenim se
zobrazovaci hmotnostni spektrometrii (Goto-Inoue et al., 2009). Kli¢ovou separac¢ni
technikou v lipidomické analyze je kapalinova chromatografie, ktera nevyZzaduje
agresivni podminky pfipravy vzorku a diky velké variabilit¢ vyuzivanych kolon lze
docilit separace ,,usité na miru“ potfebam analyzy. Nejcastéji jsou vyuzivany kolony
sreversni fazi (RP), které umoziuji separaci lipidi na zakladé délky jejich acylovych
skupin a dale na zaklad¢ poctu a pozic dvojnych vazeb (Ovc¢acikova et al., 2016). Jinou
strategii je vyuziti kolon na principu hydrofilnich interakci (HILIC), které separuji lipidy
na zaklad¢ lipidovych tiid (dle charakteru ,,polarnich hlavic* lipidi) a jsou také vhodné
pro kvantitativni analyzu (Cifkova et al., 2015). Diky riznym moznostem RP a HILIC
kolon Ize vyuzit oba pfistupy ve dvoudimenzionalnim usporadani (Rampler et al., 2018;
Pham et al., 2019). Velké nadé¢je se vkladaji do superkritické fluidni chromatografie
(SFC) za vyuziti oxidu uhli¢itého jako mobilni fadze, nicméné 1 pies vyhody rychlé
analyzy, vysoké separacni efektivity a nizké spotieby organické mobilni faze se aplikace
SFC potyka s problémy se sensitivitou a rozsifovanim pikt (Lisa a Hol¢apek, 2015;
Chollet et al., 2019).

2.4.3 Hmotnostni spektrometrie v lipidomické analyze

Zasadni prulom v lipidomické analyze pfinesla hmotnostni spektrometrie, kterd spoc¢iva
vuréeni poméru hmotnosti kunaboji (m/z) ionizovanych atomi a molekul
Vv elektromagnetickém poli ve vakuu. Analyty musi byt nejprve ionizovany v plynné fazi,
k cemuz slouzi iontové zdroje. Kladné a zaporné ionty mohou vzniknout ionizaci samotné
molekuly (molekularni ionty) anebo vznikem aduktd s doprovodnymi slozkami vzorku

v

(aduktové ionty) (Gross, 2011). Mezi nejcast&jsi iontové zdroje vyuzivané v lipidomice
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patii mekké ionizacni techniky: ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) (schéma viz Obr. 16) (Gross, 2017b; Han a Gross, 2003).
Princip ESI spo¢iva v transformaci proudu kapaliny (z LC nebo piimé injekce) do
aerosolu nabitych kapicek pii pruichodu nabitou elektrodou (o napéti az 5 kV) ve tvaru
duté jehly. Na hrotu jehly vznikaji jednotlivé nabité kapicky, které se diky proudu
susiciho plynu (N2) vypafuji a tim dochazi k zvySovani poméru naboje K povrchu
kapicky. Jakmile tento pomér pfekona uréitou hranici dochazi k repulzi — Coulombické
explozi, pfi niz vznikaji jesté mensi kapicky a pfi opakovani tohoto procesu i jednotlivé
nabité atomy a molekuly (Siuzdak, 2004). Proud kapicek a posléze iontl je usmériiovan
do hmotnostniho analyzatoru zmlzujicim plynem a elektrostatickymi silami, proti nimz
proudi sus$ici plyn v ortogonalnim uspotradani (Hoffmann a Stroobant, 2007). ESI je
kompatibilni s pratoky do 1 ml/min a vyznaéuje se vysokou citlivosti ve smyslu
koncentrace analytu. Jako negativum ESI Ize uvést vliv matrice na tvorbu iontd, K némuz
dochazi pti koeluci konkurenénich latek ovliviujicich efektivitu ionizace a tvorbu
kapicek, coz vyusti v potlaceni nebo podpoieni (ion suppression / enhancement) tvorby
iontd (Mei et al., 2003). Tento efekt neni tak zasadni pii APCI diky jinému mechanismu
ionizace. Pfi APCI se proud kapaliny zmlzuje a prochéazi vyhtivanou keramickou trubici.
Plyn nésledné putuje k jehle o vysokém napéti, kde dochazi ke koronovému vyboji a
vzniku ionizované plasmy, ve které se pienasi naboj na analyt (Gross, 2011). APCI
vykazuje lep$i ioniza¢ni efektivitu pro nepolarni latky o molekulové hmotnosti do

1,5 kDa a vysokou citlivost ve smyslu hmotnosti analytu (Trufelli et al., 2011).

39



vst .
rozprasovac w APC' rozprasovaé vstup E SI

vyhf¥ivani

vyhf¥ivani

proud zmlZujici plyn
analytu/rozpoustédla Ll
r ESl jehla
usti analyzatoru usti analyzatoru
[ I
analyta nabité kapicky
rozpoustédlo— ° sislcioln N\ Sici ol
v plynné fazi .o.. 5 ply — \ & susn/gl plyn
\. 00 ‘(l::l Tvorlza "fnf" 86 @ [(E]
St S ——n vyparowenr | St )
. .’: b  — :nos rozpougtédla "".::- $isse s cset mmp ::I’s
'q ‘/L____\E ﬁ\ a Coulumbickou /‘/L__.\E .
i %% ’ explozi v \
lonizovany, kapilara kapilara
analyt ionizovany analyt

atmosféricky tlak

Obr. 16 Schéma ionizace elektrosprejem (ESI) a chemické ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) s detailnim popisem v kapitole 2.4.3 (vySe). Obrazek byl pfevzat a upraven dle
(Parr et al., 2018).

Od prilomu hmotnostni spektrometrie a mékkych ionizacnich technik se pristupy
Vv lipidomické analyze rozdé€lily do nékolika odvétvi, a to pfedevSim na cilenou a
necilenou analyzu, kterym budou vénovany nasledujici kapitoly. V nasledujicich
kapitolach budou popsany hmotnostni analyzatory, které byly vyuZity v experimentalni

Casti této prace.

2.4.3.1 Kvadrupolové analyzatory

Kvadrupolovy analyzator se sklad4 ze ctyt paralelnich kovovych ty¢i ve ctvercovém
usporadani, na které je pfivedeno stejnosmérné napéti (DC) (kladné a zadporné vzdy na
protilehlych ty€ich) a na v§echny tycCe je superponovano vysokofrekvencni sttidaveé napéti
(RF). Ionty prochéazejici kvadrupoélem interaguji s vytvofenym elektromagnetickym
polem a osciluji, pfi¢emz v urcity ¢asovy okamzik je trajektorie oscilace stabilni jen pro
ionty o uréitém m/z a ty poté mifi dale do detektoru. lonty nevyhovujici parametrim
kvadrupélu maji nestabilni trajektorii oscilace a jsou zachyceny na nékteré z tyci

kvadrupo6lu (viz Obr. 17) (Gross, 2011).
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Obr. 17 Schéma kvadrup6lu s vyznacenou trajektorii iontu vyhovujicimu parametrim DC a RF
pro stabilni oscilaci (zelen€) a iontu s nestabilni oscilaci (¢erven¢). Obrazek byl pievzat
a upraven dle (Downard, 2007).

Trojity kvadrupdl se skladd ze tfi kvadrupolovych analyzatorii v sekvencnim
uspotadani, kde prostiedni kvadrupol slouzi jako kolizni cela, v niz je mozné provadét
fragmentace interakci urychlenych iontl s koliznim plynem za vzniku produktovych
iontli. Prekurzorové ionty z prvniho kvadrupdlu jsou v kolizni cele urychleny a tento
parametr — kolizni energie (CE), je optimalné nastaven pro kazdy iont ¢i skupinu iontl
zvlast’. Trojity kvadrupdl miZze pracovat v nékolika modech v zdvislosti na tom, zdali
prvni a tieti kvadrup6l funguji ve skenovacim reZimu nebo jako hmotnostni filtr (na
zéklad¢ parametri DC a RF). Jednotlivé mody jsou detailné popsany na obrazku (Obr.
20). Mezi vyhody trojitého kvadrupdlu patii vysoka citlivost, Siroky linearni dynamicky
rozsah, vysoka rychlost méfeni, ale nevyhodou je nizké rozliSeni hodnot m/z (obvykle
Vv desetinach Da) (Yost a Enke, 1978; Gross, 2011).
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Obr. 18 Piehled jednotlivych médu, ve kterych muze pracovat trojity kvadrupol. Sken
produktovych iontd: prvni kvadrupol (Q1) propousti iont o definovaném m/z a po
fragmentaci se v Q2 skenuji produkty této fragmentace v uréitém rozsahu m/z. Sken
prekurzorovych iontd: Q1 skenuje a propousti vSechny ionty, ze kterych se po
fragmentaci ve Q2 filtruje prave jeden specificky fragment. Sken neutralni ztraty: QI i
Q2 operuji ve skenovacim médu a sleduje se zména m/z jednoho iontu po fragmentaci
diky ztraté neutralniho fragmentu. Sledovani rozpadu iontu: Q1 filtruje iont o
definovaném m/z a po fragmentaci je v Q2 sledovan pravé jeden fragment, pfi¢emz
tento hmotnostni ptechod je dualezitym kvalitativnim parametrem pro citlivou
kvantifikaci metabolitti. Obrazek byl pievzat a upraven dle (Gross, 2017a).

2.4.3.2 Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim

RozliSeni hmotnostnich analyzatorii spociva v jejich schopnosti od sebe rozlisit dva piky
o rozdilné hodnoté m/z a lze jej definovat jako Sitku piku v polovin€ jeho maximalni
vysky (full width at half maximum — FWHM). Mezi analyzatory s vysokym rozlisenim
(high resolution mass spectrometers — HRMS) fadime iontovy rezonanéni cyklotron
s Fourierovou transformaci (FTICR), elektrostatickou orbitalni past (Orbitrap) a také
vysokorozliSujici praletovy analyzator s dobou letu (HRTOF, ¢i QTOF) (Pleil a Isaacs,
2016). U FTICR dosahujeme rozliseni v milionech FWHM, Orbitrap dosahuje obvykle
sta tisic az pil milionu FWHM a u analyzatoru QTOF lze méfit s rozliSenim desitek az
hmotnosti iontu, které je stézejni pro identifikaci latek o shodné hodnoté nominalni

hmotnosti. Pomoci HRMS jsme schopni stanovit hmotnost s pfesnosti na jednotky ppm
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(obvykle mezi 2-5 ppm), coz Vv praxi znamena méfeni hmotnosti iontu na desetitisiciny
daltonti (Olsen et al., 2005). S takto pfesnym méfenim hmotnosti 1ze od sebe odlisit
jednotlivé izobary, tedy latky o shodné primérné (¢i nominalni) hmotnosti, ale s riiznymi

sumarnimi vzorei (Stock, 2017).

24.3.2.1  Analyzator doby letu s vysokym rozliSenim (QTOF)

Analyzator doby letu s vysokym rozliSenim se sklada ze dvou kvadrupola (pomineme-li
dalsi kvadrupoly ur¢ené pouze k usmérnéni toku iontit), kde prvni kvadrupdl (Q1) funguje
jako hmotnostni filtr a druhy kvadrupol (q2) funguje jako kolizni cela. Oba kvadrupdly
mohou fungovat také v otevieném moddu, ktery dovoli priichod vSech ionti az do
analyzatoru doby letu (TOF). Princip analyzatoru je zaloZen na urceni doby letu iontu,
ktery byl akcelerovan elektrickym polem do vakuovaného analyzatoru. Hodnota m/z je
nasledné spoctena z doby letu a délky trajektorie k detektoru, pfi¢emz pro ionty s v&tSim
m/z bude doba letu del§i nez pro ionty s niz§im m/z (Kinsel, 1998). lonty pfi pulsni
akceleraci vykazuji kinetickou a prostorovou inkoherenci, kvili niZ mohou ionty o
stejném m/z dosahovat jiné doby letu. Kvili t¢émto jeviim je QTOF opatien reflektronem,
ktery funguje jako iontové zrcadlo obracejici smér trajektorie o téméf 180 °©, pticemz
rozdilné kinetické energie iontl se srovnaji riiznou hloubkou dopadu a nasledného odrazu

od reflektronu (Scherer et al., 2006).
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Obr. 19 Schéma analyzator doby letu s vysokym rozlisenim (QTOF) dle specifikace konkrétniho
piistroje TripleTOF 5600 (Sciex). QJet a QO jsou kvadrupdly usmériiujici tok iontil. Sedé
Sirokeé Sipky ukazuji smér odvodu plynu k tvorbé vakua. Detailni popis viz vyse. Obrazek
prevzat a upraven dle (Andrews et al., 2011)
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Jedna ze strategii vyuziti QTOF pro necilenou lipidomickou analyzu (kapitola
2.4.3.4) spociva na datové zavislé analyze (data-dependent acquisition — DDA). DDA
funguje jako dynamicky sken produktovych iontd, ktery je iniciovan po dosazeni
prednastavenych kritérii experimentu. Béhem analyzy propousti kvadrupdly vsechny
ionty, které jsou analyzovany v TOF, avSak jakmile urcity iont nebo ionty ptekroci
definovanou hranici intenzity, dojde k pfepnuti Q1 do médu hmotnostniho filtru a q2 do
modu kolizni cely. Pro abundantni ionty bude vysledné hmotnostni spektrum obsahovat
také informaci o fragmenta¢nim hmotnostnim spektru (MS?) (Decaestecker et al., 2000).
Nevyhodou tohoto pfistupu je ztrata nékterych potencialng relevantnich prekurzorovych
iontl o nizké intenzite.

Dalsi piistupem je datové nezavisla analyza (data-independent acquisition, DIA),
kterd umoZiiuje globalni fragmentaci vSech prekurzorovych iontd. Jednou z moZnosti je
tzv. MSE piistup, ve kterém je provedena jedna TOF-MS analyza s nizkou kolizni energii
(CE) (detekce prekurzorti) na gz a druha s vysokou CE (detekce fragmentti) (Wilson et
al., 2005). Tento piistup generuje slozita kompozitni hmotnostni spektra a je zavisly na
efektivni a reprodukovatelné chromatografické separaci, bez niz vysledna spektra
vyzaduji dekonvoluéni upravu.

V posledni dobé se osvédcila datové nezéavisla metoda SWATH (sequential
windowed data independent acquisition of total high resolution mass spectra). Nejprve je
proveden TOF-MS sken, ve kterém kvadrupoly propoustéji vSechny ionty (detekce
prekurzort). Dalsi sken je rozdélen do nékolika experimentl, v nichz je celd skala m/z
rozdélena na mensi okna o 5-30 Da. Kvadrupol Qi funguje jako hmotnostni filtr, ktery
propousti ionty v oblasti m/z daného hmotnostniho rozmezi a propousti je dale do kolizni
cely g2 a TOF analyzatoru (Hopfgartner et al., 2012). Vyuziva se méfici rychlosti QTOF,
kdy celkovy ¢as prekurzorového skenu a SWATH MS-MS skenti trvd méné nez 1
sekundu (podle poctu oken a akumulacni doby), coz zajist'uje dostatecné mnozstvi bodi
na jeden pik. K idealnimu mnoZstvi a rozmezi jednotlivych hmotnostnich oken
reflektujici mnoZstvi iontd v daném rozsahu m/z Ize vyuzit bioinformaticky software jako
swathTUNER (Zhang et al., 2015). Metoda SWATH generuje obsahla MS a MS/MS
spektra, z nichz lze extrahovat iontové chromatogramy (EIC), coz je plné vyuzitelné pro
citlivou kvantifikaci analytt a poskytuje lepsi identifikaci a pokryti analytd nez metody
DDA a ostatni DIA pfistupy (Alvarez-Ruiz a Pico, 2019). Piifazeni spravnych fragment
k prekurzorovym iontim je docileno dekonvoluci pomoci pfislusného software jako

napiiklad MS-DIAL (viz kapitola 2.3.3.1).
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Obr. 20 Schéma prabéhu datoveé nezavislé metody SWATH. V prvnim skenu (Eerveny obdélnik) propoustéji oba kvadrupély ionty do TOF (prekurzorovy sken).
Nasledn¢ probihda SWATH sken (modry obdélnik), kde jsou ionty po rozmezich (oknech) fragmentovany a analyzovany v TOF (produktovy sken).
Detailni popis je uveden vyse. Obrazek byl pievzat a upraven dle (Ludwig et al., 2018)
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2.4.3.3 Cilena lipidomicka analyza

V metodach cilené lipidomické analyzy je informace o lipidech z4jmu pfedefinovana,
naptiklad jako hodnota hmotnosti ku naboji (m/z) prekurzorového iontu a m/z fragmentu
tohoto iontu (sledovani rozpadu ionu). Velmi Casto se vyuziva kapalinové chromatografie
ve spojeni standemovou hmotnosti spektrometrii LC-MS/MS, pficemz zlatym
standardem je hmotnostni analyzator typu trojity kvadrupdl (QqQ) (Lu et al., 2008).
Ktomu abychom mohli lipidy analyzovat cilené pomoci hmotnostni
spektrometrie, je nutné znat m/z jejich prekurzorovych iontt a specifickych fragmentu,
pficemz tyto parametry lze zjistit fragmentaCnimi experimenty se standardy lipida,
vypocty in silico nebo necilenou analyzou. V této praci je cilena lipidomicka metoda
prevzata od (Xuan et al., 2018), ktefi pomoci necilené analyzy HRMS identifikovali ve
vzorcich tkani (mysi mozek a jatra), plasem a sér ptes 1463 lipidovych individui (anotace
byla provedena pomoci software LipidSearch) véetné jejich MS? spekter. Z téchto
informaci byl vytvoien soubor lipidovych iontovych pari (prekurzoru a produktu) a tento
seznam byl doplnén o dalsi predikované (a v biologickych tkénich se vyskytujici) lipidy
in silico, pficemz takto bylo charakterizovano celkem 3377 lipidovych iontovych part
(2846 v pozitivnim modu a 531 v negativnim modu). Vzhledem k faktu, ze kazdy
charakterizovany lipidovy iontovy par predstavuje sumu nékolika moznych strukturnich
variant (délka a kombinace acylovych fetézct, poloha dvojnych vazeb), bylo autory
popsano piiblizn¢ 7000 lipidovych struktur spadajicich do 19 lipidovych podtiid.
Informace z necilené metabolické analyzy byly nasledné pouZity na cilenou identifikaci

lipidi pomoci LC-MS(QQ).

2.4.3.4 Necilena lipidomicka analyza

Necileny ptistup se zamétuje na identifikaci (a semikvantifikaci) co nejvétsiho mnozstvi
metaboliti/lipidi (features) a jednd se o obsahlou analyzou, kterou ziskame profil
jednotlivych features v daném vzorku. Profily vzorkli zajmu (napiiklad pacientll) se
nasledné porovnavaji s profily vzorkd kontrolnich a na zakladé¢ relativnich zmén mezi
profily lze utvaret hypotézy (Schrimpe-Rutledge et al., 2016). Informace ziskané
necilenym pfistupem lze nasledné uplatnit v cilené analyze (viz kapitola 2.4.3.3).

Lipidy jsou identifikovany na zékladé m/z prekurzorového iontu a na zakladé

hmotnostniho spektra fragmentt tohoto iontu (MS?), nebo libovolného mnozstvi dalsich
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fragmentaénich experimenti (MS"). Pokud je vzorek nejprve separovan kapalinovou
chromatografii, dostavame dal$i parametr — retencni cas, ktery mize usnadnit
identifikaci. Hmotnostni spektra a dalSi parametry lze nasledné porovnat s databazi a
vyhodnotit o jaky lipid se jedna (Contrepois et al., 2018). Pro necilenou lipidomiku byly
navrzeny rizné software, naptiklad MS-DIAL, ktery umoziluje srovnani hmotnostnich
spekter s in silico databazi lipidi, fragmentt a reten¢nich ¢ast a na zakladé uzivatelem
nastavenych parametri provadi identifikaci lipida (Tsugawa et al., 2015). Téméf
nezbytné je pouziti hmotnostniho analyzatoru s vysokym rozliSenim, ktery usnadiuje

identifikaci lipid diky velmi pfesnému stanoveni m/z.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Acetonitril (MeCN, Ultra LC-MS grade, Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Methanol (MeOH, Ultra LC-MS grade, Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Methyl terc-butyl ether (MTBE, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
2-propanol (IPA, Ultra LC-MS grade, Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Kyselina mravenci (98%, w/v, ACS grade, Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Mravencan amonny (s, 99% p.a., Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
Octan amonny (s, 99% p.a., Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
Smés standardi SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard (Avanti Polar Lipids,
Alabaster, AL, USA) (pfesné slozeni a koncentrace jednotlivych deuterovanych
standardu je uvedena V ptiloze (Pfiloha 1).
Smés standardi EquiSPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL, USA) (pfesné sloZeni a koncentrace jednotlivych deuterovanych
standardil je uvedena V pftiloze (Ptiloha 2).
Deuterovany standard kyseliny arachidonové (d11) (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml,
USA)
Deuterovany standard butyrylkarnitinu (d3) a palmitoyl karnitinu (d3) (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA)
Deionizovana voda (pfipravena v laboratofi syst¢émem ELGA, LabWater, Celle,
Némecko)
Mobilni faze pro cilenou lipidomickou analyzu:

A: Acetonitril:H20 (6:4, v/v)

B: Isopropanol:Acetonitril (9:1, v/v)

Obé mobilni faze obsahovaly octan amonny v koncentraci 10 mmol/l.
Mobilni faze pro necilenou lipidomickou analyzu:

A: Acetonitril:H20 (6:4, v/v)

B: Isopropanol:Acetonitril:H>0 (90:9:1, v/v)

Obé mobilni faze obsahovaly mravencan amonny v koncentraci 10 mmol/l a 0,1%

kyselinu mravenci
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3.1.2 Biologicky material

Suché krevni skvrny pacientti s onemocnénim SCADD byly poskytnuté Détskou fakultni
nemocnici v Banské Bystrici (specifikace v kapitole 3.2.1.2).
Vzorek plasmy poskytnuty oddélenim klinické biochemie Fakultni nemocnice Olomouc.

Vzorek Cerstvych veptovych jater

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Vysokouc¢inny kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 Rapid Separation system
(Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

Kolona s reverzni fazi C8 BEH (2.1 mm x 100 mm, 1.7 um, Waters, Milford, MA,
U.S.A.), temperovana na 55 °C

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

1290 Infinity UHPLC system (Agilent Technologies, Waldbronn, N&mecko)
s autosamplerem HTS PAL (CTC Analytics, Zwingen, Svycarsko)

Kolona s reverzni fazi C18 CSH Acquity UPLC (100 mm x 2.1 mm, 1.7 mm, 130 A) s
piedkolonou VanGuard Acquity UPLC CSH C18 (5 mm x 2.1 mm, 1.7 mm, 130 A)
(Waters, Milford, MA, USA)

VysokorozliSujici hmotnostni spektrometr s kvadrupdlem a analyzatorem doby letu
TripleTOF 5600+ s elektrosprejem (DuoSpray ESI source) (Sciex, Framingham, MA,
USA)

Centrifuga Eppendorf 5427R s chlazenim (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Vakuovy odpafova¢ EZ-2 GeneVac (GeneVac SP scientific, Ipswich, Velka Britanie)
Temperovatelna lazen s ultrazvukem Elmasonic P60H (Geo Reinigungstechnik GmbH,
Ahaus, Némecko)

3.2 Metody

3.2.1 Souhrn pracovniho postupu (lipidomického ,,workflow*)

Pro ptehlednost celkového pracovniho postupu od zpracovani vzorki az po statistické

vyhodnoceni dat je na nasledujicim obrazku uvedeno schéma lipidomického ,,workflow*
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vyuzitého v této praci (Obr. 21). Jednotlivé ¢asti tohoto postupu budou detailnéji popsany

v nasledujicich kapitolach.

F. [ Pfiprava vzorku J ﬁ

e ~
Cilena LC-MS [ Necilena LC-MS

(Scheduled-MRM) (SWATH)

| ’ |

Integrace piku N ( Identifikace, integrace
(MultiQuant); (MS-DIAL);
Kontrola identifikace Kontrola identifikace

grafy lipidovych vzor) AR (grafy lipidovych vzort) )

} }

Normalizace (LOWESS) Normalizace (mTIC)

" .

\(

Transformace (In);
test na odlehlé vzorky

Jednorozmérna Mnohorozmérna
statisticka analyza statisticka analyza

! |

Test normality, t-test, PCA, PLS-DA,
krabicové grafy, OPLS-DA (graf S-plot),

ROC-kiivky, korelace shlukova analyza

Obr. 21 Schéma souhrnného pracovniho postupu (lipidomického ,,workflow) pro cilenou i
necilenou analyzu od piipravy vzorku po statistické vyhodnoceni dat. Metody uvedené
ve schématu jsou detailn¢ popsany v nasledujicich kapitolach.

3.2.2 Priprava vzorki

3.2.2.1 Priprava vzorki k optimalizaci metody cilené lipidomické

analyzy

Lipidovy extrakt jater byl pfipraven z 25 mg tkané, ke kterym byl pfidano 320 pul smési
MTBE:MeOH (5:1, v/v). Nasledné byla smés intenzivné protiepana 3 x 1 minutu a poté
byla 1 hodinu tfepana pii laboratorni teploté. Poté bylo ke smési pfidano 80 pl
deionizované¢ vody a 10 minut byla tfepana pii laboratorni teploté. Smeés byla
centrifugovana po 10 min pti 14000 x g pfii 4 °C. Po centrifugaci bylo odpipetovano
200 pl horni organické vrstvy a extrakt byl lyofilizovan ptes noc. Zbytek po lyofilizaci

byl rozpustén ve 100 ul smési isopropanol:acetonitril:H20 (2:1:1, v/iviv).
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Lipidovy extrakt plasmy byl pfipraven ze 40 pl plasmy, ke kterym bylo pfidano
160 pl isopropanolu a smes byla ponechéana pies noc pii -80 °C (deproteinace). Poté byl
roztok centrifugovan 14000 x g pii 4 °C a 100 ul bylo piepipetovano do vialky.

Lipidovy extrakt suché krevni skvrny byl pfipraven vyrazenim ter¢iku o priiméru
3,2 mm ze stfedu suché krevni skvrny, ke kterému bylo pfipipetovano 100 pl smési
isopropanol:H>O (8:2, v/v) a smés byla ponechana pies noc pii -80 °C (deproteinace).
Poté byl roztok centrifugovan 14000 x g pii 4 °C a 100 ul bylo piepipetovano do vialky.

Lipidovy extrakt plasmy pouzity pro kontrolu programované analyzy (viz kapitola
3.2.2) byl piipraven z 10 pl plasmy, ke kterym bylo pfidano 90 pul smési isopropanolu s
1% obsahem interniho standardu (SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard,
Avanti USA, specifikace viz kapitola Chemikalie 3.1.1) a Smés byla ponechéana pies noc
pii -80 °C (deproteinace). Poté byl roztok centrifugovan 14000 x g pii 4 °C a 100 pl bylo

prepipetovano do vialky.

3.2.2.2 Priprava vzorku suchych krevnich skvrn novorozencii s

poruchou SCADD

Vzorky od pacientt trpicich dédi¢nou metabolickou poruchou SCADD byly obdrzeny ve
formé suchych krevnich skvrn. Pocty vzorkil pacient a kontrol jsou charakterizovany
Vv nasledujici tabulce (Tab. 2). Vzorky byly ziskany odbérem krve z pati¢ky novorozenct
a kapky krve byly zachytavany na testovaci kartu z filtraéniho papiru dle standardniho

protokolu novorozeneckého screeningu (Www.novorozeneckyscreening.cz/podrobny-

popis-odberu-ns citovano: 04.06.2019). Tento postup provedlo zdravotnické zafizeni a

Vv laboratofi byl jiz testovan samotny material. Ze suché krevni skvrny na testovaci karté
byl vyrazen terik o priméru 3,2 mm. Vzorky Kk cilené analyze byly zpracovany
nasledovné: k teréiku v mikrozkumavce bylo pfipipetovano 100 pl extrakéni smési
MeOH:H>0 (9:1, v/v) s 1% obsahem interniho standardu (SPLASH® LIPIDOMIX®
Mass Spec Standard, Avanti USA) a extrakce probihala na tiepacce po dobu 1 hodiny.
Vzorky byly centrifugovany po 10 minut pii 14000 x g pti 4 °C. Po centrifugaci bylo
Z kazdého vzorku bylo odebrano 6 pl do smésného vzorku pro kontrolu kvality (quality
control — QC).

Vzorky K necilené analyze byly pfipraveny vyrazenim nového terciku z krevni
skvrny, ke kterému bylo pfipipetovano 200 pl extrakéni smési isopropanol:H20 (9:1, v/v)

s obsahem internich standardii (o koncentraci vSech slozek 1000 ng/ml, podrobnosti viz
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Ptiloha 2). Vzorky byly sonikovany v ultrazvukové lazni pro dobu 30 minut, ponechany
na tiepacce po dobu 1 hodiny, ptepipetovany (150 ul) do nové mikrozkumavky a
odpaieny v dusikové atmosféie za laboratorni teploty a snizeného tlaku. Odparky byly
rekonstituovany v 75 pl roztoku isopropanol:H20 (9:1, v/v), promichany na minitfepacce
a centrifugovany pii 14000 x g pii 4 °C. Po centrifugaci bylo z kazdého vzorku bylo
odebrano 6 pl do smésného vzorku pro kontrolu kvality (quality control — QC).

Tab. 2 Specifikace vzorkl pacienti s onemocnénim SCADD

Rok odbéru Skupina Pocet

2018 pacienti 11
kontroly 11

2019 pacienti 9
kontroly 8

3.2.3 Optimalizace cilené lipidomické metody (LC-MS)

Cilenou lipidomickou metodou dle Xuan (Xuan et al., 2018) popsanou v kapiotle 2.4.3.3
byly analyzovény vzorky jater, plasmy a krevni skvrny za ucelem potvrzeni kompatibility
této metody se systémem kapalinové chromatografie UHPLC (UltiMate 3000 RS, Dionex
Sunnyvale, CA, USA) s kolonou s reverzni fazi C8 BEH (2.1 mm x100 mm, 1.7 pm,
Waters, Milford, MA, U.S.A.) ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem
(Triple Quad 6500, SCIEX, Framingham, MA, USA). Metoda byla doplnéna o piechody
odpovidajici deuterovanym standardim (Tab.3). Slozeni mobilni faze A a B je
specifikovano v kapitole Chemikalie (3.1.1). Kolona byla temperovana na 55 °C. Elu¢ni
gradient byl zpocatku separace nastaven na 32 % B do 1,5 min a poté linearné stoupal az
k 85 % B v 15,5 min a nakonec na 97 % B v 15,6 min aZz do 18 min. V 18,1 min byl
gradient opét na 32 % B az do 20 min pro ekvilibraci kolony.

Mg¢feni probihalo v pozitivnim a negativnim médu v rezimu ,,Non-scheduled
Multiple-Reaction Monitoring™ (non-scheduled MRM). V tomto rezimu byla intenzita
kazdého ptechodu (sledovani produktu rozpadu prekurzorového iontu) sledovana po
celou dobu analyzy (20 minut). Kvili velkému mnozstvi ptechodl byla analyza rozdélena

do 13 metod v positivnim modu a 3 metod v negativnim modu.
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Data byla nasledné zpracovéana v programu MultiQuant (verze 3.0, Sciex, Foster
City, CA, USA), kdy byl nejprve porovnan posun retencnich ¢asii deuterovanych
standardli od jejich teoretického retencniho casu. Nasledné byly vyhodnoceny
chromatogramy pro kazdy piechod, na zakladé nasledujicich parametra: posun reten¢niho
Casu o +/- 0,5 min od teoreticky stanovené hodnoty (nebo na zéklad¢ posunu
deuterovaného standardu), intenzita piku, profil piku. V pftipad¢ vétsich odchylek o
nestandardniho profilu piki (vice vrcholti na pik) byly lipidy odpovidajici témto
pfechodiim vytazeny z dal§iho vyhodnoceni.

Dale byly zkonstruovany korelacni piimky experimentdlné¢ stanoveného
reten¢niho Casu ku teoretickému reten¢nimu ¢asu pro kazdou skupinu lipida zvlast a dale
také Bland-Altmanovy grafy, na jejichz zdkladé byly odchylky porovnany. Teoretické
retencni ¢asy byly korigovany na zakladé rovnic korela¢nich pfimek pro danou skupinu
lipida. Hodnoty m/z ku reten¢nim ¢astm jednotlivych lipida (dle lipidovych tfid) byly
nasledné vyneseny do grafl. Na téchto grafech lze pozorovat lipidové vzory (lipid
jejich acylovych fetézcich, a které slouzily jako dal$i konfirmaéni mechanismus
identifikace lipidi.

Z korigovanych retencnich €asii pro dany pfechod byla vytvofena nové cilena
programovana lipidomicka metoda v rezimu ,,Scheduled Multiple Reaction Monitoring*
(scheduled MRM) s velikosti ¢asového okna 2 minuty (+/- 1 minuta od korigovaného
retencniho Casu), ve kterém byl vzdy dany piechod méfen. Diky tomuto ¢asovému
programovani doslo ke zmenSeni poctu metod potfebnych k méfeni vSech ptrechodl v
positivnim modu na 2 metody a v negativnim médu na 1 metodu. Programovana MRM
metoda byla otestovana na vzorku plasmy s pfidavkem interniho standardu (specifikace
viz kapitola 3.2.1.1) za ucelem sledovani posunu reten¢nich Casu vlivem matrice (Viz

Tab. 3a Obr. 21).

3.2.4 Cilena lipidomicka analyza vzorki suchych krevnich skvrn

novorozenci s poruchou SCADD

K identifikaci a relativnimu vyhodnoceni obsahu lipidi ve vzorcich extrakti krevnich
skvrn pacienti se SCADD byly vy$e zminéné poznatky vyuzity nasledovné. Nejprve byly

pomoci programované MRM metody (2 metody v positivnim modu a 1 metoda
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V negativnim modu) analyzovany smésné vzorky kontroly kvality (QC). Do findlni
metody pro néasledné analyzy samotnych vzorki pacientti a kontrol byly vybrany pouze
piechody téch lipida, které byly identifikovany ve vzorcich QC. Vzorky byly pied
méfenim randomizovany a vzorek QC byl méfen po kazdych 5 realnych vzorcich.
Vysledné chromatogramy byly integrovany v programu MultiQuant (verze 3.0, Sciex,
Foster City, CA, USA) a surova data (plochy pik{) byla nasledné statisticky zpracovana.

3.2.5 Necilena lipidomicka analyza suchych Kkrevnich skvrn

novorozenci s poruchou SCADD

K necilené analyze byla vyuzita metoda dle Tsugawa et al. (2015) vyuzivajici separaci
na C18 kolon¢ s vlastni analyzou hmotnostnim spektrometrem TripleTOF 5600+ (ptesné
specifikace kolony a hmotnostniho analyzatoru jsou uvedeny v kapitole 3.1.3). Gradient
(0.0 min, 15% B; 2.0 min, 30% B; 2.5 min, 48% B; 11.00 min, 82% B; 11.50 min, 99%
B; 12.00 min, 99% B; 12.10 min, 15% B, 15.00 min, 15% B) byl udrZzovan za pritoku
0.6 ml/min a za stalé teploty kolony 65 °C. Necilena lipidomicka metoda SWATH
(popsana v kapitole 2.4.3.2.1) byla upravena (pocet a rozsah méficich oken) pomoci
programu SWATHtuner zvlast’ pro pozitivni a negativni méd (Zhang et al., 2015) a
konkrétni specifikace méteni jsou uvedeny v piiloze (Pfiloha 3). Vzorky byly pied
meéfenim randomizovany a vzorek QC byl méfen po kazdych 5 redlnych vzorcich.
Surova data (vysky pikl) znecilené analyzy byla transformovdna pomoci
programu ABF converter (Reifycs, Tokyo, Japonsko) a nésledné byla zpracovana
v programu MS-DIAL (verze 4.12) (Tsugawa et al., 2015), ve kterém byla provedena
identifikace lipidil (na zédklad€ retencniho ¢asu, presné hmotnosti prekurzorového iontu a
jeho fragmentac¢niho spektra ve srovnani s databazi LipidBlast) (Kind et al., 2013),
integrace piki, zarovnani pikt (alignment), dekonvoluce fragmentti, odecteni metabolitti
pfitomnych v blank vzorcich a dalsi parametry. Pfesné parametry nastaveni programu
MS-DIAL jsou uvedeny v piiloze (Ptiloha 4 a5). Ke kontrole spravnosti identifikace a
k vyhodnoceni neidentifikovanych metabolita (features) byly vyuzity grafy lipidovych
vzorl (ptiloha X), program PeakView 2.2 (Sciex) a skript CROP (programovaci jazyk R)
(Koufil et al., 2020), ktery byl pouzit k odstranéni zmnozenych features (napf. vice

moznych aduktl) a také k identifikaci features, které mezi sebou vykazuji korelaci.
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3.2.6 Statistické a komparativni vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programovacim jazyku R (verze 3.6.2)
v programu RStudio verze 1.2.1 (programovaci jazyk a prostfedi uréené pro statistickou

analyzu dat a jejich grafické zobrazeni; www.r-project.org). Vzorky QC slouzily

k monitorovani odezvy analyzatoru v prabéhu celého méfeni, kde k odstranéni
systémové chyby byla data normalizovana, pfiCemz optimalni metoda normalizace byla
vyhodnocena pomoci skriptu (programovaci jazyk R) dle Drotleff a Limmerhofer (2019)
a vystupy z této normalizace jsou uvedeny Vv ptiloze (Ptiloha 6 a 7). Data z cilené analyzy
byla normalizovdna metodou LOWESS a transformovana logaritmicky (pfirozeny
logaritmus) (Gardlo, 2019). Data z necilené analyzy byla normalizovana metodou mTIC
(metoda spociva v normalizaci pomoci sumy vysky pik vSech identifikovanych lipidi
v daném vzorku) a transformovana logaritmicky (pfirozeny logaritmus) (Fiehn, 2016;
Drotleff a Lammerhofer, 2019).

Statistické zpracovani dat spocivalo ve srovnani skupin kontrol a pacientli pomoci
ptistupll jednorozmérné a mnohorozmérné statistické analyzy. K vizualizaci celkového
souboru dat byly vyuzity pfistupy mnohorozmérné (multivariantni) statistiky. Analyza
hlavnich komponent (PCA — Principal Component Analysis) byla vyuzita jako objektivni
analyza k porovnani celého souboru dat ztoho divodu, Ze nezahrnuje informaci o
skuping, do které vzorek ptislusi (nesupervizovand analyza) a vystupy z této analyzy byly
dale vyuzity pro identifikaci odlehlych vzorka (outliers). Supervizované piistupy jako
PLS-DA (Partial Least Squares-Discriminant Analysis), OPLS-DA (Orthogonal
Projections to Latent Structures Discriminant Analysis) byly vyuzity k identifikaci téch
lipidd, které nejvice rozdéluji (diskriminuji) jednotlivé skupiny (pacienty a kontroly) a
pomahaji popisovat klastrovani vzorki do skupin. K ovéfeni separace obou skupiny byly
sestrojeny grafy na zaklad¢ permutac¢nich testd. Byly sestrojeny grafy S-plot, které¢ jsou
vystupem analyzy OPLS-DA zobrazujici relativni pfispévek jednotlivych proménnych ke
klastrovani vzorkl do skupin a dale byla provedena klastrova analyza. Po vyhodnoceni
nejvice diskriminujicich lipidi byly rozdily mezi intenzitami téchto lipidi porovnany
jednorozmérnou statistikou pomoci krabicovych grafi a po testu normality také
studentovym t-testem. Hladina vyznamnosti byla upravena na zékladé¢ Bonferroniho
korekce pro kazdou analyzu zvlast. K vyhodnoceni schopnosti daného lipidl rozdélit
skupiny pacienti a kontrol byly sestrojeny také ROC kiivky (Reciever Operating

Characteristic), ukazujici pravdépodobnost skutecné¢ positivnich nalezi a
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pravdépodobnost falesné positivnich nalezii. K porovnani vysledkt cilené a necilené
analyzy byl vyuzit program Cytoscape 3.7.2 (Shannon et al., 2003) a jeho aplikace
MetScape 3.1.3 (Karnovsky et al., 2011), pomoci kterych byly vytvoieny korela¢ni mapy

signifikantn¢ zvysenych ¢i snizenych lipidi.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace cilené lipidomické metody

K objektivnimu srovnani posunu retencnich cast byl vyuzit 1% roztok deuterovanych
standardu lipida (DSTDL, SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard, Avanti USA)
v methanolu (viz Tab. 3) a jednotlivé pfechody byly monitorovany po celou dobu analyzy
(non-scheduled MRM analyza). Retencni casy jednotlivych DSTDL byly srovnany
s teoreticky predikovanym retenénim Casem dle Xuan (2018). Pro programovanou
(scheduled MRM) analyzu DSTDL v methanolu a ve vzorku plasmy byl reten¢ni ¢as
zvolen na zakladé priméru retenc¢nich Casti dvou non-scheduled MRM analyz. Kone¢ny
korigovany retencni ¢as je pramérem tii programovanych meéteni (scheduled MRM)
methanolického roztoku DSTDL. Shrnuti vSech hodnot retencnich ¢asti véetné vlivu
matrice (plasma) na jejich posun je uveden v tabulce (Tab. 3).

Jednotlivé extrahované iontové chromatogramy (vybranych pfechodii Q1—Q3) pro
non-scheduled MRM analyzu methanolického roztoku DSTDL a scheduled MRM
analyzu DSTDL plasmé jsou shrnuty na obrazku (Obr. 22 a 23).
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Tab. 3 Specifikace deuterovanych lipidovych standardi (SPLASH® LIPIDOMIX®) a parametru pro jejich analyzu v pozitivnim médu (LPC, LPE, PC, PE,
DG, TG, CE, SM) a v negativnim modu (PG, PI, PS). Hodnota m/z pro méfeni prekurzorového iontu (Q1) a m/z fragmentu (Q3). Teoreticky retencni
¢as 1t(T), retenéni ¢as methanolického roztoku DSTDL pii scheduled metod¢ rt(S) a pti non-scheduled metod¢ rt(NS). Retencni ¢as korigovany rt(K) a
retencni ¢as DSTDL ve vzorku plasmy rt(PL).

rt(S) rt(NS)

Deuterovany standard | Monoizotopicka | Aduktovy | m/z m/z rt(_T) (min) (min) rt(l.<) t(P_L)

hmotnost (Da) ion (QL) | (Q3) | (min) Opakovani (min) | (min)

1 2 1 2 3

SM 18:1(d9) 737.63972 [M+H]* 738.7 |184.2 | 6.40 6.15 6.10 6.11 6.12 6.11 6.11 6.15
CE 18:1(d7) 657.64412 [M+NH4]* | 675.7 |369.4 | 1250 |12.36 |12.36 |12.39 |12.36 |12.37 |12.37 |12.42
TG 15:0-18:1(d7)-15:0 | 811.76463 [M+NH4]" |829.4 |570.5 |12.10 |12.03 |12.03 |12.05 |12.05 |12.03 | 12.04 |12.08
DG 15:0-18:1(d7) 587.55061 [M+NH4]* | 605.5 | 346.3 |8.30 8.09 8.05 8.09 8.08 8.08 8.08 8.13
PC 15:0-18:1 (d7) 752.60609 [M+H]* 753.6 |184.1 | 6.80 6.56 6.53 6.53 6.53 6.53 6.53 6.56
PE 15:0-18:1(d7) 710.55914 [M+H]* 7115 | 570.5 | 7.00 6.75 6.70 6.7 6.71 6.71 6.71 6.73
LPC 18:1(d7) 528.39208 [M+H]* 5294 |184.1 [160 |156 |155 [156 |156 |1.56 |156 |1.60
LPE 18:1(d7) 486.34513 [M+H]* 487.3 | 346.3 | 1.60 1.61 1.60 1.60 1.60 1.60 1.60 1.62
PG 15:0-18:1(d7) 741.55373 [M-H] 740.6 | 288.3 |5.40 4.99 4.95 5.18 5.16 5.16 5.17 5.17
Pl 15:0-18:1(d7) 829.56977 [M-H] 828.6 |288.3 |5.10 4.77 4.72 4.96 4.94 4.93 4.94 4.95
PS 15:0-18:1(d7) 754.54897 [M-H] 753.6 | 288.3 |5.50 4.86 4.83 5.05 5.05 5.01 5.04 5.05
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Obr. 22 Chromatogramy lipidovych standardd DSTDL (definovanych v Tab. 3) v methanolickém
roztoku méfenim non-scheduled MRM metodou. Chromatogramy jsou rozdéleny podle
modu méfeni na positivni (A) a negativni mod (B).
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Obr. 23 Chromatogramy lipidovych standardi DSTDL (definovanych v Tab. 3) ve vzorcich
plasmy, méfenim scheduled MRM metodou. Chromatogramy jsou rozdéleny podle
modu méfeni na positivni (A) a negativni mod (B).

Pro vyhodnoceni posunu reten¢nich ¢asi konkrétnich lipidovych individui byly
non-scheduled MRM analyze podrobeny vzorky plasmy, jater a suché krevni skvrny
(specifikace v kapitole 3.2.1.1). Pravidla pro integraci a identifikaci pikt jsou uvedeny v
kapitole 3.2.2. Celkem bylo identifikovano 830 lipida v positivnim médu a 119 lipida
Vv negativnim modu  spadajicich do 17 lipidovych tiid. Korelaéni piimky byly
zkonstruovany vynesenim experimentalné ziskanych hodnot reten¢nich ¢ast pro dany
lipid (primérnd hodnota pro vzorek plasmy, jater a suché krevni skvrny) ku
predikovanym hodnotam retencnich ¢ast dle Xuan (2018) (Obr. 23) a stejnym zptisobem

byly zkonstruovany také Bland Altmanovy grafy (Obr. 24). Koneény korigovany reten¢ni
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¢as (k vytvoreni scheduled MRM metody) byl vypocitan na zakladé rovnic korela¢nich
ptimek pro danou skupinu lipida (viz Obr. 25).

A

10 .

o
’
i
o
.

25
o
3
o® o
.
.
-
:
.
EEEEEEE)
o y
(@] >

(rt(E) - rt(T))/pramér
o

)

o
°

.
0

2 4 6 8 10 12 14

Pramér rt(T) a rt(E) (min)

04 s % CE

oo
.
.
s e 0000 e
J1
>

rt(E) - rt(T) (min)
S
R
3

04y . e = PI

Pramér rt(T) a rt(E) (min)

Obr. 24 Bland-Altmanovy grafy porovnavajici zménu experimentalné zjisténého retenéniho ¢asu
jednotlivych lipidt rt(E) s retencnim ¢asem teoretickym rt(T). Osa y v grafu A vyjadiuje
procentualni rozdil mezi 1t(T) a rt(E) (A) a graf B vyjadiuje poze rozdil rt(T) a rt(E) s
,,CUt-0ff pfimkami (Cervena pteruSovana ¢ara) v rozmezi +/- 0,5 min. Nazvy lipidovych
skupin odpovidaji standardni nomenklatuie (viz kapitola 2.3.1.1).
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Obr. 25 Korela¢ni piimky jednotlivych lipidovych skupin s rovnicemi piimek, na jejichZ zakladé byly korigovany reten¢ni ¢asy pro scheduled MRM metodu.
Teoreticky retenéni ¢as rt(T) na ose x a experimentalné naméfeny reten¢ni ¢as rt(E) na ose y je uveden v minutach. Nazvy lipidovych skupin odpovidaji
standardni nomenklatufe (viz kapitola 2.3.1.1).
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Nasledn¢ byly pro lipidy vSech tiid (alespont s 5 identifikovanymi zastupci)
zkonstruovany grafy lipidovych vzorl. Nize jsou pro piiklad uvedeny tyto grafy pro
skupinu LPC a PC (Obr. 26) ostatni grafy lipidovych t¥id jsou uvedeny v piiloze (Pfiloha
8-12). Mimo potvrzeni spravné identifikace je mozné na téchto grafech pozorovat rizné
eluéni trendy dle poctu dvojnych vazeb a poctu uhlikii lipidt a déle také rozdilnou funkéni
zavislost m/z na reten¢nim ¢ase pro vice polarni lipidové skupiny (napi LPC, LPE, FA),

méné polarni (PC, PE, SM, PI, PS) a nepolérni (TG, DG, CE).
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Obr. 26 Lipidové vzory pro vybrané lipidové skupiny LPC a PC (nomenklatura dle kapitoly
kapitoly 2.3.1.1). Grafy jsou konstruovany jako zavislost m/z na reten¢nimu case béhem
non-scheduled MRM analyzy. Saturace odpovida poctu dvojnych vazeb na acylovych
tetézcich vyobrazenych lipida.
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4.2 Srovnani vysledkii cilené a necilené analyzy vzorki suchych

krevnich skvrn pacientii se SCADD

Cilenou lipidomickou bylo identifikovano 361 lipidii (v pozitivhim a negativnhim modu)
spadajicich celkem do 15 lipidovych tfid. Necilenou lipidomickou metodou bylo celkem
nalezeno (po odectu features pritomnych v blank vzorcich) 3232 features, z ¢ehoz bylo
nasledné identifikovano 364 unikatnich lipidi (445 vcetné aduktll) spadajicich do 26
lipidovych tfid. Potencidlni misidentifikace byly odhaleny pomoci grafti lipidovych vzort
a porovnani vysledkii obou metod bylo provedeno nasledovné. Nejprve byly na zakladé
vystupt z analyzy hlavnich komponent (Obr. 27 a Obr. 28) analyzovany oba soubory dat
pro odhaleni odlehlych vysledkt (outliers). Po odstranéni odlehlych vzorkl byl proveden
permutacéni test na potvrzeni separace skupin pacientt (P) a kontrol (K) (Obr. 27) a dale
byla provedena shlukova analyza (Obr. 29). Lipidy s nejvétsim piispévkem k separaci
skupin pacientii a kontrol byly vybrany na zaklad¢ vystupu z OPLS-DA (S-plot graf) a
dal$ich parametrt jednorozmérné statistiky (t-test, rozdil v medianech) (Obr. 30 a Tab. 4-
5). Komplexni srovnéni relativni koncentrace jednotlivych lipidt mezi analyzami bylo
provedeno pomoci korelaénich siti signifikantné snizenych nebo zvySenych lipida (po

Bonferroniho korekei) a dale také pomoci krabicovych grafii a ROC kiivek (Obr. 31-49).
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Obr. 27 Test na odhaleni odlehlych vzorkl vyuZivajici vystupy z analyzy hlavnich komponent
pro cilenou analyzu (A) a necilenou analyzu (C). Permutaéni test (100 nahodnych
permutaci) pro cilenou analyzu (B) a necilenou analyzu (D).
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Obr. 28 Analyza hlavnich komponent (PCA): pro cilenou analyzu po odebrani odlehlych vzorkt
(A) a pro necilenou analyzu zahrnujici pouze identifikované lipidy (364) po odebrani
odlehlych vzorku (B). Vzorky pacientti jsou uvedeny jako razové trojuhelniky a vzorky
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Obr. 30 Vystup z mnohorozmérné analyzy OPLS-DA (S-plot graf) pro cilenou (A) a necilenou (B) analyzu, zobrazujici lipidy nevice diskriminujici od sebe
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Tab. 4 Statisticka specifikace 30 lipidl z cilené analyzy s nejvys$sim absolutnim skore (pl) z
OPLS-DA tazenych dle lipidovych tfid.

Lipid pl P-value Mira zmény
(S-plot) (t-test) (fold change,

P/K)
Cer(34:0-2) d18:0/16:0 -2.63 9.48E-08 2.09
LPC(18:2) 2.47 1.45E-05 0.67
LPE(16:0) -2.01 9.72E-07 1.43
LPE(16:1) -2.50 7.81E-09 1.66
LPE(18:2) 2.52 3.17E-05 0.64
PC(20:0) -2.84 1.62E-10 1.81
PC(26:0) 2.88 1.68E-05 0.57
PC(32:1) 16:0_16:1 -3.04 3.18E-07 1.96
PC(33:2) 15:0_18:2 2.78 1.43E-05 0.53
PC(35:2) 2.83 5.73E-08 0.54
PC(36:2-1) 2.61 1.65E-09 0.61
PC(36:2-2) 18:0_18:2 2.75 4.53E-10 0.61
PC(36:4-1) 16:0_20:4 -2.90 7.57E-10 1.83
PC(37:2-1) 18:2_19:0 2.42 7.49E-07 0.56
PC(0-32:1-1) -2.66 3.72E-09 1.76
PC(0-33:2-1) -2.78 1.25E-08 1.76
PC(0-34:2-1) 2.15 4.92E-07 0.69
PC(0-36:3-1) 2.50 1.10E-06 0.63
PE(O-36:3-2) 18:0p/18:2 3.14 1.12E-09 0.42
PE(O-36:4-3) 18:1p/18:2 4.00 9.29E-12 0.31
SM(28:1) 4.03 3.22E-07 0.31
SM(29:1) 3.20 2.56E-05 0.48
SM(30:1) 3.64 2.76E-07 0.45
SM(30:2) 3.95 2.22E-06 0.32
SM(34:2) -2.40 1.35E-08 1.56
SM(35:0) -2.28 2.96E-07 1.44
SM(36:0) -2.62 1.17E-07 1.73
SM(36:1) -1.87 4.94E-10 1.36
SM(36:2) -2.78 2.57E-09 1.73
SM(38:6) -2.80 6.34E-09 2.21
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Tab. 5 Statisticka specifikace 30 lipidi z necilené analyzy s nejvys§im absolutnim skore (p1) dle
OPLS-DA tazenych dle lipidovych tiid.

Lipid pl P-value Mira zmény
(S-plot) (t-test) (fold change,

P/K)
CAR 16:0 -4.38 5.01E-09 2.75
CAR 16:1 -5.03 1.91E-13 3.57
CAR 4:0 -5.54 6.74E-16 6.87
CE 18:2 3.26 1.48E-10 0.50
FA 22:5 -4.30 1.54E-09 3.36
LPC 18:2 [M+H]+ 3.35 3.84E-06 0.62
LPC 18:2 [M+HCOO]- 3.31 1.40E-05 0.65
LPC 18:2 [M+Na]+ 3.62 1.04E-06 0.56
LPE 18:2 3.74 3.67E-05 0.51
PC 32:1(16:0_16:1) [M+H]+ -3.73 1.10E-10 2.15
PC 32:1(16:0_16:1) [M+HCOO]- -3.37 5.06E-09 2.06
PC 35:2 [M+H]+ 3.72 1.30E-09 0.52
PC 35:2 [M+HCOOQ]- 3.43 2.39E-07 0.58
PC 36:2 (18:0_18:2) [M+H]+ 3.67 1.04E-10 0.54
PC 36:2 (PC 18:1_18:1) [M+HCOO]- 3.63 7.48E-11 0.53
PC 36:2 [M+Na]+ 3.70 1.50E-11 0.55
PC 36:3 (18:1_18:2) [M+HCOO]- 3.57 1.97E-05 0.61
PC 36:3 [M+Na]+ 3.26 1.33E-06 0.57
PC 36:4 (16:0_20:4) [M+H]+ -3.80 1.46E-11 1.93
PC 36:4 (16:0_20:4) [M+HCOO]- -3.64 1.09E-13 1.96
PC 36:4 (18:2_18:2) [M+H]+ 4.14 6.71E-05 0.56
PC 36:4 [M+HCOOQ]- 4.27 1.81E-04 0.53
PC 36:4 [M+Na]+ -3.81 3.21E-12 2.09
PC 38:3 (18:0_20:3) [M+H]+ 3.24 1.35E-07 0.62
PC 38:4 (18:0_20:4) [M+H]+ -2.57 1.29E-06 1.52
SHexCer-0 42:5 3.50 7.69E-10 0.58
SM 30:1 4.46 2.53E-06 0.41
SM 36:2 -3.19 9.63E-08 1.78
SM 36:2 -3.19 1.84E-08 1.69
TG 38:0(12:0_12:0_14:0) 3.98 2.34E-05 0.45
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Relativni rozdil v medianech
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Obr. 31 Korelaéni sit’ fosfatidylcholinti (PC) pro cilenou analyzu. Sestitihelnikova buiika
predstavuje identifikovany lipid. Barva buiikky koresponduje s relativni zménou
Vv medianu uvedenou v legend€ (snizené lipidy u pacienti modfe a zvysené Cervene).
Spojujici ¢ary predstavuji korelace mezi lipidy, kdy modfe jsou zobrazeny negativni
korelace a ¢ervené pozitivni korelace.

Relativni rozdil v medianech PC 36: 18:1) PC36:1 (18:0_18:1)

PC H]+ ! PC 32:0 (16:0_16:0)
PC 36:18:1 )
i ¥ = [MAHCQO]- PC H]+ PC 32:0 Q_16:0)
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2
PC 36: @ 20:4) - PC38:4(18:0_20:4). oo 5n :0_16:0)
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[ ]
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[
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PC 36:4 (16:0_20:4) PC 36:2 (18:0_18:2)

PC 38:@000]-
PC 32:16:1)
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PC34:2 (16:0_18:2)  PC36:3 (18:1_18:2) pC 381@000;_ IMACOO-
PC 36:3(18_18:2)
Fe 3Na]+ ™ 1- -_ PC35:2
PC 36:18:2) pC38:3/(18:9_20:3) PC H]+
[ (N+H

PC 34:7(16%_18:2)
f Fe 3Na]+ PC 35:@0001-

Obr. 32 Korelagni sit’ fosfatidylcholinti (PC) pro necilenou analyzu. Sestithelnikova buiika
predstavuje identifikovany lipid, obdélniky pferusovanou ¢arou piedstavuji lipidové
individuum (soubor identifikovanych adukti). Barva bufiky koresponduje s relativni
zménou v medianu uvedenou v legend¢€ (snizené lipidy u pacientti modie a zvySené
Cervené). Spojujici ¢ary predstavuji korelace mezi lipidy, kdy modfe jsou zobrazeny
negativni korelace a ¢ervené pozitivni korelace.

71



>

Normalizovana log-transformovana plocha piku

Senzitivita (%)

PC32:0 (16:0_16:0) [M+H]+

PC32:1(16:0_16:1) [M+H]+

PC36:4 (16:0_20:4) [M+H]+

p =2.56e-07 % p =3.18e-07 = % p=7.57e-10
i s = I
. i :
! ‘ o : ;
= . =
LN == g P
: i 2. = 8 v ; .
, 3 RS g3 _ i . —_
I ) i —i
- g . g .
. = 7 =
= =
. o o - -
. g g
T Ta T
5 5
— . =z =
K P K P K 3

PC 32:0(16:0_16:0) [M+H]+

PC32:1(16:0_16:1) [M+H]+

PC36:4 (16:0_20:4) [M+H]+

AUC94.14 % (86.6 % - 100 %)

Senzitivita (%)

T

AUC99.38 % (97.9 % - 100 %)

Senzitivita (%)

’_/‘

AUC98.46 % (95.7 % - 100 %)

Normalizovana relativni plocha piku

35

g

Senzitivita (%)

1 p=3.37e-08

40

39

28

a7

26

L

Specificita (%)

Specificita (%)

PC 32:0 (16:0_16:0) [M+HCOO]- PC32:1 (16:0_16:1) [M+HCOO]-

Specificita (%)

PC 36:4 (16:0_20:4) [M+HCOO]-

e

30

25

p =5.06e-09

| p=1.09e-13

AUC: 95.37% (88.9% - 100%)

Senzitivita (%)

&

© I
|
f
—~
-

[
|
|

[

|

AUC: 96.3% (91.2% - 100%)

Senzitivita (%)

K p K P ’ K p
PC32:0(16:0_16:0) [M+HCOO]- PC32:1(16:0_16:1) [M+HCOO]- PC 36:4 (16:0_20:4) [M+HCOO
[ ¥ E
| ~

AUC: 99.69% (98.8% - 100%)

& w0

Specificita (%)

®

Specificita (%)

@

Specificita (%)

Obr. 33 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v levém hornim rohu grafu) a ROC kiivky

hodnotami

(s

AUC vpravém dolnim

rohu grafu)

signifikantné zvysenych

fosfatidylcholintt (PC) u skupiny pacientd (P) pro cilenou analyzu (A) a necilenou

analyzu (B).
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Obr. 34 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v pravém hornim rohu grafu) a ROC kiivky

hodnotami

(s

AUC vpravém dolnim

rohu grafu)

signifikantné sniZzenych

fosfatidylcholind (PC) u skupiny pacientd (P) pro cilenou analyzu (A) a necilenou

analyzu (B).
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Relativni rozdil v medidnech
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Obr. 35 Korelaéni sit’ sfingomyelinti (SM) pro cilenou analyzu. Sestiuhelnikové buika
predstavuje identifikovany lipid. Barva bunky koresponduje s relativni zménou
v medianu uvedenou V legend¢ (snizené lipidy u pacientli modie a zvySené Cerveng).
Spojujici ¢ary predstavuji korelace mezi lipidy, kdy modfe jsou zobrazeny negativni
korelace a Cervené pozitivni korelace.

Relativni rozdil v medidanech .
SM 42:0 ( .0) M+H}+
sm H]+
SM42:1
2 0 2 SM H]+ SM 42:1 (O) e Shieke (O) I

SM H]+ sMm SG@COO]-
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SM Na]+ SM 36:0

By H]+ SM 36:0 (0) (M+H]+
M H]" SM 36:2 (0) [M+H]+ SM 44:1 (0) [M+H]+

s H]+ SM 36@1000]- sM 38@1(:00]—
SM 36:1 (0) [M+H]+ S H],,

SV 342 (1) Metge. SM36:1 SM 38:2
SM 34:2

SM 3Na]+

Obr. 36 Korela¢ni sit' sfingomyelini (SM) pro necilenou analyzu. Sestiihelnikova buiika
predstavuje identifikovany lipid, obdélniky pferusovanou carou piedstavuji lipidové
individuum (soubor identifikovanych aduktt). Barva buiikky koresponduje s relativni

zménou v medianu uvedenou v legendé (snizené lipidy u pacienti modie a zvySené

Cerveng). Spojujici ¢ary predstavuji korelace mezi lipidy, kdy modfe jsou zobrazeny
negativni korelace a Cervené pozitivni korelace.
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. 37 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v levém hornim rohu grafu) a ROC kiivky
(s hodnotami AUC v pravém dolnim rohu grafu) signifikantné zvysenych sfingomyelint
(SM) u skupiny pacientt (P) pro cilenou analyzu (A) a necilenou analyzu (B).
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Obr. 38 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v pravém hornim rohu grafu) a ROC kiivky
(s hodnotami AUC v pravém dolnim rohu grafu) signifikantné snizenych sfingomyelinti
(SM) u skupiny pacientt (P) pro cilenou analyzu (A) a necilenou analyzu (B).
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Obr. 39 Korelac¢ni sit’ lysofosfatidylcholinti (LPC) a lysofosfatidylethanolaminti (LPE) pro
cilenou (A) necilenou analyzu (B). Sestitthelnikova buiika piedastavuje identifikovany
lipid, obdelniky pieruSovanou carou piedstavuji lipidové individuum (soubor
identifikovanych aduktt). Barva buiiky koresponduje s relativni zménou v medidnu
uvedenou v legend¢ (sniZené lipidy u pacientti modie a zvySené Cervené). Spojujici ¢ary
predstavuji korelace mezi lipidy, kdy modie jsou zobrazeny negativni korelace a

¢ervené pozitivni korelace.
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Obr. 40 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v levém hornim rohu grafu) a ROC kiivky

(s hodnotami

AUC vpravém dolnim

rohu grafu) signifikantné zvySenych

lysofosfatidylcholini (LPC) a lysofosfatidylethanolamind (LPE) u skupiny pacienti (P)

pro cilenou analyzu.
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Obr. 41 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v levém hornim rohu grafu) a ROC kiivky
(s hodnotami AUC vpravém dolnim rohu grafu) signifikantné zvySenych
lysofosfatidylcholini (LPC) a lysofosfatidylethanolamint (LPE) u skupiny pacienti (P)
pro a necilenou analyzu (B).
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Obr. 42 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v levém hornim rohu grafu) a ROC kiivky
(s hodnotami AUC vpravém dolnim rohu grafu) signifikantné snizenych
lysofosfatidylcholinti (LPC) a lysofosfatidylethanolaminti (LPE) u skupiny pacientt (P)
pro cilenou analyzu (B).

78



LPC 18:2 [M+HCOO]- LPC 20:0 [M+H]+ LPE 18:2 [M+H]+

p = 5.98e-06 p =3.67e-05

°
N vy

p=1.4e-05

5

:
|

Normalizovana relativni plocha piku
3.0
Normalizovana relativni plocha piku
=20 -18
Normalizovana relativni plocha piku
05

25
00

K P K P K P

LPC 20:0 [M+H]+ LPE 18:2 [M+H]+
8 8 [ T 8
AUC: 87.35% (76% - 98.7%) ; AUC: 88.89% (78.3% - 99.5%) . AUC: 88.89% (78.5% - 99.3%)

10 w © » ] ) ® ®

Specificita (%)

) 0 100 w0 © 2

Specificita (%) Specificita (%)

Obr. 43 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v pravém hornim rohu grafu) a ROC kiivky
(s hodnotami AUC vpravém dolnim rohu grafu) signifikantné snizenych
lysofosfatidylcholinti (LPC) a lysofosfatidylethanolaminti (LPE) u skupiny pacientt (P)
pro necilenou analyzu.
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Obr. 44 Korela¢ni sit’” plasmalogent (PC-O) pro cilenou analyzu (A) a necilenou analyzu (B).
Sestitthelnikovéa buiika predstavuje identifikovany lipid. Barva buiiky koresponduje s
relativni zménou v medianu uvedenou v legendé (snizené lipidy u pacientti modie a
zvySené Cervené). Spojujici ¢ary predstavuji korelace mezi lipidy, kdy modie jsou
zobrazeny negativni korelace a ¢ervené pozitivni korelace.
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45 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v horni ¢asti grafu) a ROC kiivky (s
hodnotami AUC v pravém dolnim rohu grafu) signifikantné zvysSenych a snizenych
plasmalogenti (PC-O) u skupiny pacienti (P) pro cilenou analyzu (A) a necilenou

analyzu (B).
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Obr. 46 Korelaéni sit’ ostatnich signifikantné snizenych a zvysenych lipidi. Sestithelnikova
burika piedstavuje identifikovany lipid. Barva buiiky koresponduje s relativni zménou
Vv medianu uvedenou v legend€ (snizené lipidy u pacienti modie a zvysené Cervene).
Spojujici ¢ary predstavuji korelace mezi lipidy, kdy modfe jsou zobrazeny negativni
korelace a ¢ervené pozitivni korelace.
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Obr. 47 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v dolni ¢asti grafu) a ROC kiivky (s
hodnotami AUC v pravém dolnim rohu grafu) signifikantné zvySenych a snizenych
lipidti z ostatnich lipidovych skupin pro cilenou analyzu.
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Obr. 48 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v dolni ¢asti grafu) a ROC kiivky (s
hodnotami AUC v pravém dolnim rohu grafu) signifikantné zvySenych a sniZzenych
lipidti z ostatnich lipidovych skupin pro necilenou analyzu.
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Obr. 49 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v levém hornim rohu grafu) signifikantné
zvySenych acylkarnitini (CAR) identifikovanych necilenou analyzou.

4.3 Strukturni identifikace neznamych metabolitii analyzou

fragmentacnich spekter

Mimo identifikované lipidy bylo necilenou analyzou zachyceno 2788 neznamych
metaboliti (features), které nebyly identifikovany automaticky pomoci programu
MS-DIAL (kapitola 3.2.4, parametry jsou specifikovany ptiloze 4 a 5). Signifikantni
features byly vybrany dle nejvyssiho skore na zaklade vystupu z OPLS-DA (S-plot graf,
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korelovana absolutni hodnota pl) a dalSich parametrii jednorozmérné statistiky (t-test,
rozdil v medianech). Z 2788 nezndmych metabolitti, 205 vykazovalo v t-testu nizsi

hodnotu p-value nez 1,55 - 10~° (korigovana hodnota p-value Bonferroniho korekci dle
vSech zachycenych metaboliti; % = 1,55-107%). Pro snadn&jsi identifikaci

neznamych features byl vyuzit skript CROP, k redukci multiplicitné identifikovanych
metaboliti (vlivem kombinaci aduktovych iontl, ndbojem a fragmentacemi v iontovém
zdroji) vytvofenim korelacni mapy téchto signifikantnich metaboliti (viz Obr. 50). U
signifikantnich features spadajicich do korela¢nich klastri byly blize zkoumdany

isotopické vzory a fragmentace Kk identifikaci neznamych lipida.

Tab. 6 Seznam neznamych features fazenych dle korela¢nich shluki (klastri) s uvedenim hodnot
m/z, reten¢niho ¢asu (Rt), absolutni korelované hodnoty dle grafu S-plot (abs corr pl), p-
value a relativniho rozdilu v medianech.

Klastr m/z Mg¢ftici Rt  abs corrpl p-value Mira zmény (fold
mod (min) (S-plot) (t-test) change, P/K)
818.5892 + 3.58 0.96 1.31E-13 0.40
1 862.5790 - 3.58 0.94 2.44E-10 0.45
418.3106 + 3.57 0.88 9.61E-11 0.36
818.5923 + 3.49 0.95 1.81E-14 0.42
2 819.5919 + 3.50 0.94 3.56E-13 0.40
862.5832 - 3.50 0.93 1.19E-11 0.39
802.5945 + 4.06 0.93 2.98E-10 0.49
392.7980 + 4.08 0.93 5.85E-11 0.48
3 803.5914 + 4.08 0.91 7.74E-10 0.45
846.5925 - 4.07 0.89 1.27E-07 0.43
703.5621 + 7.41 0.92 7.00E-11 0.45
4 698.6088 + 7.41 0.92 1.17E-11 0.39
719.5324 + 7.41 0.83 2.49E-10 0.32
803.6032 + 3.97 0.89 1.13E-08 0.50
802.5966 + 3.96 0.89 8.04E-09 0.48
° 846.5834 - 3.97 0.89 2.43E-08 0.48
392.7986 + 3.96 0.85 1.91E-08 0.41

83



Vzhledem k podobnosti retencnich ¢ast a hodnot m/z mezi features v klastru 1 a 2 a dale
mezi features v klastru 3 a 5, byly tyto klastry blize zkoumany dohromady. V obou
ptipadech nedoslo k separaci piki na zakladni linii chromatogramu (viz Obr. 51 a 52),
coz vedlo k ptedpokladu, Ze se jedna o isomerni formu téhoz lipidu. Ackoliv byla
fragmentaéni spektra Spatné citelna (vysoky pomér Sumu), bylo mozné v positivnim
modu identifkovat fragment 184 typicky pro tiidy LPC, PC a SM (Cajka a Fiehn, 2014).
Na zaklad¢ srovnani s databazi LIPID MAPS (m/z, retencni Cas, fragmentace) byly lipidy
blize identifikovany jako oxidované fosfatidylcholiny (OxPC, viz Tab. 7).
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Obr. 50 Korela¢ni mapa vybranych neznamych features vytvorena skriptem CROP se zvyraznénim péti nejvice signifikantnich klastra dle tabulky Tab. 6 (A).
Ptiblizeni péti nejvice signifikantnich klastrii s uvedenim hodnoty m/z (Mz ), reten¢niho Casu (rt ) a polarity analyzy (Pos — positivni mdod, Neg —
negativni mod) (B). Tloust'ka a barva spojovacich ¢ar odpovida korelaci dle legendy.
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Obr. 51 Specifikace vybranych features v korelovaném klastru 1. Vlevo nahote jsou uvedeny chromatogramy v positivnim (A) a negativnim (B) modu, dole
jsou uvedeny isotopické vzory v positivnim (C) a negativnim (E) modu a fragmentaéni spektra v positivnim (D) a negativnim (F) mddu. Vlevo jsou
uvedeny krabicové grafy neznamého lipidu definovaného klastrem 1 v positivnim (G) a negativnim modu (H) s uvedenim p-value (t-test) v pravém
hornim rohu (kontroly — K, pacienti — P). Experimentalni data jsou reprezentovana kontrolnim vzorkem 20.
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52 Specifikace vybranych features v korelovaném klastru 2. Vlevo nahote jsou uvedeny chromatogramy v positivnim (A) a negativnim (B) médu, dole
jsou uvedeny isotopické vzory v positivnim (C) a negativnim (E) modu a fragmentaéni spektra v positivnim (D) a negativnim (F) mddu. Vlevo jsou
uvedeny krabicové grafy neznamého lipidu definovaného klastrem 1 v positivnim (G) a negativnim modu (H) s uvedenim p-value (t-test) v pravém
hornim rohu (kontroly — K, pacienti — P). Experimentalni data jsou reprezentovana kontrolnim vzorkem 17.
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Tab. 7 Srovnani hodnot m/z a reten¢niho ¢asu vybranych lipida v klastrech 1,2,3 a 5 s databazi LIPID MAPS.

Klastr  Experimentalni Referencni  Rozdil Aduktovy Nazev lipidu Vzorec Experimentalni Referenéni
m/z m/z v m/z iont retenni ¢as retencni
(ppm) (min) ¢as (min)
818.5892 818.5906 1.71 [M+H]+
1 3.5
862.5790 862.5815 2.90 [M+HCOOQO]- PC(18:0/DiHODE)
nebo C44HgaNO10P 3.6
818.5923 818.5906 2.08 [M+H]+ PC(18:1/DiHOME)
2 3.6
862.5832 862.5815 1.97 [M+HCOO]-
802.5945 802.5956 1.37 [M+H]+
3 PC(18:0/EpOME) 4.1
846.5925 846.5866 6.97 [M+HCOO]- nebo
PC(18:0/HODE) C14HgaNOgP 4.4
802.5966 802.5956 1.25 [M+H]+ nebo
5 PC(18:1/HOME) 4.0
846.5834 846.5866 3.78 [M+HCOO]-
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K identifikaci dalSich oxidovanych lipid byly vyuzity poznatky ze studie
Schlotterbeck et al. (2019) vyuzivajici podobné paramtery necilené lipidomické metody
(totozné MS parametry a modifikované LC parametry) vyuzité v této praci (dodate¢na
data k identifikaci oxidovanych fostatidylcholinti byla poskytnuta autorem na vyzadani).
Ve zminéné studii byly identifikovany oxidované fosfatidylcholiny (OxPC):

1-palmitoyl-2-(5-oxovaleroyl)-sn-glycero-3-fosfatidylcholin (POVPC),

1-palmitoyl-2-(9-oxononanoyl)-sn-glycero-3-fosfatidylcholin (PONPC),

1-palmitoyl-2-azelaoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin (PAzPC), a

1-palmitoyl-2-glutaryl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin (PGPC).

Autofi studie srovnali reten¢ni Casy, fragmentacni spektra a dalsi parametry téchto
OXPC s jejich deuterovanymi standardy. Dle téchto informaci byly OxPC identifikovany
a specifikace je uvedena v Tab. 8. K dalsimu vyhodnoceni byla vybrana data z analyzy
V positivnim modu (vyssi intensita pikt a kvalitngjsi fragmenta¢ni spektra) uvedena na

obrazku (Obr. 54) a ptislusné krabicové grafy jsou uvedeny na obrazku (Obr. 53).

Tab. 8 Srovnani hodnot m/z a reten¢niho ¢asu identifikovanych OxPC s databazi LIPID MAPS a
poznatky dle Schlotterbeck et al. (2019).

OxPC  Referencni Experimentalni Rozdil  Referencni  Experimentalni

m/z m/z [M+H]+  vm/z  retencni Cas retencni Cas
[M+H]+ (ppm) (min) (min)
PGPC 610.3715 610.3709 0.97 1.52 1.55
POVPC  594.3765 594.3752 2.12 1.70 1.73
PONPC  650.4391 650.4376 2.28 2.35 2.36
PAzPC  666.4341 666.4327 2.13 2.00 2.01
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Obr. 53 Krabicové grafy (s uvedenim p-value t-testu v pravé casti grafu) pro oxidované
fosfatidylcholiny (kontroly — K, pacienti — P).
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Obr. 54 Chromatogram (A), isotopické vzory (B, D, F, H) a fragmenta¢ni spektra (C, E, G, I) vybranych oxidovanych fosfatidylcholini (OxPC) analyzovanych
v positivnim médu. Hmotnostni spektra odpovidaji OxPC nasledovné: PAzPC (B, C), PGPC (D, E), PONPC (F, G), POVPC (H, I). U fragmenta¢nich
spekter je zobrazena struktura fosfocholinového fragmentu (m/z 184). Experimentalni data jsou reprezentovana kontrolnim vzorkem 7.
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K dalsi strukturni konfirmaci signifikantn€ snizenych ¢i  zvySenych
fosfatidylcholini byly kvantifikovany jednotlivé fragmenty v negativnim modu.
Fragmentac¢ni produkty fosfatidylcholinii v negativnim modu obsahuji také volné acylové

fetézce (aduktovy iont [M-H]-), usnadiujici strukturni identifikaci téchto lipida (Obr. 55).
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Obr. 55 Fragmenta¢ni spektra vybranych fosfatidylcholini v negativnim moédu (vlevo)
S vyobrazenim struktury acylovych fragmentl. Krabicové grafy vybranych fragmentt
(vpravo) s uvedenim p-value (t-test) v horni ¢asti grafu koresponduji s danym lipidem
(nalevo). Fragmentacni spektra byla vyhodnocena pomoci MS-DIAL, se zohlednénim
vSech analyzovanych vzorkli (zarovnavaci soubor — alignment file, specifikace
v kapitole 3.2.4).
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5 DISKUZE

V uvodu experimentalni Casti této prace byla optimalizovana cilena lipidomicka metoda
dle Xuan et al. (2018). Optimalizace spocivala predev§im v korekci retencnich Cast
jednotlivych lipidu a verifikaci identifikace téchto lipidi. UZzite¢nou pomiickou se staly
grafy lipidovych vzor, na kterych lze snadno rozlisit odchylky od predikovaného
pouze castecné pro skupinu PC. Pomoci lipidovych vzorti byla odhalena nejasnost
v nomenklatufe piivodni metody pro skupinu plasmalogenovych fosfatidylcholinti, kdy
byly ob¢& podskupiny PC-O (plasmanyly) a PC-P (plasmenyly) souhrnné oznaceny jako
PC-O a pfi identifikaci byla v lipidovém vzoru pro PC-O zfetelna ptitomnost dvou
prekryvajicich se lipidovych tiid. Po korekci byla skupina PC-O v optimalizované metodé
rozdélena na podskupiny PC-O a PC-P. Obdobné byla v ptivodni metodé sdruzena
skupina plasmalogenovych fosfatidylethanolaminti PE-O, nicméné v této skupiné nebyly
trendy v piekryvu podskupin PE-O a PE-P zietelné natolik, aby bylo mozné je od sebe
oddélit.

Ve druhé tfetiné experimentalni Casti prace byla rozebrana samotnd analyza
vzorkd pacientd se SCADD s porovnanim vysledki metod optimalizované cilené a
necilené lipidomické analyzy. Mezi obéma analyzami byl témér pullroéni casovy
rozestup, jelikoz necilena lipidomicka analyza byla uskutecnéna na stazi v Institute of
Pharmaceutical sciences pii Eberhard Karls Universtiy Tiibingen Vv Némecku.
Reprodukovatelnost vysledkd byla dale zajisténa odd€lenym zpracovanim vzorkl pro
kaZdou analyzu zv1ast’ (ze suchych krevnich skvrn byl vyraZen tercik pro kazdou analyzu
zvlast, viz kapitola 3.2.1.2) a jejich zpracovanim tésné€ pred samotnou analyzou. Relativni
zména koncentrace jednoho konkrétniho lipidového individua je vzhledem
k biochemické interpretaci obtizna, a proto byly tyto zmény srovnavany systematicky dle
lipidovych tfid pomoci korela¢nich map (Obr. 31-49). Lipidy signifikantné zvySené u
skupiny pacientt, spadajici do tiid PC, LPC a LPE vykazovaly trend v délce acylovych
fetézcl, pricemz se jednalo o acyly s délkou 16 uhlika (C16). Konkrétné jde naptiklad o
lipidy LPC 16:1, LPE 16:0, PC 32:0 (16:0 16:0), PC 32:1 (16:0 16:1). Stejny trend
vykazovaly také acylkarnitiny CAR 16:0 a CAR 16:1 stejné jako diagnosticky marker
CAR 4:0 (acylkarnitiny byly analyzovany pouze necilenou analyzou.). Déle byly u
skupiny pacientli zvySeny také lipidy s acylem 20:4 (arachidonylova skupina) jako PC
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36:4 (16:0_20:4) a PC 38:4 (18:0 20:4). Co se tyce lipidu snizenych u skupiny pacientu,
jednalo se pfevazné o lipidy s kombinaci acylti o délce 18 uhlikti (C18). Trend byl
pozorovan piedevsim u skupin PC, LPC, LPE a PE a konkrétné¢ se jednalo naptiklad o
lipidy: LPC 18:2, LPE 18:2, PC 36:2 (18:0_18:2), PC 36:1 (18:0_18:1), PC 36:4
(18:2_18:2), PE 36:2 (18:1 _18:1). Tyto trendy nebyly pozorovany u skupiny volnych
mastnych kyselin, u kterych vSak byly pozorovany signifikantné zvysené polynenasycené
mastné kyseliny o 22 uhlicich, a to konkrétn¢ FA 22:4 a FA 22:5 (FA 22:4 nebyla
signifikantni u cilené analyzy po Bonferroniho korekci, Obr. 46). U skupiny SM byly u
skupiny pacienti signifikantné snizené SM s nizkym celkovym poc¢tem uhlikti (C28-C32)
a to konkrétné¢ SM 28:1, SM 30:1 a SM 30:2, naopak zvySené byly SM 34:2, SM 36:2 a
SM 38:2.

Souvislost mezi nerovnovahou acylit C16 a C18 a poruchou mitochondrialnich
onemocnéni B-oxidace nebyla doposud v literatufe popsana. Kli¢ovym lipidem vnitini
mitochondridlni membrany (VMM) je kardiolipin (tvoii 15-20 % z celkovych lipida
VMM), pfi¢emZz snizend koncentrace kardiolipinu (CL), nebo remodelace acyli
kradiolipinu je spojena s patologiemi a ztratou biofyzikalni organizace VMM
(Pennington et al., 2019). Kardiolipin vykazuje preferenci k C18 acylim piedevsim
vV mitochondriich srde¢niho svalu a jater, kde se vyskytuje vyhradné ve formé (18:2)4CL
(Han et al., 2006; Schlame et al., 2005). Tato preference k acylim C18 je regulovana
acyl-remodela¢nimi mechanismy, které zajist'uji opravu acylii poskozenych oxidativnim
stresem uvnitf mitochondrie (Li et al., 2010; Ma, 2012; Claypool a Koehler, 2012;
Paradies et al., 2014). Jednim z mechanismt patobiochemie onemocnéni SCADD je
zvySeny oxidativni stres uvnitf mitochondrie zpiisobeny akumulaci butyryl-CoA a
agregaci $patné slozenych proteint defektniho enzymu SCAD (Olsen et al., 2015; Nochi
etal., 2017). Oxidativné poskozené acyly C18 mitochondrialniho kardiolipinu mohou byt
opraveny vyménou za acyl C18 z PC ¢i PE ptitomnych ve VMM piimou transacylaéni
reakci katalyzovanou enzymem taffazinem (EC 2.3.1.23) (Schlame, 2013; Xu et al.,
2003). Schéma mechanismu vysvétlujici nerovnomérné zastoupeni acyla C16 a C18 u
skupin PC, PE, LPC, LPE je uvedeno na Obr. 56. Acylové slozeni lipidi uvadéné u cilené
analyzy vychazi z nejpravdépodobnéjsi varianty lipidu v daném reten¢nim case (dle
informaci autort cilené lipidomické metody) a bylo nutné toto slozeni dale potvrdit.
Konfirmace acylového sloZeni v lipidech byla provedena na zéklad¢ informaci z necilené
analyzy v negativnim modu (fragmentacni spektra) a ve vybranych piipadech také

kvantifikaci samotnych acylovych fragmenti (blize popsano v kapitole 4.3).
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Obr. 56 Potencialni vysvétleni nerovnomérného zastoupeni acyli C16 a C18 u PC, PE, LPC a
LPE souvisejici s remodela¢nimi mechanismy opravy mitochondrialniho kardiolipinu.
Modfe jsou uvedeny lipidy signifikantné snizené u skupiny pacientl a cervené jsou
uvedeny lipidy signifikantné zvysené u skupiny pacienti.

Zvysena koncentrace PC 32:1 (16:0 16:1) byla zaznamenana u pacientl
s kolorektalnim karcinomem v souvislosti se zvySenou expresi acyl-remodelac¢nich
enzymu (Kurabe et al., 2013). Vysvétlenim stejného trendu u pacientti se SCADD muze
byt metabolické preprogramovani typu Warburgova efektu, ktery byl popsédn u
metabolismu rakovinnych bunék (Warburg et al., 1927). Piechod od oxidativni
fosforylace k neoxidativni glykolyze i za ptitomnosti kysliku byl pozorovan u pacientti
se SCADD s mutaci €.625G > A (Pedersen et al., 2010) a také u dalSich onemocnéni
spojenych s mitochondrialni disfunkci a oxidativnim stresem v buiice (Yu-Ting et al.,
2014).

Mitochondrie pacientli s onemocnénim SCADD vykazuji abnormdlni tvar a
tendenci k cast&jsimu déleni (Schmidt et al., 2010), které muze byt zpusobeno také
slozenim mitochondrialni membrany (Frohman, 2015). ZvySena koncentrace
nenasycenych mastnych kyselin zabudovanych do mitochondrialni membrany ve formé
acyli ve fosfolipidech ma zasadni vliv na fluiditu a zaktiveni bunéénych membran. VéEtsi
fluiditu naptiklad vykazuji membrany se zvySenym obsahem arachidonylovych
fosfolipidii jako PC 36:4 (16:0_20:4) a PC 38:4 (18:0 _20:4), které byly oba signifikantné
zvySeny u skupiny pacienti se SCADD analyzovanych v této praci (Lev, 2012). Zvysena
fluidita souvisi se snaz§im délenim bunky/organely a také se zvySenym pasivnim

transportem volnych mastnych kyselin (Youle a van der Bliek, 2012; Li et al., 2015).
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Déle je kyselina arachidonova inkorporovana do fosfolipidu pfimo nedostupna jako
substrat pro biosyntézu lipidovych prozanétlivych mediator a signalizacnich molekul
(Rong et al., 2015).

Posledni kapitola experimentalni ¢asti prace se zabyva identifikaci neznamych
features, mezi nimiz byly identifikovany pfevazn¢ produkty neenzymatické oxidace
fosfatidylcholinti. Lipidomicka analyza suchych krevnich skvrn pacientii s onemocnénim
MCADD poukazala zvySené koncentrace oxidovanych lipidi a produktii oxidace
polynenasycenych fosfolipidi jako naptiklad
1-palmitoyl-2-azelaoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin (PAzPC) (Najdekr et al., 2015),
ktery vSak nebyl signifikantné zvySeny u skupiny pacientti se SCADD dle vysledki této
prace. PAzPC je produktem oxidace fosfatidylcholinu PC 34:2 (16:0_18:2), ktery byl u
skupiny pacienti signifikatn€ sniZzeny, pfiemz meziprodukt této oxidace
1-palmitoyl-2-(9-oxo-nonanoyl)-sn-glycero-3-fosfocholin (PONPC) byl také sniZeny.
Oxidac¢ni produkt prekurzoru lipidu PC 36:4 (16:0_20:4),
1-palmitoyl-2-glutaryl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin (PGPC) byl u skupiny pacientt

signifikantné zvyseny stejné jako samotny prekurzor (Obr. 57).
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Obr. 57 Oxidované fosfatidylcholiny a jejich prekurzory identifikované necilenou analyzou.
Brava nazvu lipidu odpovida signifikantnimu snizeni (modra) a zvySeni (Cervena)
koncentrace lipidu u skupiny pacientt.

Necilenou analyzou byly identifikovany také oxidacni produkty fosfatidylcholina
PC 36:2, PC 36:3 a PC 36:4 uvedené na obrazku (Obr. 58), které byly stejné jako jejich
prekurzory signifikantné sniZené u pacientl. Mimo tyto uvedené OxPC lze uvaZovat o

dalSich variantdch polohovych izomert téchto lipidi se shodnym sumarnim vozrcem
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Ca4HgsNO10P a C44HgaNOgP, které neni mozné za pouziti stavajicich chromatografickych

parametra odlisit.
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Obr. 58 Oxidované fosfatidylcholiny a jejich prekurzory identifikované necilenou analyzou.
Lipidy signifikantn¢ snizené u pacientii jsou uvedeny modrou barvou. DiIHODE
(dihydroxylinolova kyselina), DiHOME (dihydroxyolejovda kyselina), EpOME
(epoxyolejova kyselina), HODE (hydroxylinolova kyselina), HOME (hydroxyolejova
kyselina).

Dle téchto vysledkd neni jisté, zda-li je pfitomnost oxidovanych produktt téchto
fosfatidylcholinil zpiisobena oxida¢nim stresem vlivem onemocnéni SCADD a nebo jestli
oxidované produkty vznikly pfi zpracovani vzorkl, kdy jsou suché krevni skvrny po
odebrani krve 4 hodiny suSeny za pfistupu vzduchu, jelikoz je vZdy mimo produkt
oxidace zvysen také prekurozor téchto OxPC. Ke spolehlivé identifikaci a kvantifikaci
oxidovanych lipidii by bylo zapotiebi ziskat materidl nepodléhajici dlouhému suseni za
piistupu vzduchu (napiiklad vzorky plasmy). Dale by bylo vhodné pouzit metodu s lepsi
separaci oxidovanych lipidd, jelikoz metoda dle (Tsugawa et al., 2015) neni k témto

uceltiim dostacujici.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala lipidomickou analyzou suchych krevnich skvrn
pacienti s dédi¢nou metabolickou poruchou SCADD. V teoretické Casti prace byly
shrnuty aktualni poznatky problematiky onemocnéni SCADD, jeho patobiochemického
mechanismu, déle byl pfedstaven obor lipidomiky a bézn¢ uzivané metody v lipidomické

analyze. Na zéklad¢ vysledkt této prace byly formulovany nésledujici zavéry.

6.1 Optimalizace cilené lipidomické analyzy

Cilena lipidomicka metoda dle Xuan (2018) byla tspésné optimalizovana a lze ji tedy
vyuzit na jiném typu kapalinového chromatografu (konkrétné UltiMate 3000 Rapid
Separation system; Dionex) a hmotnostniho spektrometru (Triple Quad 6500; SCIEX)
S nutnosti Upravy retencnich cast lipidi za pomoci znacCenych standardii a graf
lipidovych vzorti. K nevyhoddm a potencidlnim mistim ke zlepSeni této metody patii
nedokonalé oddéleni plasmanylovych a plasmenylovych podskupin fosfoglycerolipidi a
dale by mohla byt v analyze déale zatfazena acylova identifikace v negativnim modu

(metodu 1ze navrhnout dle poznatki z necilené analyzy uvedené v této praci).

6.2 Cilena a necilena analyza suchych krevnich skvrn pacienti

s nemoci SCADD.

Pomoci komplexni lipidomické analyzy zahrnujici cileny a necileny pfistup za vyuZziti
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii byly identifikovany
zmeény v lipidomu, které¢ lze vysvétlit patobiochemickymi mechanismy nemoci SCADD.
U skupiny pacienti doslo ke zvySeni koncentrace lipida (konkrétné skupiny PC, PE, LPC,
LPE) s obsahem acyld o Sestnacti uhlicich, a naopak lipidy obsahujici acyly o délce
osmnacti uhlikd vykazovaly nizs§i koncentrace. Zmény byly pozorovany také u skupin
SM, FA, PC-O a CAR. U skupiny acylkarnitinii (CAR) byl u skupiny pacientl zvysen
diagnosticky marker CAR 4:0 (butyrylkarnitin) a dale také acylkarnitiny CAR 16:1 a
CAR 16:0. Koherenci vysledkli podporuji shodné zavéry cilené i necilené analyzy, ktera
byla uskute¢néna s Casovym odstupem na jiném pfistroji v jiné zemi a pfi niZ byl pouZit
novy vzorek suché krevni skvrny a také jiny postup extrakce. Nerovhomérné zastoupeni

délky acylovych fetézcii v lipidech nebylo u této DMP diive v literatufe popsano.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACS acyl-CoA-synthetasa

CACT karnitin-acylkarnitintranslokasa

CAR karnitin

CE cholesterylester, ve vybranych ptipadech také kolizni energie

Cer ceramid

CK kreatinkinasa

CPTIaCPT Il karnitinpalmitoyltransferasa | a 11

DDA analyza zavisla na datech (data dependent acquisition)

DIA analyza nezavisld na datech (data independent acquisition)

DMP dédi¢na metabolickd porucha

DSTDL roztok deuterovanych standardt lipid

EIC extrahovany iontovy chromatogram

EMA kyselina ethylmalonova

FA ¢i MK mastnd kyselina volna ¢i vdzana

FATP1-6 transportéry mastnych kyselin

FWHM rozliSeni hmotnostniho spektrometru (full width at half
maximum)

HRMS hmotnostni analyzator s vysokym rozliSenim

LCKAT acetyl-CoA-C-acyltransferasa

LCHAD 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin s
dlouhym fetézcem

LMSD databaze LIPID MAPS

LPC lysofosfatidylcholin

LPC-O/P lysofosfatidylcholin (plasmanyl/plasmenyl)

LPE lysofosfatidylethanolamin

LPE-O/P lysofosfatidylethanolamin (plasmanyl/plasmenyl)

M/DIT-AG mono/di/tri-acylglycerol

MCAD acyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin se stfedné
dlouhym fetézcem

MRM multiple reaction monitoring

MTP mitochondrialni trifunkéni protein

MZ CR ministerstvo zdravotnictvi CR
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NS
OPLS-DA

PC

PCA

PE

PG

Pl
PLS-DA
PS

QL,Q2, Q3
QTOF
ROC
SCAD

SCADD

SM
SWATH

VLCAD

novorozenecky screening

orthogonal projections to latent structures discriminant
analysis

fosfatidylcholin

analyza hlavnich komponent

fostatidylethanolamin

fosfatidylglycerol

fosfatidylinositol

partial least squares-discriminant analysis

fosfatidylserin

prvni kvadrupdl, druhy kvadrupol (kolizni cela), treti
kvadrupol

hmotnostni analyzator doby letu s vysokym rozlisenim
reciever operating characteristic

acyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin s kratkym
fetézcem

Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin s
kratkym fetézcem

sfingomyelin

metoda necilené analyzy (sequential windowed data
independent acquisition of total high resolution mass spectra)
acyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin s velmi dlouhym

fet€zcem
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9 PRILOHY

Lipidovy standard Molekulova  Presna Vzorec Koncentrace
hmotnost hmotnost (ng/ml)
15:0-18:1(d7) PC 753.11 752.61 Ca1H73D7NOsP 150.6
15:0-18:1(d7) PE 711.03 710.56 CagHe7D7NOsP 5.3
15:0-18:1(d7) PS (Na Salt) 777.02 776.53 CagHesD7NNaO1oP 3.9
15:0-18:1(d7) PG (Na Salt) 764.02 763.54 CagHs7D7NaO10P 26.7
15:0-18:1(d7) Pl (NH4 Salt) 847.13 846.60 Ca2H7sD7NO13P 8.5
15:0-18:1(d7) PA (Na Salt) 689.94 689.50 CasHs1D7NaOsP 6.9
18:1(d7) Lyso PC 528.72 528.39 C26HasD7NO7P 23.8
18:1(d7) Lyso PE 486.64 486.35 C23H33D7NO7P 4.9
18:1(d7) Chol Ester 658.16 657.64 CasH71D702 3291
18:1(d7) MAG 363.59 363.34 C21H33D704 1.8
15:0-18:1(d7) DAG 587.98 587.55 C3sHs1D70s5 8.8
15:0-18:1(d7)-15:0 TAG 812.37 811.77 Cs1HgoD70s6 52.8
d18:1-18:1(d9) SM 738.12 737.64 Ca1H72DsN206P 29.6
Cholesterol (d7) 393.71 393.40 C27H3sD70 98.4

Priloha 1 Specifikace smési deuterovanych lipidovych standardi (SPLASH® LIPIDOMIX®
Mass Spec Standard) s uvedenim molekulové hmotnosti, pfesné hmotnosti, vzorce a
koncentrace jednotlivych slozek. Pfevzato a pielozeno dle informa¢niho manualu
vyrobce.
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Koncentrace Koncentrace Presna

Lipidovy standard Vzorec el (urollll hiiotos:
15:0-18:1(d7) PC C41H;3D;NOP 100 133 752.6061
18:1(d7) Lyso PC CyeHesD;NO,P 100 189  528.3921
15:0-18:1(d7) PE CigHe,D;NOgP 100 141 710.5591
18:1(d7) Lyso PE Cy3HasD;NO,P 100 205  486.3451
15:0-18:1(d7) PG CagHsaD;040P 100 131 741.5537
15:0-18:1(d7) PI CyoH7,D,043P 100 118 829.5698
15:0-18:1(d7) PS CagHs7D;NO P 100 129 754.5490
15:0-18:1(d7)-15:0 TAG Cs1HgoD; 04 100 123 811.7646
15:0-18:1(d7) DAG CiHe1D; 05 100 170 587.5506
18:1(d7) MAG C,1Hy3D,04 100 275 363.3366
18:1(d7) Chol Ester CysH;4D,0, 100 152 657.6441
d18:1-18:1(d9) SM Cy1H72D5N,O6P 100 135  737.6397
C15 Ceramide-d7 CiaHssD;NO, 100 188 530.5404

Ptiloha 2 Specifikace smési deuterovanych lipidovych standardi (EquiSPLASH® LIPIDOMIX®
Mass Spec Standard) s uvedenim molekulové hmotnosti, pfesné hmotnosti, vzorce a
koncentrace jednotlivych slozek. Pievzato a pielozeno dle informa¢niho manualu
vyrobce.
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Positivni mod analyzy Negativni mod analyzy

ID Typ Pocatecni Konecna ID Typ Pocatecni Konecna
cyklu | méreni hodnota hodnota cyklu mérfeni | hodnotam/z | hodnota

m/z m/z m/z
0 | SCAN 50 1250 0 | SCAN 50 1250
1 | SWATH 50 119.1 1 | SWATH 50 131.5
2 | SWATH 118.1 158.5 2 | SWATH 130.5 163.3
3 | SWATH 157.5 214.1 3 | SWATH 162.3 189
4 | SWATH 213.1 217.1 4 | SWATH 188 230.4
5| SWATH 216.1 268.7 5| SWATH 229.4 266.1
6 | SWATH 267.7 303.3 6 | SWATH 265.1 297.7
7 | SWATH 302.3 327.8 7 | SWATH 296.7 315.2
8 | SWATH 326.8 343.8 8 | SWATH 314.2 339.2
9 | SWATH 342.8 358.8 9 | SWATH 338.2 363.7
10 | SWATH 357.8 375.8 10 | SWATH 362.7 377.8
11 | SWATH 374.8 388.8 11 | SWATH 376.8 395.2
12 | SWATH 387.8 408.4 12 | SWATH 394.2 412.6
13 | SWATH 407.4 433.8 13 | SWATH 411.6 432.8
14 | SWATH 432.8 485.9 14 | SWATH 431.8 466.3
15 | SWATH 484.9 535.8 15 | SWATH 465.3 523.4
16 | SWATH 534.8 577.1 16 | SWATH 522.4 575.4
17 | SWATH 576.1 616.4 17 | SWATH 574.4 614
18 | SWATH 615.4 649.1 18 | SWATH 613 640.6
19 | SWATH 648.1 677.7 19 | SWATH 639.6 668.1
20 | SWATH 676.7 708.4 20 | SWATH 667.1 694.6
21 | SWATH 707.4 745.1 21 | SWATH 693.6 744.5
22 | SWATH 744.1 776.6 22 | SWATH 743.5 790.1
23 | SWATH 775.6 815.7 23 | SWATH 789.1 830.6
24 | SWATH 814.7 878.3 24 | SWATH 829.6 861.7
25 | SWATH 877.3 1250 25 | SWATH 860.7 1250
Ptiloha 3 Specifikace parametrti rozdéleni meéficich oken v necilené metodé SWATH pro

positivni a negativni mod analyzy.
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Dats collection | Peak detection | MS2Dec | Identification | Adduct | Alignment | Mobility | Isotope tracking MSP file and MS/MS identification setting

Mass accuracy MSP file:  D:\Programs\MSDIAL ver 4.12\LipidMsmsBinaryDB-VS66-FiehnO.lbm2
MS1 tolerance: 001 pa
Retention time tolerance: 1 min
MS2 tolerance: 0.025| pa
Accurate mass tolerance (MS1): 001 pa
@ Advanced Accurate mass tolerance (MS2): 005 pa
Data collection paremeters § Identification score cut off: 80 o
Retention time begin: 03] min Use retention time for scoring:
Retention time end: 3] min Use retention time for filtering:
Mass range begin: 50| pa
Mass range end: 1250| pa
Isotope recognition Alignment parameters setting
Maximum charged number: 2 Result name: alignmentResult_2020_5_11_11_0_41
Consider Cl and Br elements: O Reference file: 36_QC8_viall v
Multithreading Retention time tolerance: 0.1 min
Number of threads: 4 MS1 tolerance: 0015 pa
Execute retention time corrections O @ Advanced
Peak detection parameters Retention time factor: 93] ©-n
Minimum peak height: 200. amplitude MS1 factor: 05 (0-1)
Mass slice width: 01| pa Peak count filter: 0 o
@ Advanced N% detected in at least one group: 25| o
Smoothing method: Linear weighted moving average v Remove features based on blank information:
Smoothing level: 1 scan Sample max / blank average: M 5| fold change
Minimum peak width: 5 scan Keep ‘identified’ metabolite features: O
Deconvolution parameters Keep ‘annotated (wo MS2)' metabolite features: O
Sigma window value: 0.5 Keep removable features and assign the tag:
MS/MS abundance cut off: 0 amplitude Gap filling by compulsion:
D Advanced
Exclude after precursor ion:
Keep the isotopic ions until: 05 Da
Keep the isotopic ions w/o MS2Dec: O

Ptiloha 4 Specifikace a nastaveni programu MS-DIAL pro zpracovani a vyhodnoceni dat z necilené analyzy v pozitivnim modu.
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Data collection _Peak detection l MS2Dec l Identification j Adduct l Alignment | Mobility | Isotope tracking | MSP file and MS/MS identification setting

Mass accuracy — - -
MSP file: D:\Programs\MSDIAL ver 4.12\LipidMsmsBinaryDB-V566-FiehnO.lbm2
MS1 tolerance: 001 pa . :
Retention time tolerance: 1 min
MS2 tolerance: 0.025| pa
B Accurate mass tolerance (MS1): 001 pa
{4 ) Advanced r i
Accurate mass tolerance (MS2): 005 pa
Data collection parameters
. . . Identification score cut off: 80| 9
Retention time begin: 04 min
Use retention time for scoring:
Retention time end: 13 min
Use retention time for filtering:
Mass range begin: 50| pa
Mass range end: 1250 Da Alignment parameters setting
. Result name: alignmentResult_2020_5_11_11_6_40
Isotope recognition
Maximum charged number: 2 Reference file: 12_QC4_vial2 v
Consider Cl and Br elements: O Retention time tolerance: 01 min
. 0.015
Multithreading MS1 tolerance: Da
Number of threads: 4 @ Advanced
ion til 0.5 u
Execute retention time corrections O Retention time factor: -1
' 05| (-
Peak detection parameters MS1 factor: ©-1
Minimum peak height: 200 amplitude Peak count filter: 0 o
Mass slice width: 0.1 pa N% detected in at least one group: 25| o
@ Advanced Remove features based on blank information:
Smocthing method: Linear weighted moving average v Sample max / blank average: v 5| fold change
Smoothing level: 1) scan Keep ‘identified’ metabolite features: O
Minimum peak width: 5| scan Keep "annotated (wo MS2)' metabolite features: O
Deconvolution parameters Keep removable features and assign the tag:
Sigma window value: 0.5 Gap filling by compulsion:
MS/MS abundance cut off: 0 amplitude
@ Advanced
Exclude after precursor ion:
Keep the isotopic ions until: 05 Dpa
Keep the isotopic ions w/o MS2Dec: O

Ptiloha 5 Specifikace a nastaveni programu MS-DIAL pro zpracovani a vyhodnoceni dat z necilené analyzy v negativnim modu.
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Ptiloha 6 Vystup ze statistické analyzy optimalni metody normalizace dat z cilené analyzy. Byly porovnany skupiny vzorkt kontroly kvality (QC), pacienti (Classl)
a kontrol (Class2). Byly otestovany normaliza¢ni metody LOWESS, B-MIS, CCMN, NOMIS a RUVrand, kdy specifikace téchto normaliza¢nich ptistupt
a pravidla k vyhodnoceni jsou blize popsana autory pivodni publikace dle Drotleff a Lammerhofer (2019).

117



CV (QC) CV (Class1) CV (Class2)
LOWESS F---FCC)--F--4 | LOWESS P ]------ i— - -+ |LowEss :
s-Mis| - - X o= pms| F--={___ _}-+----i-H B-MIS

Noms| kF-=+=[_ W J=---=-=i-==+| nowmis| F=--- FF--—----4 NOMIS
RuViand| F==-={ | W _]--+----i- RUVrand| k=== | DG F-+----F-H RUVrand
0 10 20 30 40 50 20 40 60 80 100

MAD (QC) MAD (Class1) MAD (Class2)

raw data I-——-é-{—-?:—————i——-l raw data I-——E———[j:}-i—————é——-l raw data
towess| F--{_N_F----4: towess| +--=--{ X F----+--4 |LowEss
L s amm RN ST e T e O SRR
sms| - X F------4 Bms| F--=-[CDPC___ ]-=----i--H B-MIS
con| F--[CPDC _F---+---4i CoMn| F---- W }---------+| ccun
noms| F--+{ X }---------=4| nNoms| +--+-_DC___F-c----i--4 NOMIS
Ruviand| F==4 X |-=--~----4 Ruviand| F=-=-=+-_ X J+----+=-=+ |Ruviand

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.2 0.4 06 0.8
Var (QC) Var (Class1)
raw data I———E——l:;:l»-é—————i————l raw data I——'EEI__é_l-——'i'————;———l raw data -
towess| F-A4{_ W _}----i--+4 | towess| +-{ [ W | }------- i~ — -+ |Lowess

mricf FL G F-------4 mTIC
sms| FC X F--+--4 B-MIS

S s s AN e
'—

com| FLDC__F-----=--4 cemn| +
'_
'—
0

wous| -~ X F - === | noms
Rurand| = [ pi---=-=-=-=-4} RUVrand

0.00 0.05 0.10 0.15 0.

0.6

Piiloha 7 Vystup ze statistické analyzy optimalni metody normalizace dat z necilené analyzy. Byly porovnany skupiny vzorka kontroly kvality (QC), pacienti
(Classl) a kontrol (Class2). Byly otestovany normaliza¢ni metody LOWESS, mTIC, B-MIS, CCMN, NOMIS a RUVrand, kdy specifikace téchto
normalizaénich pfistupti a pravidla k vyhodnoceni jsou blize popsana autory ptivodni publikace dle Drotleff a Lammerhofer (2019).
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Ptiloha 8 Lipidové vzory pro lipidové skupiny CE, Cer, DG (nomenklatura dle kapitoly 2.3.1.1).
Grafy jsou konstruovany jako zavislost m/z na retenénimu ¢ase béhem non-scheduled
MRM analyzy. Saturace odpovida poctu dvojnych vazeb na acylovych fetézcich
vyobrazenych lipida.
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Ptiloha 9 Lipidové vzory pro lipidové skupiny FA, LPE, SM (nomenklatura dle kapitoly 2.3.1.1).
Grafy jsou konstruovany jako zavislost m/z na retenénimu ¢ase béhem non-scheduled
MRM analyzy. Saturace odpovida poctu dvojnych vazeb na acylovych fetézcich
vyobrazenych lipidu.
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Ptiloha 10 Lipidové vzory pro lipidové skupiny PC-O, PC-P, PG (nomenklatura dle kapitoly
2.3.1.1). Grafy jsou konstruovany jako zavislost m/z na reten¢nimu case béhem non-
scheduled MRM analyzy. Saturace odpovida poctu dvojnych vazeb na acylovych
fetézcich vyobrazenych lipidu.
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Ptiloha 11 Lipidové vzory pro lipidové skupiny PI, PS, PE-O (nomenklatura dle kapitoly 2.3.1.1).
Grafy jsou konstruovany jako zavislost m/z na retenénimu ¢ase béhem non-scheduled
MRM analyzy. Saturace odpovida poctu dvojnych vazeb na acylovych fetézcich
vyobrazenych lipidd.
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Ptiloha 12 Lipidovy vzor triacylglyceroli (TG). Graf je konstruovan jako zavislost m/z na
retenénimu c¢ase béhem non-scheduled MRM analyzy. Saturace odpovida poctu
dvojnych vazeb na acylovych fetézcich vyobrazenych lipida.
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