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1. Uvod

Mastné kyseliny jsou velmi dilezitym zdrojem energie v obdobi katabolického stresu
spojenym s hladovénim, télesnou aktivitou nebo hore¢natym onemocnénim. Jedna se
0 karboxylové kyseliny majici rizné dlouhé uhlovodikové fetézce. Soucasti odbouravani
mastnych kyselin je enzym acyl-CoA dehydrogenasa se specifitou pro razné délky
fetézct, ktery se ucastni prvniho kroku B-oxidace mastnych kyselin.

Bakalaiska prace pojednava o onemocnéni tykajici se deficitu acyl-CoA
dehydrogenasy pro kratky fetézec mastnych kyselin (SCADD). Jedna se o autosomalné
recesivni vrozenou poruchu metabolismu mastnych Kyselin. Porucha je zpusobena
mutacemi v genu ACADS. Pacienti mohou byt zcela asymptomaticti, nebo se u nich
projevuji rizné klinické symptomy. Hlavnim biomarkerem sledovanym v krvi pacientii
je zvySena hladina butyrylkarnitinu. V soucasné dobé neni onemocnéni soucasti
novorozeneckého screeningu.

Vzhledem K riznym klinickym symptomim a variantam v mutacich genu
ACADS, muze rozsifeni zndmych biomarker vést ke zvySeni selektivity a v€asnému

zachytu onemocnéni.
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2. Mastné kyseliny

2.1 Charakteristika mastnych Kkyselin

Mastné kyseliny (MK) jsou karboxylové kyseliny s rizné¢ dlouhym uhlovodikovym
fetézcem, které se vyskytuji volné ¢i v podobé esterti s glycerolem, sfingosinem
a cholesterolem. Obsahuji vétSinou sudy pocet uhlikovych atoma a byvaji nevétvené.
Podle pritomnosti dvojné vazby je délime na nasycené a nenasycené a podle délky fetézce
na MK s kratkym (Cs — Cs), stiednim (Cg — Cy0), dlouhym (C12 — Cig) a velmi dlouhym
fetézcem (>Cig). Piitomnost dvojné vazby umoziuje cis a trans izomerii. V lipidech se
vyskytuji nenasycené MK vétSinou v cis-konfiguraci, coz ma vyznam pro prostorové
usporadani molekul lipidi v bunéénych membranach (Matous et al., 2010; Murray et al.,
1998; Novak, 2002; Voet a Voetova, 1995).

Syntéza MK probiha v cytosolu. Je vyznamna v jatrech, ledvinach, mozku, tukové
tkani a mlééné zlaze. Pro jeji priibéh je nutnd piitomnost NADPH, ATP, Mg?*, biotinu
aHCOs. Primarnim substratem biosyntézy je acetyl-koenzym A (CoA), ktery je
postupné pfemenovan na volny palmitat. Z néj jsou pak tvofeny MK s velmi dlouhym
fetézcem (Matous et al., 2010).

V krevni plazm& mohou byt transportovany volné (MK s kratkym a stfedné
dlouhym fetézcem), ve vazbé na albumin (MK s dlouhym a velmi dlouhym fetézcem)
nebo ve formé triacylglycerolt v lipoproteinech (Murray et al., 1998).

MK jsou dilezitym zdrojem energie v obdobi katabolického stresu spojovaného
se zvysenou télesnou aktivitou, hladovénim nebo hore¢natym onemocnénim. DileZitou
roli hraji u novorozencii, ktefi maji zvySeny metabolicky obrat, ale soucasné i omezené

zasoby glykogenu (Rinaldo et al., 2002).

2.2 Odbouravani MK

Odbouravani MK probiha v peroxisomech, mitochondriich, vzacnéji pak na
endoplasmatickém retikulu. Produkty p-oxidace jsou dale vyuzity pro tvorbu ATP
(acetyl-CoA v citratovém cyklu a redukované kofaktory NADH a FADH: v dychacim
fetézci). SlouZzi tak jako zdroj energie mezi pfijmem potravy, v jatrech jsou vyuzity pro
tvorbu ketolatek.

Pro urychleni mitochondrialni 3-oxidace jsou nejprve MK s dlouhym a velmi
dlouhym fetézcem zkraceny v peroxisomech. Do peroxisomu difunduji voln¢, nasledné

jsou aktivovany peroxisomalni acyl-CoA synthetasou (EC 6.2.1.3.). Prvniho kroku
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peroxisomalni B-oxidace se ticastni FAD dependentni acyl-CoA dehydrogenasa, ktera
pfenasi 2 elektrony na kyslik za tvorby peroxidu vodiku. Peroxid vodiku je ucinkem
peroxisomalni katalasy (EC 1.11.1.6) disproporciovan na vodu a kyslik. Kone¢né
produkty (acetyl-CoA, zkracené MK) jsou z peroxisomil pienaseny do mitochondrii ve
vazb¢ na karnitin, kde podléhaji dalsi oxidaci (Murray et al., 1998; Voet a Voetova,
1995).

2.2.1 Aktivace MK a transport do mitochondrii

MK s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem difunduji do matrix mitochondrie volné. Po
vstupu jsou aktivovany acyl-CoA ligasou za ucasti ATP a CoA na acyl-CoA. MK
s délkou fetézce C12— Cig prochazi pies vnéjsi mitochondridlni membranu volng€, nicméné
vnitini membrana je pro né nepropustna. VyuZzivaji proto karnitinovy pienase¢. Na vné&jsi
mitochondrialni membrané dochazi k jejich aktivaci acyl-CoA synthetasou za spotieby
ATP. Vznikly acyl-CoA je nasledné¢ konjugovan s karnitinem za uvolnéni CoA. Tento
proces katalyzuje karnitinacyltransferasa | (CPT | — EC 2.3.1.21). Dal§im krokem je
transport ptes tzv. karnitinovy cyklus na vnitini mitochondridlni membranu, kde dochazi
K vyméné acylkarnitinu za karnitin pomoci karnitin-acylkarnitintranslokasy (CACT).
Prostiednictvim karnitinacyltransferasy II (CPT Il — EC 2.3.1.21) dochazi k ptenosu MK
z acylkarnitinu na CoA a k uvolnéni acyl-CoA do matrix, ktery je dale zpracovan
v B-oxidaci. Proces vstupu MK do mitochondrie je popsan na Obr. 1. (Matous et al., 2010;
Voet a Voetova, 1995; www.fblt.cz, 20. 2. 2018).
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Obr. 1 Uloha karnitinu pii transportu mastnych kyselin do mitochondrie (upraveno podle Matous
et al., 2010).

2.2.2 Vlastni priubéh p-oxidace

[-oxidace v matrix mitochondrii (Obr. 2) je zahajena dehydrogenaci acyl-CoA za vzniku
A%-enoyl-CoA s dvojnou vazbou mezi 2. (o) a 3. (B) uhlikem v pozici trans. Acyl-CoA
dehydrogenasa, jejiz kofaktorem je flavoprotein obsahujici prostetickou skupinu FAD,
prenasi vodikové atomy za vzniku FADH. Podle specifity k urcité délce fetézce
rozliSujeme acyl-CoA dehydrogenasu pro kratky (SCAD, EC 1.3.8.1.), sttedni (MCAD,
EC 1.3.8.7.), dlouhy (LCAD, EC 1.3.8.8.) a velmi dlouhy (VLCAD, EC 1.3.8.9.) fetézec.
Nasleduje krok hydratace, kdy dochazi k adici molekuly vody na dvojnou vazbu
enoyl-CoA za vzniku L-B-hydroxyacyl-CoA. Reakce je katalyzovana A2-enoyl-CoA
hydratasou (EC 4.2.1.17). V dalsi reakci se -OH skupina na 3. () uhliku dehydrogenuje
na karbonylovou skupinu t¢inkem B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasy (EC 1.1.1. 35.) za
Gcasti koenzymu NAD™. Vznika B-ketoacyl-CoA, ktery je v poslednim kroku rozstépen
[-ketoacyl-CoA-thiolasou (EC 2.3.1.16.) na acetyl-CoA a acyl-CoA kratsi o dva uhliky.
Pro celkové odbourdani MK musi cely cyklus prob&hnout nékolikrat. Vznikly produkt
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acetyl-CoA mize byt dale metabolizovan v citratovém cyklu (TCA) (Matous et al.,
2010).

Pro regulaci B-oxidace je dulezitym faktorem pomér NAD*/NADH. Pokud
nedochazi ke spotiebé NADH v dychacim fetézci, je zastaven TCA a také zpomalena ¢i
zastavena B-oxidace (Matous et al., 2010).
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Obr. 2 Prub¢eh B oxidace (upraveno podle Matous et al., 2010).
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2.2.2.1 Odbouravani mastnych kyselin s lichym poé¢tem uhliku

Odbourdvani MK s lichym poc¢tem uhlikii probiha stejn¢ jako Bf-oxidace MK se sudym
poctem uhlik, ale jako vysledny produkt vznikéa kromé acetyl-CoA také propionyl-CoA.
Propionyl-CoA je dale pifeménén na sukcinyl-CoA, ktery poté vstupuje do TCA
(Voet a Voetova, 1995).

2.2.2.2 Odbouravani nenasycenych mastnych kyselin

Mezi nenasycené MK patii napi. kyselina olejova a linolova. Obvykle obsahuji dvojné
vazby v pozici cis mezi uhliky Co a Cio. Oxidace probiha klasickym zptuisobem az do
tietiho kroku, kdy vznika enoyl-CoA s dvojnou vazbou cis v pozici B a y. Enzym
enoyl-CoA isomerasa (EC 5.3.3.8) pfeméni vazbu Cis na stabiln&jsi trans-izomer. Proces
oxidace dale probiha klasickym zptisobem (Matous et al., 2010, Voet a Voetova, 1995).

U kyseliny linolové (Obr. 3) vznikda béhem paté obratky [-oxidace
2,4-dienoyl-CoA. Enzym 2,4-dienoyl-CoA-reduktasa (EC 1.3.1.34), vyzadujici
ptitomnost NADPH-+H", redukuje dvojnou vazbu na trans-3-enoyl-CoA, ktery je dale
izomerovan na trans-2-enoyl-CoA enzymem 3,2-enoyl-CoA-isomerasou. Dale probihaji
klasické reakce B-oxidace (Matous et al., 2010; Voet a Voetova, 1995).
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Obr. 3 Oxidace kyseliny linolové (upraveno podle Matous et al., 2010).
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3. Dédi¢né metabolické poruchy

Dé&diéné metabolické poruchy spadaji do skupin genetickych poruch, jez ovliviiuji lidsky
metabolismus. Vyznacuji se mutacemi obvykle v jednom genu jaderné nebo
mitochondrialni DNA. Mutace mohou byt disledkem delece jednoho nebo i vice para
nukleotidi DNA, zmény umisténi ¢asti chromozomu na jinou pozici (translokace),
opakovani urcitych sekvenci (repetice), vysStépeni ¢asti chromozomu, jeho obracenim
anaslednym zpétnym napojenim (inverzi) aj. V duasledku téchto zmén dochazi
k chybnym prepisim do mRNA (transkripce) a rovnéz K nespravné tvorbé proteinti
(translace) (Frycak et al., 2003; Racek et al., 2006).

Defekt mlze nastat u enzymt, krevnich bilkovin, strukturnich proteinii bunécné
membrany, receptort, proteint tvoticich soucéast iontovych kanali a regulacnich proteind.
Narusenim jejich funkce se substrat nemtize pfemeénit standardni cestou, dochazi k jeho
hromadéni v bunce. Alternativnimi drahami se Casto tvofi vedlejsi metabolity, které
mohou vést k toxicité. Soucasné nevznikd potifebny produkt nékteré z metabolickych
drah, které se protein tucastni. Existuje tedy velka variabilita klinickych projevu
jednotlivych onemocnéni (Frycak et al., 2003; Racek et al., 2006).

Dé&di€né poruchy jsou prevdzné autosomalné recesivni. Defekt se tedy projevi
u homozygota, ktery zdédil dveé defektni alely. Heterozygot byva pfenasecem defektniho
genu a klinické projevy se nemusi vilbec vyskytnout, jelikoz byva zachovana ¢aste¢na
syntéza proteinu. Mezi vzacnéjsi zpusoby dédi¢ného pifenosu fadime autosomalné

dominantni, gonosomalné recesivni a gonosomalné dominantni (Racek et al., 2006).

3.1 Poruchy mitochondrialni B-oxidace mastnych kyselin

Existuje okolo dvaceti autosomalné recesivnich poruch tykajicich se transportu
a mitochondridlni B-oxidace mastnych kyselin (FAOD - ,Fatty Acid Oxidation
Disorder) (Shekhawat et al.,, 2005). Tyto poruchy zahrnuji libovolnou ¢&ast
mitochondridlni drdhy p-oxidace ovlivilyjici funkce plazmatické membrany,
mitochondrialni transport MK nebo také drahu -oxidace MK pro kratky, stfedni, dlouhy
a velmi dlouhy fetézec (Rinaldo et al., 2002).

Poruchy spojené s transportem MK pies mitochondrialni membranu jsou
zpusobeny genetickymi mutacemi ovliviiujicimi enzymy karnitinového cyklu (CPT I,
CACT a CPT II). Genetické mutace a s tim spojené deficity jsou znamé také pro enzymy
SCAD, MCAD, LCAD a VLCAD, které jsou soucasti metabolismu MK. Dalsi poruchy

oxidace mastnych Kyselin, zptsobujici klinické pfiznaky, zahrnuji deficit trifunkéniho
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proteinu (MTP), L-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasy pro dlouhy (LCHAD), stfedni
a kratky tetézec (SCHAD) a 3-ketoacyl-CoA thiolasy stfedné dlouhého fetézce
(MCKAT) (Rinaldo et al., 2002). Ptiklady poruch véetné genovych mutaci a biomarkera
pro tato onemocnéni jsou uvedeny v Tab. 1.

FAOD se mohou projevovat riznymi symptomy. V nékterych piipadech dochéazi
jiz po narozeni k hyperamonémii, hypoglykémii, metabolické acidose, kardiomyopatii
a nahlému tmrti novorozence. Pozd¢jsimi pfiznaky mohou byt neuropatie, myopatie
a retinopatie (Shekhawat et al., 2005). V téhotenstvi mtize u matek nastat preeklampsie,
akutni jaterni poruchy a HELLP syndrom (hemolyza, zvySené jaterni enzymy, nizka
hodnota krevnich desticek). V dnes$ni dob& se vétSina piipadi FAOD zachyti
novorozeneckym screeningem vyuzivajici hmotnostni spektrometrii. Jako vzorky jsou
pouzity krevni skvrny novorozenci odebrané podle piedpisu pro novorozenecky

screening 4872 hodin po narozeni (Preece et al., 2002).
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Tab. 1 Dé&di¢né poruchy beta-oxidace mastnych kyselin (vytvoieno podle: Saudubray J.-M. et al., 2012; Rinaldo et al., 2008; www.novorozeneckyscreening.cz,
15. 3. 2018; www.ghr.nIm.nih.gov, 21. 3. 2018).

Typy poruch Deficit Gen Zvysené acylkarnitiny v | ZvySené acylglyciny v

plasmé mocdi
p ha t Htu MK of ochondrialni CPT I CPTI1A volny karnitin
orucha transportu pres mitochondrialni CACT SLC25A20 palmitoyl-
membranu -
CPTII CPT2 palmitoyl-
VLCAD ACADVL tetradecenoyl-

3-hydroxypalmitoyl-

Porucha B-oxidace MK s dlouhym fetézcem LCHAD HADHA 3-hydroxyoleoyl-
3-hydroxylinoleoyl-

LCAD ACADL
oktanoyl- hexanoyl-
MCAD ACADM decenoyl- suberyl-
Porucha B-oxidace MK se stfedné dlouhym fetézcem hexanoyl- fenylpropionyl-
SCHAD HADH hydroxybutyryl.
MCKAT T2 hydroxybutyryl-
Porucha B-oxidace MKs kratkym fetézcem SCAD ACASD butyryl- butyryl-
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3.1.1 Deficit acyl-CoA dehydrogenasy s kratkym Fetézcem

Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin s kratkym fetézcem (,,Short-Chain
Acyl-CoA Dehydrogenase Deficiency” — SCADD) je autosomalné recesivni vrozena
porucha spojena s mutacemi v genu ACADS (Lampret et al., 2015). Onemocnéni byva
doprovazeno rtznymi klinickymi fenotypy od fatdlni metabolické dekompenzace
v détstvi az po asymptomatické jedince (Kim et al., 2011).

Deficit aktivity SCAD byl poprvé popsan a enzymaticky potvrzen v koznich
fibroblastech dvou novorozenct, ktefi méli zvySenou exkreci ethylmalonové kyseliny
(EMA) vmoc¢i spojenou s metabolickou acidosou, letargii a hypertonii
(Amendt et al., 1987). U jednoho z pacientii byla diagnéza pozdé&ji geneticky potvrzena
pfitomnosti heterozygotnich variant alel ¢.136C > T + 319C > T (Naito et al., 1990).

Existuje velka variabilita mutaci zminéného genu vedouci k onemocnéni SCADD.
Genotyp symptomatickych pacientl mize byt homozygotni i heterozygotni (Nochi et al.).
Prevlada ptitomnost dvou variant - mutace ¢.511C>T lokalizovana na exonu 5
a c.625G>A lokalizovana na exonu 6 (Gregersen et al., 1998, Corydon et al. 2001).
Vyskytuje se také velké mnozstvi vzacnych variant genu, které byvaji spojeny s vysokou
exkreci EMA (Jethva et al., 2008).

3.1.1.1 Enzym acyl-CoA dehydrogenasa pro kratky retézec

Enzym SCAD se tadi do skupiny flavinadenindinukleotid (FAD) dependentnich
acyl-CoA dehydrogenas. Katalyzuje dehydrogenaci acyl-CoA s kratkym fetézcem
(Csa Cs) vedouci ke vzniku odpovidajicich enoyl-CoA. Findlné je tvofen acetyl-CoA,
ktery se dale ucastni TCA nebo tvorby ketolatek (Jethva et al., 2008). Elektrony
z redukované formy FAD (FADH:) vSCAD jsou pienaSeny do elektronového
transportniho fetézce (ETC) ptes flavoprotein, ktery je lokalizovan v matrix mitochondrii.
Ten ptenasi elektrony na elektronovy flavoproteinovy pfenase¢ ubichinonoxidoreduktasu
(ETF-QO) a dale do ETC komplexu III pies koenzym Q10. Pfenesenim elektrond na O
ptes ETC dochazi k uvolnéni energie ve formé ATP (Berg et al., 2002; Nelson et al.,
2005).

Gen pro SCAD, ACADS, je lokalizovan na dlouhém raménku lidského
chromozomu 12 v pozici 12924.31 (Naito et al., 1990). Je znam od roku 1989 (Naito et
al., 1989). Délka tohoto genu je 13 kb a sklada se z 10 exont se 1238 nukleotidy kodujici
sekvence (Corydon et al., 1997). Prekurzorovy protein pro SCAD je syntetizovan
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v cytosolu. Jeho soucasti je N-koncovy vedouci peptid o délce 24 aminokyselin, ktery je
vyuzit k mitochondrialni translokaci. V mitochondriich dochézi k odstépeni N-koncové
cilové sekvence a SCAD je sestaven do biologicky aktivni formy (Corydon et al., 1997;
Naito et al., 1990).

Vlivem vyskytu riznych variant genu ACADS muze dochazet k toxické akumulaci
substratl, metabolitli alternativnich drah a ke vzniku defektniho enzymu, coz iniciuje
nadprodukci reaktivnich forem kysliku (ROS). Nadmérna produkce ROS mtize vést
k chronickému oxida¢nimu stresu, k bunééné toxicité a k nedostatku energie (Olsen et
al., 2013). Nasledkem téchto pochodi mize dochazet k aktivaci drah mitochondrialni
a bunécné kontroly a cest pro adaptaci na oxidacéni stres. Vysoké hodnoty ROS mohou
poskodit buniku a vyvolat bunécnou smrt (Gregersen et al., 2006). Zvyseny oxidacni stres
nékdy koreluje se snizenou aktivitou CoQ10 tcastnicim se pienosu elektront (Lee et al.,

2012).

Ethylmalonova kyselina

(EMA)
&
Acyl-CoA hydrolasa < &
g &
g s
- 2
= IS
Ethylmalonyl-CoA }7 1S > | Methylsukcinyl-CoA — g Methyljantarova kys.
(o]
O
3 <
Propionyl-CoA karboxylasa N
> TCA cyklus
Buyyroon | 2 |
Butyryl-CoA ———————‘ Acetyl-CoA 4‘
T 2
—> Ketolatky

Glycin-N-acyl transferasa | Karnitin-acyl-CoA transferasa

Butyrylglycin Butyrylkarnitin

Obr. 4 Biochemické drahy pro alternativni metabolismus butyryl-CoA. Koncentrace
butyrylkarnitinu (Cerveny ramecek) je zjiStovana v Kkrvi a koncentrace EMA,
butyrylglycinu a methyljantarové kys. (Zluté ramecky) jsou sledovany v moci. (upraveno
podle Nochi et al., 2017). Cervené je zvyraznén enzym SCAD, u kterého dochézi
k deficitu.
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3.1.1.2 Klinické projevy

Klinické projevy SCADD jsou rozmanité diky riznym variantam ACADS mutaci. Mezi
ptiznaky fadime celkové neprospivani, metabolickou acidosu, epilepsii, ketonovou
hypoglykémii, opozdény vyvoj, letargii, zachvaty, dystonii, myopatii a hypotonii (Coates
et al., 1988; Corydon et al., 2001; Pedersen et al., 2008; Sewell et al., 1993). Mnoho
pacienti miize byt asymptomatickych, nicméné diagnézu je mozné zachytit

novorozeneckym screeningem (Lampret et al., 2015).

3.1.1.3 Laboratorni nalezy

Pritomnosti SCADD dochazi k akumulaci butyryl-CoA a odvozenych meziprodukti,
jako jsou butyrylkarnitin, butyrylglycin, EMA a kys. methyljantarova. Jejich koncentrace
je stanovovana Vv Krvi, mo¢i, popt. v buiikach (Corydon et al., 1996). Charakteristickym
znakem SCADD je akumulace EMA, kterd vznika karboxylaci nadbytku butyryl-CoA
v reakci katalyzované propionyl-CoA-karboxylasou a acyl-CoA hydrolasou (Lane et al.,
1960). Meziprodukt této reakce (ethylmalonyl-CoA) muze byt preménén na Kyselinu
methyljantarovou pomoci methylmalonyl-CoA mutasy (Obr. 4).

Primarni diagnéza je indikovana zvySenou koncentraci butyrylkarnitinu v krvi
pomoci FIA analyzy (Flow Injection Analysis) a analyzou organickych kyselin pomoci
plynové chromatografie ve spojeni S hmotnostni spektrometrii (GC/MS). Diagnoza je
nasledné potvrzena analyzou DNA (Bok et. al.; 2003, Pedersen et. al.; 2008, Waisbren
et. al., 2008). Prevalence symptomatickych pacientli byla na zékladé biochemickych
a molekularnich kritérii vypoétena na 1:35 000 v USA (Gallant et al., 2012) a 1:50 000
v Nizozemsku (van Maldegren et al., 2006).

3.1.1.4 Lécba

V soucasnosti neni k dispozici dostatek vyzkumi a dlouhodobych studii, a proto
neexistuje komplexni doporuceni vhodné terapie pro pacienty se SCADD (Nochi et al.,
2017). K dispozici jsou pouze preventivni opatieni, kterd doporucuji nehladovét déle nez
12 h, coz by mohlo vést u postizeného jedince k hypoglykémii, dehydrataci a metabolické
acidose. Tyto pfiznaky mohou nastat jiz u kojenct a batolat, a proto je doporucena pouze
kratkodoba doba hladovéni odpovidajici jejich véku. K opatfenim zatim nepatii strava
s nizkym obsahem tukd (Bennet, 2010; van Maldegem et al., 2010a). Primarni 1écba v
prub&hu akutni metabolické acidosy spo¢iva v intravendéznim podani tekutin s vysokou

koncentraci dextrosy (obvykle 10% roztok k dosazeni 8-10 mg/kg/min glukosy)
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S obsahem inzulinu, nebo bez néj. Tato 1écba je zvlasté¢ dulezitd pii nevolnostech

a zvraceni (Jethva et al., 2008).

3.1.2 Deficit acyl-CoA dehydrogenasy se stiredné dlouhym ietézcem

Deficit acyl-CoA dehydrogenasy se stiedné dlouhym fetézcem (,,Medium-Chain
Acyl-CoA Dehydrogenase Deficiency* — MCADD) je zptisoben mutaci v genu ACADM
(Dessein et al., 2010). Incidence tohoto onemocnéni v Evropé, Australii a USA je
ptiblizné 1:10000 (Blau et al., 2014). Mezi biomarkery se fadi zvySeny oktanoylkarnitin
(C8) vkrvi a vyluCovani hexanoylglycinu moéi, které vSak nemusi byt detekovano
u vsech fenotypt (Blau et al., 2014).

Pacienti s MCADD mohou byt po narozeni bez jakychkoliv znamek onemocnéni.
Nemoc nejcastéji propuka v prvnich dvou letech zivota pti zvySeném stresu, napt. infekei
vyvolanymi projevy, jako je hladovéni nebo zvraceni. Obvykle se objevi hypoglykémie
a poruchy védomi nebo kéma nastévajici v obdobi akutni dekompenzace. Ta souvisi se
zménami stravovani po odstaveni kojence. Muize byt také zptisobena infekci hornich cest
dychacich a gastroenteritidou. Mezi dalsi pfiznaky se fadi kardiomegalie (obvykle

hypertroficka), arytmie nebo myopatie (Dessein et al., 2010).

3.1.3 Deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasy s dlouhym ietézcem

Onemocnéni  deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasy s dlouhym fetézcem
(,,Long-Chain 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase Deficiency — LCHAD) je
zpiisobeno mutaci v genu HADHA kddujici o podjednotku mitochondridlniho trifunkciho
enzymu (www.ghr.nlm.nih.gov, 21. 3 2018). Mezi znamky onemocnéni mohou patfit
zvysen¢ jaterni transaminasy, bilirubin, laktat, amoniak a kreatinkinasa. V krvi je snizena
koncentrace volného karnitinu a zvySeny podil acylovaného/volného karnitinu
(novorozeneckyscreening.cz, 15. 3. 2018).

Prvni symptomy se objevuji v raném détstvi a mohou byt aktivovany zvySenym
stresem, laénénim a virovymi infekcemi. Mezi projevy onemocnéni patii problémy
S pfijimanim potravy, letargie, hypoglykémie a hypotonie. Dale také problémy s jatry a
abnormadlni citlivost na svétlo (retinopatie). V pozd¢jsim veéku se miize projevit svalova
slabost, ztrata citlivosti v pazich a nohach (periferni neuropatie). Je zde také riziko
srdeCnich onemocnéni, potizi sdychdnim, koéma a nahlé Umrti novorozencl

(https://ghr.nlm.nih.gov, 21. 3. 2018).
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3.1.4 Deficit acyl-CoA dehydrogenasy s velmi dlouhym fetézcem

Podezieni na diagnézu deficitu acyl-CoA dehydrogenasy s velmi dlouhym fetézcem
(,,Very Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Deficiency”“ — VLCAD) je navrzeno
Ujedinci s abnormalni hladinou tetradecenoylkarnitinu (C14.1). Byva potvrzeno
specialnimi biochemickymi a molekularné genetickymi testy (analyzou mutaci v genu
ACADVL) (Nancy et al., 2009).

Jiz vprvnich mésicich Zivota mize dochazet kzavaznym srde¢nim
a multiorganovym selhdnim. Projevuje se hypertrofickd nebo dilatacni kardiomyopatie,
perikardialni vypotek a arytmie. Dale také hypotonie, hepatomegalie a hypoglykémie
(Nancy et al., 2009). Projevy onemocnéni se mohou objevit az v dospélosti pierusovanou
rhabdomyolyzou vyvolanou cvi¢enim, svalovou Unavou a kiecemi. V dospélosti se

obvykle srde¢ni potize a hypoglykémie jiz neobjevuji (Hoffmann et al., 2006).
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4. Novorozenecky screening

Novorozenecky screening je aktivni a celoplosné vyhledavani chorob v jejich raném,
preklinickém stadiu. Diky v€asné diagnostice je mozné zahdjit 1ébu a predejit tak prvnim
projeviim onemocnéni a nevratnému poskozeni zdravi ditéte. Odbér krve se provadi na
specialni screeningovou karticku z paty ditéte 48—72 hodin po narozeni. Pro analyzu se
Z karticky se suchou krevni skvrnou (DBS — ,,Dry Blood Spot*) vyrazi ter¢ik o primeéru
3,2 mm. Nasleduje extrakce metabolitti v methanolu nebo ethanolu. Vzorky jsou posléze
analyzovany technikou FIA, kterou jsou sledovany koncentrace acylkarnitinii a
aminokyselin. Pro analyzu organickych kyselin se vyuzivda GC-MS. Diagnéza je
potvrzena  molekularné  genetickymi  metodami  (Sim et al., 2002;
novorozeneckyscreening.cz, 21. 3. 2018).

V Ceské republice se od 1. 6. 2016 vysetiuje téchto 18 onemocnéni:

Kongenitéalni hypotyreoza
Kongenitéalni adrenélni hyperplazie
Argininémie

Citrulinémie I. typu

Deficit MCAD

Deficit VLCAD

Deficit biotinidasy

Deficit LCHAD

Deficit CPT 1

Deficit CPT 2

Deficit CACT

Fenylketonurie a hyperfenylalaninémie
Glutarové acidurie 1
Homocystinurie z deficitu
Homocystinurie z deficitu
Izovalerova acidurie

Leucinoza

YV V V VYV V V V V VYV V V V V V V V V V

Cysticka fibroza
(novorozeneckyscreening.cz, 21. 3. 2018)
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5. Metabolomika

Metabolomika je védni disciplina, ktera se zabyva analyzou nizkomolekularnich latek
(metabolitl) za fyziologického & patologického stavu organismu. Radi se do tzv.
“omickych® védnich obor, mezi které patii také genomika, proteomika
a transkriptomika. Odrazi aktualni stav buriky, ktery je velmi dynamicky. Metabolom lze
definovat jako kvalitativni a kvantitativni souhrn metabolitd GCastnicich se
metabolickych procest. Pocet metabolitd, resp. metabolicky profil neni staly, je
ovliviiovan genetickymi zménami, onemocnénim a faktory vnéjsiho prostiedi (Dettmer
& Hammock, 2004).

RozliSujeme metabolomiku necilenou a cilenou. Pomoci necileného ptistupu jsme
schopni detekovat analyty v ur€itém rozsahu m/z, véetné neznamych chemickych latek.
Nasleduje identifikace fragmentaci a srovnani s databazemi. Pomoci cilené analyzy
hledame piedem definované skupiny metaboliti, které lze rovnou kvantifikovat
ptidavkem internich standardt (Roberts et al., 2012).

Pro studium metabolitli jsou vyuzivany vzorky biologickych tekutin (krev,
plazma, moc) a tkanové a bunécné lyzaty (Patti et al., 2012). Mezi nejpreferovang;si
experimentalni metody metabolomiky se fadi MS a nuklearni magnetickd rezonance
(NMR). Tyto metody pracuji pti vysokém rozliSeni. Umoznuji detekci jednotlivych
chemickych slouéenin v kratkém ¢asovém intervalu a s minimalni ptipravou vzorkt. Po
zméfeni nasleduje identifikace s vyuzitim databazi (Boiteau et al., 2018). Dalsi
pouzivanou technikou je kapilarni elektroforéza. Kombinaci metod mizeme detekovat

Siroké spektrum metaboliti (Baker, 2011).
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6. Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometric (MS) je analyticka technika zaloZena na interakci nabitych
¢astic s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu (Friedecky et al., 2012). Vyuziva
se pro studium chemickych latek (k detekci a kvantifikaci), uréeni struktur molekul,
zjisténi izotopového zastoupeni atomti v molekulach atd. Principem MS je separace iontt
vzniklych ve zdroji nasledovana jejich detekei (de Hoffmann a Stroobant., 2007).
Hmotnostni spektrometry jsou tvoieny tfemi zakladnimi ¢astmi: iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator a detektor ¢astic (Obr. 5). Latky obsazené ve vzorku jsou
ptevedeny do plynné faze a posléze ionizovany v iontovém zdroji. Nasledné putuji do
hmotnostniho analyzatoru, ve kterém za vakua dochéazi k separaci iontli na zakladé
pomé&ru hmotnosti a naboje (M/z). Vybrané ionty jsou zaznamenany detektorem a signal
je preveden na hmotnostni spektrum (zavislost relativni intenzity iontového proudu na

m/z) (de Hoffmann a Stroobant, 2007; Klouda, 2003).

vakuum ‘

> » > e

Vs tup vz orku Tontovv ZdI'Oi Hmotnostni Detektor Y\/v"} hodnocovaci
analyzator zafizeni

Obr. 5 Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru (upraveno podle Klouda, 2003).
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6.1 lonizace a iontové zdroje

Iontové zdroje lze obecné rozdélit na tzv. ,,mekké™ a ,tvrdé®. | Tvrdou™ ionizacni
technikou dochazi k absorpci zafeni molekulami, vedouci nejéastéji k fragmentaci. Patii
zde clektronova ionizace (EI), pii které je pfedana energie elektronit molekulam analytu.
Ziskame  prevazn¢  kladn¢  nabit¢  radikdly a  fragmentatni  spektra
(de Hoffmann a Stroobant, 2007). Tzv. ,,mékkymi“ technikami jsou napf. chemicka
ionizace (CI), ionizace elektrosprejem (ESI) nebo desorpce laserem za ucasti matrice
(MALDI). U CI dochazi nejprve k ionizaci reak¢niho plynu a az nasledné jsou ionizovany
molekuly analytu. Nedochazi tedy ktak rozsahlé¢ fragmentaci. ,,M¢kké™ techniky
prevazné poskytuji molekularni ionty, adukty se slozkami mobilni faze ¢i matrice (Fenn

et al.,1989; Friedecky et al., 2012; Tanaka et al., 1988).

6.1.1 lonizace elektrosprejem

Jedna se o typ ionizace vyuzivajici kK pfevodu iontl z roztoku do plynné faze silné
elektrické pole. Pomoci této techniky jsou ionizovany latky se sttedné az velmi polarnim
charakterem.

Vzorek je rozpustén ve vhodném eluentu. Po aplikaci elektrického pole (2-5 kV)
na vstupni elektrodu vznikaji za atmosférického tlaku nabité kapicky. Kapky jsou
vstiikovany do plynu o vyssi teploté (nejCastéji dusik) a rozpoustédlo je postupné
odpafovano. Soucasné se zvysuje se povrchovy naboj kapek. Prekonanim povrchového
napéti nastava Coulombicka exploze. Dochazi k uvolnéni iontd, které v plynné fazi

vstupuji do hmotnostniho analyzatora (de Hoffmann a Stroobant, 2007).

6.2 Hmotnostni analyzatory

K separaci iontti na zakladé poméru m/z dochazi za vakua v hmotnostnich analyzatorech.
Analyzatory vyuzivaji statické nebo dynamické elektrické/magnetické pole piipadné
jejich kombinaci. Existuji rtzné typy hmotnostnich analyzatorti. Neékteré V Case
kontinualn¢ separuji a vysilaji k detektoru ionty s uréitou hodnotou m/z tzv. skenujici
analyzatory (kvadrupolové analyzatory, sektorové piistroje)
(de Hoffmann a Stroobant, 2007), u jinych vstupuji vSechny ionty soucasné¢ do letové
trubice, kde nasledné dochazi k jejich separaci na zaklade rozdilné doby letu k detektoru
(priletové analyzatory-TOF) (Stephens, 1946). V klinické biochemii se nejcastéji

pouziva tzv. kvadrupdlovy hmotnostni analyzator a kvadrupdlova iontova past.
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6.2.1 Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator obsahuje dva pary rovnobéznych tycovych elektrod, na které je
piivadén stejnosmérny proud a zaroven vysokofrekvencni stiidavé napéti. Protcjsi
elektrody maji vzdy stejnou polaritu. Zménami velikosti stejnosmérného napéti
a amplitudy stfidavého proudu je urcovana trajektorie drah jednotlivych iontl s riznymi
hodnotami m/z pohybujicich se smérem k detektoru. U ionti S nestabilni trajektorii
dochazi k vychyleni a nedorazi tak k detektoru (Klouda, 2003).

6.3 Detektory

Po prichodu hmotnostnim analyzatorem dopadaji ionty na detektor, ktery je prevadi na
proud elektrontl. Zaznam elektrického proudu je umérny poctu iontl a specifické hodnoté

m/z (de Hoffmann a Stroobant, 2007).

6.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemové usporadani je dnes velmi vyuzivdno v novorozeneckém screeningu
dédi¢nych metabolickych poruch. Jednim z nejcastéjsich uspotradani je kombinace dvou
kvadrupold, mezi kterymi se nachazi kolizni cela tzv. trojity kvadrupol (QqQ - Obr. 6).
Analyzované ionty se nejprve selektuji v prvnim kvadrupoélu (Q1) podle definovanych
hodnot m/z. Dale vstupuji do kolizni cely (g2), kde dochazi ke srazce s koliznim plynem
a kjejich fragmentaci. Jedna se o tzv. kolizné indukovanou disociaci (CID).
Fragmentované ionty vstupuji do druhého kvadrupolu (Q3), kde se znovu selektuji podle
poméru m/z a nakonec dopadaji na detektor. Mezi dalsi tandemova uspofadani patii
kombinace kvadrupolu s pruletovym analyzatorem (QqTOF), kvadrupdlu s orbitrapem,

iontové pasti S iontovou cyklotronovou rezonanci (IT-ICR) a dalsi (Ho et al., 2003).
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Kvadrupélovy Kvadrupolova Kvadrupélovy

Ionizacni zdroj hmotnostm filtr kollzm cela hmotnostm' filtr
1 | —
Vzorek -ﬂ Detektor
4 | —Y
sel ekce Fragmentace selekce

fragmentu

Obr. 6 Schéma trojitého kvadrupolu (upraveno podle www.en.wikipedia.org, 19. 4. 2018).
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7. Experimentalni ¢ast
7.1 Material

7.1.1 Chemikalie

Kyselina octova, hydroxid amonny, acetonitril a methanol byly v LC-MS kvalité

zakoupeny od firmy Sigma Aldrich USA.

7.1.2 Pristrojové vybaveni

Centrifuga (Sigma 3 - 16KL, Osterode am Harz, Némecko), tfepacka (Biosan, typ PST-
60HL plus Thermo Shaker, Riga, Latvia), hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500
(SCIEX, Framingham, MA, USA), kapalinovy chromatograf UltiMate 3000RS (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA)

7.1.3 Biologicky material

Pro cilenou metabolickou analyzu bylo pouzito 284 DBS pacientt a kontrol, které byly
odebrany v ramci novorozeneckého screeningu ve spolupraci se Screeningovym centrem
novorozencll SR pii Détské fakultni nemocnici Banskd Bystrica. Odbér vzorkil byl
proveden v letech 2013-2017. Od pacienti se SCADD bylo odebrano 162 suchych
krevnich skvrn a 122 jich bylo ziskano od kontrol. Informace o vzorcich jsou uvedeny

v Tab. 2.
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Tab. 2 Piehled poétu jednotlivych kontrolnich a pacientskych vzorku.

mo0

Rok odbéru 2013/14 2015 2016/17
pacienti kontroly pacienti kontroly pacienti kontroly
Pohlavi muzi zeny - muzi zeny - muzi zeny -
Celkem 10 8 27 38 32 42 41 33 54
mO 6 3 - 7 3 - 9 3 -
ml 0 1 - 6 3 - 2 4 -
m2 3 2 - 15 10 - 19 16 -
Mutace | m3 1 1 - 10 16 - 8 10 -
m4 0 0 - 0 0 - 1 0 -
m5 0 0 - 0 0 - 1 0 -
m6 0 1 - 0 0 - 1 0 -
— mutace nebyla uvedena ml - ¢.1138C>T/c.1138C>T m2 - ¢.310 312delGAG/c.310 _312delGAG m3 - ¢.310 _312delGAG/c.1138C>T

m4 — ¢.625G>A/c.310_312delGAG m5 — ¢.328G>A/c.1138C>T m6 — ¢.625G>A/c.625G>A
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7.1.4 Ptiprava mobilni faze

Mobilni faze A (20 mmol/l acetat amonny o pH 9,75) byla pfipravena smichanim 0,5 1
LC-MS vody a piidanim 572,5 ul kyseliny octové. Roztok byl titrovan hydroxidem
amonnym (25% vodny roztok) na pH 9,75.

7.1.5 Priprava vzorki

Z kazdé screeningové karty se suchou krevni skvrnou byl vyrazen tercik o priméru
3,2 mm (ekvivalent 8 ul krve), ke kterému bylo pfidano 100 pl 80 % methanolu. Nasledné
byly vzorky tfepany pii 600 RPM, 26 °C po dobu 20 minut a centrifugovany pfii
200 RPM, 4 °C, po dobu 10 minut. Vzorky byly poté rozpipetovany do vialek. Z kazdého
vzorku bylo odebrano 4,5 ul pro vzorek kontroly kvality (QC).

7.2 Metody

7.2.1 Cilena metabolomicka analyza

Cilena metabolomicka analyza byla provedena vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS).

Chromatografickd separace probihala na pfistroji UltiMate 3000 RS (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA) za pouziti aminopropylové kolony Luna — 3-um NH2, 2 x 100 mm
(Phenomex, Torrance, CA, USA) vyhiivané na 35 °C. Gradientova eluce probihala
0 prutokové rychlosti 0,3 ml/min (Obr. 7). Mobilni faze A byla tvofena octanem
amonnym (20 mmol/l, pH 9,45). Pro mobilni fazi B byl pouzit acetonitril.

Naslednou detekce probihala pomoci tandemového hmotnostniho spektrometru
Triple Quad 6500 s ionizaci elektrosprejem a prepinanim pozitivniho a negativniho modu
vV ramci jedné analyzy. Nastaveni parametri hmotnostniho spektrometru je uvedeno v
Tab. 3. VSechny vzorky byly méfeny v jedné sérii a ndhodném poradi. Nastiik vzorkt byl
5 pl. Naméfena data byla zpracovana v softwaru MultiQuant™ 3.0 (AB Sciex,
Framingham, MA, USA).
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Obr. 7 Prubéh gradientové eluce v chromatografickém systému u cilené metabolické metody.
Mobilni faze A: 20 mmol/l octan amonny (pH 9,75), mobilni faze B: acetonitril. Podil
mobilnich fazi na zac¢atku analyzy byl 5 % A a 95 % B. Tento pomér klesal linearné po
dobu 7 minut na hodnotu 10 % B, ktera byla konstantni az do 13 minuty. Béhem 1 minuty

.....

Tab. 3 Parametry MS/MS pouzité v cilené metabolomické analyze.

parametr hodnota jednotka
tlak ,,curtain gas“ 40 psi
tlak iontového plynového zdroje 40 psi
teplota zamlzujiciho plynu 400 °C
napéti na kapilafe v iontovém zdroji +5500/- 4500 V

7.2.2 Statisticka analyza

Pro zpracovani dat a statistickou analyzu byl pouzit ,,R“ program verze 3.2.1. (Sumner et
al., 2007; www.r-project.org, 2017). Metodou LOESS ,,locally weighted regression‘
byla provedena interpolace dat Kk odstranéni systémové chyby. Ze vzorki QC byl
vypocitan varia¢ni koeficient (CV). Metabolity s CV nad 30 % byly z vyhodnoceni
odstranény. Na data byla aplikovana tzv. ,,clr transformace (centred logratio) a nasledné
byla centrovana na nulu. Grafickym vystupem byla analyza hlavnich komponent (PCA —
,Principal component analysis®), supervizovana ortogonalni diskrimina¢ni analyza
nejmensich ¢tverci (OPLS-DA — ,,Orthogonal Partial Least Squares Discriminant

Analysis*) a krabicové grafy.
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8. Vysledky a diskuze

8.1 Cilena metabolomicka analyza

Pomoci cilené metabolomické analyzy bylo nalezeno celkem 127 metabolitd ze skupin

acylkarnitinti, aminokyselin, organickych kyselin, cukrd, purint a pyrimidind. Na

obrazku 8 je uveden chromatogram vzorku pacienta s vyobrazenim separace vybranych

latek.

pralin
AMP
..... / co /
] c2
] C16 ~—
] C18_1 — fenylalanin
4 Cc4 \\\
i —
] valin glutamat
1 c3
1 tyrosin
] c18
\ tryptofan

7 /slertin ‘
- adenosin / glutamin

IMP
] Cc18_2

1.0 20 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Retenéni £as (min)

Obr. 8 Ukazkovy chromatogram vybranych latek vzorku pacienta s diagnézou SCADD.
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8.1.1 Statistické analyza

Cilenou metabolomickou analyzou bylo nalezeno celkem 127 metabolit. Na obrazcich
9 az 25 jsou uvedeny grafické vystupy ze statistického vyhodnoceni cilené
metabolomicka analyzy. PCA odhalila klastrovani kontrolnich vzorki podle roku odbéru
(Obr. 9). Proto bylo nasledné vyhodnoceni dat provedeno s ohledem na stafi vzork.

Graf PCA zobrazujici kontrolni (K) a pacientské (P) vzorky podle jednotlivych let
odbéru tj. (2013/2014, 2015 a 2016/2017) je uveden na Obr. 10. Z grafu je patrna
odliSnost jednotlivych metabolickych profild. U nejstarSich vzorki (rok odbéru
2013/2014) se profily pacientskych a kontrolnich vzorkt ¢asteéné piekryvaji. Naopak
vzorky zlet 2016/2017 se klastruji oddélené. Toto pozorovani mize byt vysvétleno
degradaci diskriminujicich, avSak nestabilnich metabolitl. V grafu jsou rovnéZz zobrazeny
vzorky QC, znézoriiujici reprezentativnost méfeni v pribchu celé metabolomické
analyzy. Vysvétlend variabilita datového souboru byla 24,88 %.

K enzymatické degradaci nestabilnich analyti mize dochazet pfi suseni krevnich
skvrn na screeningové karté (Garcia Boy et al., 2008). Vzorky krevnich skvrn byvaji
uchovavany vétsinou pii pokojové teploté. Pti dlouhodobém skladovani acylkarnitint za
pokojové teploty dochazi k jejich hydrolytické degradaci za tvorby volného karnitinu CO
a odpovidajicich MK. Rychlost rozpadu zavisi na délce ftetézce, krat$i acylované
karnitiny jsou mén¢ stabilni nez dlouhé (Fingerhut et al., 2009). Ke zménam koncentraci
dochazi také v pripadé aminokyselin. Nejvétsi rozdily v koncentracich béhem péti let
skladovani byly popsany pro glycin a ornitin (Strnadova et al., 2007). V nasem
experimentu patfil mezi nejméné stabilni glutamin. Grafy vyse uvedenych metabolitt
jsou zobrazeny na Obr. 11-13. Vzhledem k nestabilnim analytim, mezi které se fadi
napiiklad acylkarnitiny, je vyhodnéjsi skladovat vzorky pii nizsich teplotach (< - 18 °C)
(Fingerhut et al., 2009).
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Obr. 9 PCA kontrolnich vzorkt znazoriujici déleni celkového metabolického profilu podle roku
odbéru.
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Obr. 10 PCA vzorku pacientl s diagnézou SCADD a kontrol. Vzorky jsou barevné rozliseny
podle roku odbéru. P — vzorky pacientd, K — vzorky kontrol, QC — vzorky vyjadiujici
stabilitu méteni.
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Obr. 11 Krabicovy graf znazornujici hladinu glycinu v priabéhu let.
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Obr. 12 Krabicovy graf znazoriujici hladinu ornitinu v pribéhu let.
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Obr. 13 Krabicovy graf znazornujici hladinu glutaminu v pribéhu let.

Dvacet nejvyznamnéjSich metabolitd oddé€lujicich skupiny pacientti a kontrol dle
OPLS-DA Splot analyzy je uvedeno v tabulce 4. Barevné jsou odliseny shodné
metabolity napfi¢ roky. Mezi diskriminujicimi latkami, které se objevuji napfic
jednotlivymi roky odbéru 2013/2014, 2015 a 2016/2017, jsou butyrylkarnitin C4,
oxalacetat/glutarat/ethylmalonat a adenosin. Butyrylkarnitin a ethylmalonat jsou
znamymi biomarkery onemocnéni. Hladina adenosinu je ve form¢ krabicovych graft
zobrazena na Obr. 14. U starSich vzorkt je nardst hladiny adenosinu pravdépodobné
dasledkem degradace nestabilnich ADP a ATP (Obr. 15).

Dalsi metabolity se napfi¢c roky odbéru vyskytovaly mezi dvaceti
nejvyznamnéj$imi v metodé OPLS-DA dvakrat, piipadné jen jednou. Nékteré z nich jsou

dale vyobrazeny v krabicovych grafech.
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Tab. 4 Nejvyznamnéjsi metabolity zjisténé metodou OPLS-DA S plot, zelena barva—vyskyt ve vSech letech, Seda barva—vyskyt ve dvou letech, rizova barva—

vyskyt pouze v jednom roce.

2013/2014 pl pcorrl 2015 pl pcorrl 2016/2017 pl pcorrl
C4 -1,59 -0,82 [ hypoxanthin -1,51 -0,84 | glutamin 1,93 0,91
oxalacetat/glutarat/ethylmalonat -1,41 -0,77 | inosin -1,78 -0,83 | adenosin -1,42 -0,83
deoxycytidinmonofosfat -0,66 -0,61 | inosinmonofosfat -1,25 -0,77 | oxalacetat/glutarat/ethylmalonat -2,16 -0,82
serin 0,96 0,60|C4 -1,55 -0,76 | methionin 1,85 0,80
adenosin -0,68 -0,59 [ guanosin -1,25 -0,75|C4 -1,93 -0,78
glycin 0,69 0,57 | oxalacetat/glutarat/ethylmalonat -1,41 -0,74 | 4-hydroxybenzaldehyd -0,95 0,78
dokosahexaenova kys. 0,60 0,55 | sukcinat/methylmalonat 0,68 0,66 | UDP-galaktosa/UDP-glukosa 1,61 -0,76
galaktitol/manitol -0,72 -0,54 | akonitat 0,71 0,61 | leucinat -1,46 0,76
ornitin 0,81 0,51 | malonat-3-hydroxybutyrat 0,60 0,59 | adenosintrifosfat 1,57 0,74
CDP-cholin -0,81 -0,51 [ adenylosukcinat -0,73 -0,54 | guanosin -1,72 -0,73
C10 0,68 0,51 | cysteat 0,54 0,53|C2 1,56 0,72
Cl2:1 0,79 0,51 | cholin -0,61 -0,52 | inosin -2,00 -0,72
adenosinmonofosfat -0,44 0,50 | S-adenosylhomocystein -0,63 -0,51 | hypoxanthin -1,54 -0,68
guanosinmonofosfat -0,57 -0,49 [ adenosin 0,56 0,51 | kreatin-5-aminolevulinat 0,88 0,66
glycerat -0,41 -0,47 [ C3DC/C40H 0,73 0,47 | arachidonova kys. -0,93 -0,62
C12 0,49 0,47 | glycerat 0,46 0,47|C3 1,20 0,61
threonin/homoserin 0,62 0,47 | threonat 0,43 0,47|C14:2 0,98 0,60
C14:2 0,58 0,46 | guanosinmonofosfat 0,53 0,44 | alanin/sarkosin/beta-alanin 0,80 0,59
Cl4:1 0,59 0,46|C12:1 0,65 0,40 | C3DC/C40H 1,11 0,58
cytidinmonofosfat -0,44 -0,45 | betain 0,43 0,40 | N-acetylglutamova kys. -0,88 -0,58
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Obr. 14 Krabicovy graf znazoriujici hladinu adenosinu u K a P vzorkt v priabéhu let.
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Obr. 15 Krabicovy graf znazorfujici hladinu ATP v pribéhu let.
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Data byla vizualizovana ve formé krabicovych grafii, pomoci nichz byly odhaleny
nejvetsi rozdily mezi vzorky pacientl a kontrol. Jedna se o 11 metabolitii uvedenych na
obrazcich 16 az 25.

U pacientskych vzorki byla nalezena zvySena hladina metaboliti butyrylkarnitinu
(C4), oxalacetat/glutarat/ethylmalonatu, hypoxantinu, inosinu a inosinmonofosfatu
(IMP). Naopak acylkarnitiny decanoylkarnitin (C10), decenoylkarnitin (C10:1),
dodecenoylkarnitin (C12:1), tetradecenoylkarnitin (C14:1) a dale betain byly u vzorku
pacientl sniZeny.

Butyrylkarnitin je hlavnim biomarkerem pfitomnym v krvi pacienti se SCADD
(Bok et al., 2003; Pedersen et al., 2008; Waisbren et al., 2008). Jeho zvySena hladina byla
pozorovana i v naSem piipadé. Dale byva jeho koncentrace zvySena U novorozencil
s akutni acidosou a svalovou slabosti a u pacientt stftedniho vé€ku s chronickou myopatii
lokalizovanou ve svalech (www.hmdb.ca, 6. 5. 2018). Oproti butyrylkarnitinu (Obr. 16)
byl u karnitinti C10, C10:1, C12:1 a C14:1 zjistén pokles hladiny skupin P oproti K (Obr.
18-21). Karnitin C10 byva jako biomarker spojovan s poruchami oxidace MK, pfedev§im
s VLCAD, deficienci karnitinpalmitoyltransferasy I a Il, a také s celiakii, jako vrozenou
vadou metabolismu. Zvysena koncentrace C10:1 se obvykle vyskytuje u MCAD. Karnitin
C12:1 je nejcastéji spojovan s glutarovou acidurii. Karnitin C14:1 se ti¢astni oxidace MK
s velmi dlouhym fetézcem. Je tedy hlavnim biomarkerem VLCAD a soucasné je spojovan
s glutarovou acidurii IT (Rinaldo et al., 2008; www.hmdb.ca, 6. 5. 2018). Snizena hladina
vyse uvedenych stfedn¢ dlouhych a dlouhych acylovanych karnitini miize byt zptisobena
jejich zvySenym katabolismem za tvorby acetyl-CoA jako zdroje energie.

Vyraznd zména v poméru P a Kbyla potvrzena také u ethylmalonatu, jako

dulezitého biomarkeru pro stanoveni SCADD (Obr. 17.).
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Obr. 16 Krabicovy graf znazoriyjici hladiny K a P vzorkti metabolitu C4.
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Obr. 17 Krabicovy graf znazoriyjici hladiny K a P vzorkl oxalacetatu/glutaratu/ethylmalonatu.
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Obr. 18 Krabicovy graf znazoriujici hladiny K a P vzork metabolitu C10.
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Obr. 19 Krabicovy graf znazorfiujici hladiny K a P vzorki metabolitu C10:1.
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Obr. 20 Krabicovy graf znazornujici hladiny K a P vzorkd metabolitu C12:1.
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Obr. 21 Krabicovy graf znazorfiujici hladiny K a P vzorki metabolitu C14:1.
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Betain je methylderivatem aminokyseliny glycinu znamym také pod nazvy
trimethylglycin, glycin betain, lycin a oxyneurin (Yancey et al., 1980). Je akumulovan
Vv mnoha tkanich, kde ptisobi jako intracelularni osmolyt regulujici objem buriky a plisobi
tak jako ochrana proti osmotickému stresu. Je také zdrojem methylovych skupin v mnoha
biochemickych drahach (Slow et al., 2009). Mimo jiné se také ucastni biosyntézy
karnitinu, kreatinu a fosfolipidu. Lze jej ziskat z potravy nebo oxidaci cholinu. Snizena
koncentrace betainu, byva spojovana S metabolickym syndromem, poruchami
metabolismu lipidi (sniZzeni exprese lipoproteinové lipasy, translokasy MK, protein
vazajici MK a transportniho proteinu MK) a diabetem. (Sisi et al., 2017; www.hmdb.ca,
6. 5. 2018). Snizena koncentrace betainu pacientskych vzorkit SCADD (Obr. 22) muze
byt zpisobena jeho vyuzitim pro tvorbu karnitinu, ktery je spotfebovdn za vzniku

butyrylkarnitinu, ktery je u pacientdt SCADD akumulovan.
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Obr. 22 Krabicovy graf znazornujici hladiny K a P vzorkt metabolitu betainu.
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Hypoxantin se fadi mezi puriny a je produkovan pfi oxidativni deaminaci adeninu.
Spolecné s ribosou tvoii nukleosid zvany inosin. Hypoxantin mize byt preménén na IMP
enzymem hypoxantin-guanin-fosforibosyltransferasou (EC 2.4.2.8) (Zoref-Shani et al.,
1992; www.hmdb.ca, 6. 5. 2018). Hladina hypoxantinu (Obr. 23), inosinu (Obr. 24)
a IMP (Obr. 25) byla zvysena u P v letech odbéru 2015 a 2016/2017. V letech 2013/2014
vsak byla téméf totozna, mohlo dojit k jejich degradaci. Vysvétlenim tohoto pozorovani

muze byt zvyseny katabolismus purinovych bazi.
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Obr. 23 Krabicovy graf znazornujici hladiny K a P vzorka metabolitu hypoxantinu.
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Obr. 24 Krabicovy graf znazornujici hladiny K a P vzorka metabolitu inosinu.
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Obr. 25 Krabicovy graf znazorfujici hladiny K a P vzorkd metabolitu IMP.
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9. Zavér

V teoretické casti bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe tykajici se
vrozenych poruch B-oxidace mastnych kyselin se zaméfenim na onemocnéni SCADD.
Soucésti prace je pohled na soucasny stav feSené problematiky, klinické a fyziologické
projevy onemocnéni a také dosavadni postupy 1é¢by.

V praktické casti byla provedena cilena metabolomicka analyza metodou
LC-MS/MS za vyuziti suchych krevnich skvrn novorozenct s diagnosou SCADD
a kontrol. Pomoci nasledné statistické analyzy byly hledany vyznamné biomarkery
onemocnéni. Byly odhaleny zmény v metabolickych profilech vzorku v prubéhu let.
Nasledné statistické vyhodnoceni bylo proto provedeno pro jednotlivé roky odbéru
zvlast. Byly potvrzeny zvysené hladiny butyrylkarnitinu a ethylmalonatu jako hlavnich
biomarkert u pacienti SCADD.

Mezi nejvyznamnéj$imi nalezenymi metabolity délici vzorky pacienti a kontrol
byly acylkarnitiny C10, C10:1, C12:1 a C14:1, betain, a také hypoxantin, inosin a IMP.

Vzorky budou do budoucna dale zpracovany necilenou a lipidomickou analyzou.
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11. Seznam pouzitych zkratek

CACT
Cl

CID
CPT I
CPT I
DBS

El

ESI
ETC
ETF-QO
FAOD
Q

QC
QaQ
QqTOF
IT-ICR
LCAD
LCHAD
MCAD
MK
MS
ROS
SCAD
SCHAD
VLCAD

karnitinacylkarnitintransferasa

chemicka ionizace

kolizn¢ indukovana disociace
karnitinpalmotoyltransferasa |
karnitinpalmitoyltransferasa 11

suché krevni skvrny

elektronové ionizace

ionizace elektrosprejem

elektronovy transportni fetézec

elektronovy flavoproteinovy pfenaSe¢ ubichinonoxidoreduktasa
poruchy oxidace mastnych kyselin

kvadrupdl

kontrola kvality

trojity kvadrupol

kvadrupdl s priletovym analyzatorem

iontova past s cyklotronovou rezonanci

acyl-CoA dehydrogenasa pro dlouhy fetézec
L-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasa pro dlouhy fetézec
acyl-CoA dehydrogenasa pro stiedné dlouhy fetézec
mastné kyseliny

hmotnostni spektrometrie

reaktivni formy kysliku

acyl-CoA dehydrogenasa pro kratky fetézec
L-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasa pro kratky fetézec

acyl-CoA dehydrogenasa pro velmi dlouhy fetézec
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