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1 UvoD
1.1 Dédi¢né metabolické poruchy

1.1.1 Podstata

Dédicné metabolické poruchy (DMP), diive nazyvany téz jako
vrozené vady metabolismu, patfi mezi pomérné vzacna onemocnéni.
Nicméné jako soubor predstavuji rozsdhlou a rlznorodou skupinu
genetickych onemocnéni, ktera jsou vyznamnou pri¢inou morbidity
a mortality pFevazné u détil. V soucasné dobé je jiz zndmo vice neZ 900
téchto onemocnéni, predstavujicich pfiblizné 15 % vSech vzacnych
onemocnéni2. Hlavni skupiny jsou uvedeny v Tab. 1. Kumulativni
incidence se obvykle uvadi mezi 1/700 aZ 1/800 narozenych déti.
Skuteény stav vSak muiZe byt podhodnocen a to vzhledem
k mimoradné heterogenité DMP, obtizim pfi jejich rozpozndvani
a zvysujicimu se poctu novych popsanych poruch. Chybi téz dikladné
epidemiologické Udaje o celkovém vyskytul. Sougasné odhady
dokonce hovofi o kumulativni incidenci DMP nejméné 1/500%.

DMP jsou zplsobeny mutacemi v jadernych genech s vysokou
penetranci, i kdyZz v nékolika pfipadech se jednd o mutace
v mitochondrialni DNA. U DMP se vyskytuji pfevazné bodové mutace
zahrnujici deleci, inzerci ¢i substituci jedné baze v jediném genu.
Mutace vSak mohou zahrnovat i vétsi delece, které mohou postihnout
pouze €ast genu, cely gen nebo dokonce soubor vice gend. V nékterych
situacich se tedy muZe stat, Ze pacient trpi kombinaci dvou ¢i vice
metabolickych poruch.



Tabulka €. 1: Klasifikace DMP (upraveno dle Pampols %)

Poruchy v metabolismu aminokyselin

Poruchy mocovinového cyklu

Poruchy membranového transportu

Poruchy v metabolismu organickych kyselin
Poruchy v metabolismu cukri

Kongenitélni poruchy glykosylace

Poruchy oxidace mastnych kyselin

Deficit pyruvatdehydrogenasy a poruchy Krebsova cyklu
Mitochondridlni poruchy dychaciho fetézce

Deficity kreatinu v mozku

Poruchy purinového a pyrimidinového metabolismu
Lysosomalni onemocnéni

Peroxisomalni onemocnéni

Poruchy v metabolismu lipoproteint a ostatni lipidemie
Poruchy metabolismu sterol(

Poruchy v kovech

Poruchy v porfyrinu a hemu

Poruchy tykajici se vitamint

Poruchy tykajici se hormona

Poruchy v metabolismu neurotransmitert

Krevni poruchy

Ostatni

Nasledkem genové mutace vznikd odpovidajici genovy
produkt (protein), ktery mlze byt defektni a jeho funkce muize byt
poskozena. Podle funkce tohoto proteinu v metabolismu nebo stavbé
organismu se odviji klinické projevy onemocnéni. U DMP je genovym
produktem enzym nebo transportni protein. Ztrata jeho funkce poté
mUzZe zpUsobit zastaveni metabolické drahy v uréitém misté, to miva
za nasledek hromadéni metabolitd (pfed danou blokaci), produkci
nezadoucich toxickych sloucenin ¢i nedostatek syntézy dulezZitych
produktd. V nékterych pripadech mlZe byt naopak DMP
charakterizovana zvysSenou aktivitou enzymu ¢i nadmérnou tvorbou
funkéniho proteinu.



DMP patii mezi monogenni onemocnéni a to z toho dlvodu,
Ze jeden gen hraje hlavni roli pfi vzniku poruchy. VétsSina DMP se dédi
autosomalné recesivné, mensi cast patfi mezi autosomdlné
dominantni poruchy. Velice malo DMP je X-vdzanych nebo jsou
spojeny s mitochondridlni dé&di¢nostil. Pacienti s autosomalné
recesivni poruchou maji zfidka stejné mutované alely. Tyto ptipady se
vyskytuji pouze v situaci, kdy pacient je potomek pribuznych rodica
nebo kdyz jsou jednotlivé alely v dané populaci pfitomny ve vysoké
frekvenci. Pacienty, ktefi maji dvé odlisné mutace (jednu zdédénou po
otci, druhou po matce), pak oznacujeme za sloZzené heterozygoty.
V rodinach s gonosomalné recesivnim typem dédi¢nosti jsou nemoci
postiZzeni hemizygotni chlapci, u heterozygotnich divek se muze
onemocnéni projevit v pfipadé vyssi miry inaktivace zdravého
chromosomu X.

1.1.2  Projevy a lécba

Rozsah klinickych projevii DMP je velice Siroky a zahrnuje
rozmanitou $kilu symptomd. Mohou se objevit v kterémkoliv véku,
nejcastéji vsak v détstvi. Jejich nasledkem muiZe byt v fadé pripadl
i smrt v novorozeneckém ¢i pozdéjSim détském véku. Méné casté je
pozorovani prvnich ptiznakd v adolescenci ¢i dospélosti. DMP se v3ak
mohou projevit i prenatdlné, napfiklad hydropsem plodu.

Jen malo klinickych pfiznakQ je vysoce specifickych pro
urcitou DMP (napf. tfesniova skvrna na oénim pozadi u gangliosidosy-
GM1). Vétsina projevl je nespecifickych a jsou pfitomny u fady DMP
(napf. mentalni retardace, hepatopatie, kifece)®. Ani pacienti se
stejnou DMP nemusi vykazovat stejné projevy. V nékterych pfipadech
muzZe mit dokonce totoZznd mutace u sourozencl za nasledek rozdilné

klinické prezentace.



Klinické projevy lze téz rozdélit do dvou skupin podle toho,
jestli dochazi ke hromadéni malych ¢i komplexnich molekul. Nemoci
malych molekul, které jsou obvykle zplsobeny poruchami
metabolismu privadénych stravou, se v nékterych pfipadech
manifestuji akutné jiz v novorozeneckém obdobi. Mohou byt
pozorovany opakované déle trvajici poruchy védomi, ataky
acetonemického zvraceni, metabolické acidézy a mnoho dalSich
projevd. Nemoci komplexnich molekul, zplsobené poruchou tvorby,
transportu nebo odbourdvdni endogenné syntetizovanych sloZitych
makromolekul (napF. glykosaminoglykand, glykoprotein(, glykolipidd),
se predevsim projevuji abnormalitami bunéénych membran a organel
(zejména lysosomd a peroxisomd). Casto je pozorovano chronicky
progredujici strukturalni postizeni organt s kraniofacialni dysmorfii,
organomegalii nebo postizeni centralni nervové soustavy®*.

Spektrum mechanism( DMP je Siroké, aby mohla byt tudiz
nalezena adekvatni terapie, je velice dulleZité usilovat o lepsi
porozuméni  komplexni  patofyziologie  jednotlivych DMP.
V soucasnosti je odhadovano, Ze Uspésna terapie muze byt nabidnuta
pouze v pfipadé 12 % DMP, ¢astecny pfinos je pozorovan ve 54 % DMP.
Pro zbyvajicich 34 % vSak neexistuje Uspésna terapie®.

Casto se jedna pouze o symptomatickou lé¢bu, kterou se
zmiriuji projevy onemocnéni (napr. krfece). Nékteré DMP, zvlasté
poruchy metabolismu aminokyselin, sacharidd a mastnych kyselin,
jsou lécitelné specidlnimi dietami nebo poddvanim vitaminovych
kofaktor(l’. Dal$i moZnosti 1ééby mulie byt u nékterych DMP
transplantace organ(l, prikladem muizZe byt transplantace jater
v pFipadé poruch syntézy mocoviny®®. U lysosomalnich poruch se
v soucasnosti vyuZiva terapie ndhradou enzymu®®!, Dal$i moZnosti
Ié¢by DMP byly neddvno pfehledné shrnuty* a zahrnuji napf. podporu
stability a funkce mutantniho enzymu pomoci farmakologickych
chaperon, korekce mutaci pfimo v genu nebo ovlivnéni exprese genl
na Urovni promotorda.



1.1.3  Diagnostika

Laboratorni diagnostika se provadi na trfech odlisSnych
urovnich — gen(, proteinli a metabolitld. Jednotlivé Grovné maiji
v diagnostickém procesu u jednotlivych DMP rlznou specifickou
hodnotu. Idedlnim stavem je pak moznost identifikovat poruchu na
vice Urovnich, coz ddva nejvétsi stupen jistoty spravné diagndzy™.

Velice casto se jako prvni uplatiuje pfistup na udrovni
metabolitl. Konkrétné je vysetfeni zaloZzeno na detekci hromadiciho
se substratu Ci chybéjiciho produktu, které vznikaji nasledkem
nefunkéniho enzymu. Snahou je, aby vysetieni bylo pro pacienta co
nejméné invazivni, proto se pro analyzu nejcastéji vyuzivaji vzorky
télnich tekutin (moc¢ a krev, popf. cerebrospinalni tekutina).
Vyznamnou vstupni informaci midZe pfinést i rutinni biochemické
vySetfeni (Tab. 2), hematologické vy3etieni ¢ zobrazovaci metody®.
Poté nasleduji specificka vysetieni na konkrétni DMP (Tab. 3).

Tabulka €. 2: Rutinni biochemické vySetfeni - biochemické symptomy u DMP (upraveno
dle Stastnas).

Vysetfeni Nalezy

glukosa hypoglykemie, hyperglykemie, glykosurie
amoniak hyperamonemie

laktat hyperlaktacidemie, hyperlaktacidurie
kyselina mocova  hyperurikemie, hypourikemie

ketolatky hyperketotické stavy, hypoketonemie nala¢no
transaminasy hepatoceluldrni dysfunkce

bilirubin hyperbilirubinemie

cholesterol hypercholesterolemie, hypocholesterolemie
triacylglyceroly hypertriacylglycerolemie

kreatinin hypokreatininemie

myoglobin myoglobinemie, myoglobinurie

oxaldty hyperoxalurie

sacharidy melliturie

10



VLCFA, velmi dlouhé mastné kyseliny).

Tabulka €. 3: Specifické biochemické vy3etfeni DMP (upraveno dle Stastna®) (k., kyselina;

DMP

Vysetfeni

Aminoacidopatie
a organické acidurie

aminokyseliny, fenylalanin a tyroxin,
biotinidasa, disulfidy, homocitrulin,
homocystein, organické kyseliny,
sukcinylaceton

Poruchy v metabolismu
sacharidl

galaktitol, galaktosa/galaktosa-1-fosfat,
glykogen, redukujici latky, sacharidy

Poruchy v metabolismu
purind, pyrimidinG a pterin(

k. mocova, k. orotova, profil purind
a pyrimidint, uromodulin, profil pterinG

Mukopolysacharidosy
a glykoproteinosy

mukopolysacharidy, oligosacharidy

Mitochondridlni onemocnéni

laktat, pyruvat, 3-hydroxybutyrat

Peroxisomalni poruchy

VLCFA, k. fytanova

Poruchy metabolismu . ,
K guanidinoacetat
kreatinu

Poruchy oxidace mastnych . .
K karnitin, acylkarnitiny
kyselin

Diagnostiku DMP na Urovni metabolitd miZeme téZ rozdélit
podle pficiny provedeni vysSetfeni na novorozenecky a selektivni
screening.

Pojmem novorozenecky screening se oznacuje aktivni,
celoplosné vyhledavani vrozenych a dédi¢nych onemocnéni ¢i poruch
v jejich ¢asném, preklinickém stadiu dtive, nez se staci klinicky projevit
zdravi ¢ dokonce amrti

a nendvratné zpUsobit

novorozence®2. V Ceské republice se od roku 1975 zadala screenovat

poskodit

fenylketonurie'®, postupné se pfidavaly daldi onemocnéni. Od
1. fijna 2009 zahrnuje novorozenecky screening v Ceské republice
detekci t¥indcti onemocnéni4, z nich deset patfi ke skupiné DMP
(Tab. 4). Kumulativni prevalence vsech téchto onemocnéni Ccini
1/1200, v p¥ipadé DMP je to 1/4000%2. V ramci vy3etiovani DMP jsou
odebirany suché kapky krve (dry blood spots, DBS) z paticky mezi 48.-
72. hod Zivota novorozence, které jsou nasledné analyzovany pomoci
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tandemové hmotnostni spektrometrie (tandem mass spectrometry,
MS/MS).

Selektivni screening se provadi u vybranych pacient(, ktefi se
jiz vyznacuji klinickymi ptiznaky, jenz mohou vést k podezieni na DMP.
Nejjednodussi a nejefektivnéjsi diagnostické moznosti se nabizi na
urovni metabolitl (Tab. 3) pfi uplatnéni riznych analytickych pfistup(,
z nichZ kazdy umoziuje diagnostiku vice onemocnéni. Mezi uzivané
techniky se fadi jiz zminovana tandemova hmotnostni spektrometrie,
kapalinovd a plynovda chromatografie, kapilarni elektroforeza,
tenkovrstevna chromatografie ¢i rizné radiochemické a imunologické
testy.

Diagnostika DMP na drovni proteinll je spojena s méfenim
aktivity odpovidajicich enzym(. Obvykle jsou provadéna vysSetreni
v krevnich bunkach, hlavné leukocytech a erytrocytech, dale
v kultivovanych koznich fibroblastech a pokud je to nezbytné nutné
i z biopsii tkani (napf. svalu). Analyzy enzym( jsou znacné narocné,
a protoZe je mezinarodné pocet pozadavkl na jejich vysSetfeni za rok
relativné nizky, dochazi k soustfedéni téchto analyz pouze do nékolika
malo laboratofi na svété.

12



Tabulka €. 4: Onemocnéni zafazena do novorozeneckého screeningu od 1. 10. 2009
v Ceské republice. Poruchy metabolismu aminokyselin (1. oddil), organické acidurie
(2. oddil), poruchy metabolismu (3. oddil) a transportu (4. oddil) mastnych kyselin,
ostatni onemocnéni (5. oddil)*4.

Fenylketonurie, hyperfenylalaninemie
Leucinosa

Glutarovad acidurie I. typu
Isovalerova acidurie

Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin (MK) se stfedné dlouhym
fetézcem

Deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasy MK s dlouhym fetézcem

Deficit acyl-CoA dehydrogenasy MK s velmi dlouhym Ffetézcem

Deficit karnitinpalmitoyltransferasy |
Deficit karnitinpalmitoyltransferasy Il
Deficit karnitinacylkarnitintranslokasy

Kongenitalni hypotyreosa (vrozend snizena funkce stitné Zlazy)
Kongenitalni adrenalni hyperplazie (vrozena nedostatecnost tvorby
hormont v nadledvinkach)

Cysticka fibrosa (vrozena porucha ovliviujici vazkost hlenu)

Jakmile je DMP identifikovdna, nasleduje jeji potvrzeni na
urovni genu. To mlZe byt rozhodujici pro stanoveni korelace mezi
genotypem a fenotypem, ddle uréeni spolehlivosti v determinaci i
vylouéeni heterozygotl (predevsim pro X-vazané poruchy), prenatalni
diagnostiku, popf. budouci poZadavky pro preimplantaéni genetickou
diagnostiku?.
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1.1.4  Poruchy purinové de novo syntézy

Purinové nukleotidy predstavuji zadklad nasi genetické
informace, jsou totiz zakladnimi stavebnimi slozkami nukleovych
kyselin. Dale hraji vyznamnou roli v mnoha biochemickych reakcich,
napf. v syntéze nukleovych kyselin, energetickém metabolismu
¢i regulaci mnoha metabolickych drah. Jsou syntetizovdny de novo
nebo jsou recyklovany tzv. salvage (zachrannymi) drahami. Purinova
de novo syntéza (PDNS) je velice energeticky naroc¢na, proto je ve
zralych burikdch preferovano zuZitkovani purinG prostfednictvim
zachrannych drah.

V soucasnosti jsou v PDNS znamy genetické dysfunkce dvou
enzymu. Deficit adenylosukcinatlyasy (ADSL, EC 4.3.2.2, OMIM
608222) byl poprvé popsdn v roce 1984 a dosud bylo
diagnostikovano 76 pacientl S timto onemocnénim
(http://www1.If1.cuni.cz/udmp/adsl/). V roce 2004 byl popsan prvni

a zdaroven jediny pripad pacientky s deficitem bifunkéniho enzymu ATIC
(OMIM 608688), ktery zajistuje aktivitu AICAR-transformylasy
(AICARFT, EC 2.1.2.3) a IMP-cyklohydrolasy (IMPCH, EC 3.5.4.10)%.
Toto onemocnéni bylo pojmenovano jako AICA-ribosidurie. Zadné
z téchto dvou onemocnéni neni charakterizovdno specifickymi
klinickymi symptomy, i kdyZz u obou dochazi zejména k postizeni
centralni nervové soustavy.

Klicovym biochemickym projevem téchto poruch jsou
abnormalni koncentrace enzymovych substratl v burikach a jejich
exkrece do télnich tekutin v defosforylovanych (ribosidovych)
formach. Sukcinylpuriny sukcinyladenosin (SAdo) a 5-aminoimidazol-
4-(N-sukcinylkarboxamid)ribosid (SAICAr) se hromadi u pacientd
s deficitem ADSL a 5-aminoimidazol-4-karboxamidribosid (AICAr)
u pacientd s AICA-ribosidurii. Vysoké koncentrace ribosidl jsou hlavné
pfitomny v moci a cerebrospindlni tekutiné (CSF, likvor). Obecné jsou
pacienti s deficitem ADSL klasifikovani podle véku, kdy se u nich defekt
projevi, a vaznosti klinickych projevi. Bylo zjisténo, Ze stav pacienta
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vyskytuji vaznéjsi projevy tohoto onemocnéni.

Pro diagnostiku poruch v purinovém a pyrimidinovém
metabolismu byly jiz uplatnény rGzné analytické techniky, napf.
vysokoUéinna kapalinova chromatografie!”8, kapilarni
elektroforéza®®?%, nukledrni magnetickd rezonance?! & vysokouéinnd
kapalinovd chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii???324, Pro diagnostiku neobjevenych poruch v PDNS
vSak byla popsdna pouze jedind metoda a to pomoci kapildrni
elektroforezy?®. Byly té7 vyvinuty screeningové metody zaloZené
na tenkovrstevné chromatografii &i spektrofotometrii 262728,

1.2 Metabolomika
1.2.1 Definice

Metabolity

Biologické systémy (organely, bunky, tkané, organy
a organismy) funguji prostrednictvim vzajemné interakce ctyr hlavnich
biochemickych sloZek — gen(, transkriptl, proteini a metabolit(?>3°.
Metabolity maji jedineCnou pozici, protoZe jsou stavebnimi kameny
pro vsechny ostatni biochemické komponenty a struktury (proteiny se
napf. skladaji z aminokyselin, geny a transkripty z nukleotid().

Metabolity jsou definovdny jako nizkomolekularni
organické a anorganické slouceniny, které jsou vychozimi latkami,
meziprodukty ¢i produkty rlznych enzymovych reakci. Vétsina
metabolitd je organického plivodu, ale neméla by se opomijet ani
daleZitost anorganickych metabolitl (napt. zeleza)3.
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Metabolity se wvyznacuji Sirokym rozsahem fyzikdlné-
chemickych vlastnosti. Jejich molekulovda hmotnost muZe byt
v rozsahu od nékolika Da az do 2000 Da (napft. lipidy, malé peptidy).
Metabolity se mohou lisit svou polaritou, vyskytuji se vysoce polarni
metabolity (napf. nukleotidy) nebo naopak nepolarni (lipidy). Dale se
odlisuji metabolity kyselé (rtzné organické kyseliny) a alkalické povahy
(napf. amoniak). Metabolity se také mohou vyznacCovat rdznou
tékavosti, naptiklad v dechu pritomné latky maji nizky bod varu
(napf. isopren, oxid uhli¢ity) oproti lipiddm s vysokou molekulovou
hmotnosti.

Metabolomika

Metabolomika mulze byt definovana jako komplexni
analyticky pfistup pro studium vsech nizkomolekuldrnich metabolit(
pfitomnych v daném biologickém systému32.

Metabolomika se stavd v postgenomické ére klicovou
védeckou disciplinou, ktera je komplementarni k ostatnim funkénim
drovnim, tj. genomu, transkriptomu a proteomu®3. Studium
metabolomu muiZe byt uplatnéno samostatné nebo téZ ve spojeni
s ostatnimi funkénimi Grovnémi — v rdmci tzv. systémové biologie®.

SlozZitost a velikost metabolomu zdvisi na organismu a typu
vzorkl. U kvasinek bylo napf. odhadnuto, Ze jejich metabolom tvori
1 100 metabolitt34. U rostlinného metabolomu se oéekava, Ze vytvari
mnohem vétsi komplex. Dokonce se odhaduje, Ze rostlinnd fise
obsahuje vice neZ 200 000 rGznych metabolitd3. V p¥ipadé lidského
metabolomu se v soucdasnosti predpoklada, Ze zahrnuje vice nez
40 000 latek3®. Soudasti jsou rizné aminokyseliny, nukleové kyseliny,
cukry, organické kyseliny, peptidy, lipidy, vitaminy, mineraly,
potravinové doplnky, léciva, toxiny, Skodliviny a témér jakékoliv
ostatni latky (s molekulovou hmotnosti < 2000 Da), které lidé stravi,
metabolizuji, katabolizuji &i pfichazeji s nimi do kontaktu3®.
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Metabolom muize byt téZz klasifikovan podle pulvodu
metaboliti. Endometabolom je spojovdn s intracelularnim
metabolismem, na rozdil od exometabolomu, ktery odrazi
extraceluldrni metabolom.

U clovéka mize byt metabolom popsan v rlznych typech
vzorkd. Jednd se napt. o sérum (nebo plazmu), moé, CSF, dech, slzy,
sliny ¢i rGzné tkané. Sérum ¢i moc reflektuje fyziologické procesy
mnoha tkani a organd. Tato skutecnost pfinasi vyhodu ve zkoumani
téchto snadno dostupnych télnich tekutin, kdy je mozné ziskat
metabolicky obraz lidského organismu jako celku. DuleZitou roli hraje
téz interakce mezi lidskymi metabolity a metabolomem stfevni
mikrofléry3°.

Metabolom je sloZen z metabolitl, které pochazi z rady
procesi. Metabolismus zahrnuje jednak katabolismus (rozklad
a tvorba energie) a anabolismus (biosyntéza) metabolitd. Z toho
hlediska se rozlisuji endogenni metabolity, které jsou syntetizovany
a spotfebovany uvnitf biologického systému, od exogennich
metabolitl (napf. Iéky a Ziviny z potravy), které jsou do biologického
systému dopraveny a nasledné metabolizovany3°.

1.2.2  Historie metabolomiky

Jiz v minulosti existovaly myslenky, Ze zmény v tkanich
a biologickych tekutindch mohou svédéit o rdznych nemocech.
V letech 2000-1500 pred Kristem tradicni ¢insti doktofi pouzivali
mravence k detekci vysokych hladin glukosy v moci, identifikovali tak
diabetické pacienty?®. Ve stfedovéku zase byly rdzné poruchy
spojovany s charakteristickymi vlastnostmi vzorkd modi (barva, chut
a viiné)¥. DuleZitym krokem na cesté k moderni metabolomice bylo
vyvinuti prvniho hmotnostniho spektrometru J. J. Thomsonem v roce
1905%,
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Pocatky komplexni studie metaboliti byly pozorovany v 60. a
70. letech 20. stoleti, kdy dochazelo k rychlému technologickému
rozvoji. Poprvé bylo uplatnéno spojeni technik plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (gas chromatography-
mass spectrometry, GC-MS) pro ziskani metabolitovych profild lidské
krve a vypartl moce3®3, Soudasné se rychle rozvijela i technologie
spektroskopie nukledrni magnetické rezonance (nuclear magnetic
resonance, NMR), kterd byla objevena ve 40. letech 20. stoleti.
V 80. letech byla tato technika jiz dostatecné citliva k identifikovani
metabolitd v biologickych vzorcich®.

Pojem ,,metabolom” byl poprvé definovan vroce 1998 dvéma
vyzkumnymi skupinami, konkrétné Oliver a spol.*! a Ferenci a spol.*.
Tyto dvé publikace jsou povazovany za prikopnické c¢lanky
v metabonomice, respektive v metabolomice3’. V roce 1999 dale
Nicholson a spol.** publikovali praci definujici metabonomiku
a uplatnéni NMR pfi studiu lidskych télnich tekutin. V roce 2000 pak
Fiehn a spol. publikovali vyzkum definujici pouziti GC-MS ve studiu
metabolomu rostlin®. Od té doby polet publikaci zabyvajici se
metabolomickou analyzou vyznamné roste (Obr. 1), vétsina téchto
studii jsou s uplatnénim MS nebo NMR spektroskopie. Ve srovnani
s proteomikou a transkriptomikou je vSak metabolomika stdle
pomérné mladym védnim oborem.
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Obrazek €. 1: Vzrist pocétu publikaci vyhledanych na Web of Knowledge zabyvajici se
metabolomikou (pouZiti hesel metabolomics* OR metabonomics*). Modfe jsou
vyznaceny publikace s aplikaci MS, oranzové NMR a Sedou barvou ostatni (*aktualné do
23.6.2013)

1.2.3  Metabolomické strategie

Objasnéni genomu, transkriptomu a proteomu je zalozeno na
cilené analyze biopolymer( sloZzenych ze ¢étyf rozdilnych nukleotid(
(genom a transkriptom) nebo 22 aminokyselin (proteom). Tyto
slouceniny si jsou chemicky vysoce podobné, coz v nékterych
pfipadech usnadnuje jejich studium. Naproti tomu metabolom
zahrnuje spektrum znac¢né rozdilnych chemickych sloucenin. Tato
komplexnost pak vede ke skutecnosti, Ze je prakticky nemozné v jedné
analyze urcit kompletni metabolom. Je proto dulezZité studovat
metabolom s predchozi Gcinnou pfipravou vzorku a vhodnou extrakci
v kombinaci s rozdilnymi analytickymi technikami, to vSe za Ucelem
dosaZeni co nejvice informaci*. Rizné strategie, které jsou pouZivany
v metabolomickych experimentech, shrnuje Tab. 5.
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Tabulka ¢. 5: Definice termin( a strategii pouZivanych v metabolomickych

experimentech (modifikovano dle Dunn3°)

Strategie

Vysvétleni

Metabolomika

Studium kvantitativniho sloZzeni metabolit v biologickém systému
a zmén v koncentracich metabolit nebo tokd spojenych
s genetickymi ¢i environmentalnimi poruchami. Pavodné se jedna
o studie typicky holistické, ackoliv pojem metabolomika zahrnuje
i cilené studie.

Metabonomika

Kvantitativni méreni dynamické metabolické odpovédi Zivého
organismu na patofyziologické podnéty nebo genetické
modifikace. Casto (ackoli ne vyhradné) zamérené na analyzu télnich
tekutin pro sledovani systémového metabolismu.

Metabolické
profilovani

Holisticka studie sloZzeni metabolitd biologického systému
za UcCelem definovani relativnich odlisnosti pfi méreni odezvy i
zmény v koncentracich metabolitl. Je vyzadovan odpovidajici
navrh experimentu a analytické strategie k zajisténi detekce stovek
az tisict metabolitd validnim a robustnim zptsobem. Tento termin
se Casto rovna metabolitovému profilovdni, které vzniklo a bylo
uplatnéno ve farmaceutickém prdmyslu pfi studiu metabolismu
1éCiv.

Metabolitovy
fingerprinting

Komplexni analyza intraceluldrniho metabolomu ziskand typicky
pomoci holistickych a rychlych analytickych pfistupd. Je analyzovan
kompletni vzorek nebo surovy extrakt. Kvantifikace a chemicka
identifikace neni zpravidla dostupna. Je aplikovdna jako
screeningova strategie pro stovky aZ tisice vzorkd pred dalSimi
cilenymi studiemi zahrnujici metabolické profilovani. Poskytuje
,shimek” metabolismu v jednom okamZiku.

Metabolicky
footprinting

Komplexni analyza extraceluldrniho metabolomu, tzn. metabolitd
vyluéovanych z biologického systému (zpravidla z buriky a tkané),
nebo zmén v metabolitech spotfebovanych z exometabolomu.
Metabolom méfi ,otisk nohy” (footprint) v intracelularnim
metabolismu vlivem extraceluldrniho prostfedi. Vyhodou je
zpravidla snadnéjsi ziskani a pfiprava vzork( nez v p¥ipadé bunék
a tkdni. Poskytuje zobrazeni metabolickych zmén vyskytujicich se
v pribéhu ¢asu. Za metabolické footprinty se mohou povazovat
sérum, moc, dech ¢i CSF.

Cilend analyza

Kvantitativni analyza malého poétu metabolitt, které jsou si
zpravidla podobné (chemicky ¢i biologicky). Analytické metody
zahrnuji separaci analytd od matrice vzorku, téZz se provadi
sestrojeni kalibracnich krivek a kvantifikace metabolit(.
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1.2.4  Analytické techniky

Z dlivodu Siroké rozmanitosti fyzikalné-chemickych vlastnosti
metabolitd a jejich rozdilnym koncentra¢nim rozsahim v rlznych
biologickych materidlech je zkoumani metabolomu velice narocné a je
zapotiebi mnoha strategii, které umozni jeho komplexni analyzu. To
zahrnuje pouziti riznych analytickych technik. Mezi nejvice pouzivané
se fadi NMR spektroskopie a MS casto ve spojeni s chromatografii.
Tato prdce je zamérena na uplatnéni kapalinové chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (liquid chromatography-mass
spectrometry, LC-MS), proto jsou témto technikdm vénovany
nasledujici odstavce.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance
liquid chromatography, HPLC) je spole¢né s GC v soucasnosti nejvice
pouzivanou separacni technikou. Spojenim s hmotnostni
spektrometrii se pak stava ucinnym nastrojem, ktery dovoluje separaci
a charakterizaci mnoha metabolitd. HPLC muZe byt pouZita k separaci
Siroké Skaly sloucenin, a to jak latek hydrofilni, tak i hydrofobni povahy,
soli, kyselin, bazi apod., protoZze neni limitovdna pouze jednim
mechanismem separace. HPLC muZe byt zaméfena na separaci
specifické tfidy sloucenin, pficemz se k tomu vyuZivaji rizné systémy
napf. na reverzni fazi®®, normalni fazi & hydrofilni interakéni
chromatografie (hydrophilic interaction liquid chromatography,
HILIC)*® nebo se vyuZiva jejich kombinace®’.

VétsSina publikovanych metabolomickych studii pouziva
konvenéni HPLC systém s pumpami, které jsou omezeny tlakem
400 bar, a kolonami majici 3—-5 um castice, které poskytuji relativné
malo Ucinny systém. Se snahou o vyssi Ucinnost byly vyvijeny separacni
kolony obsahujici ¢astice mensi nez 2 um, s tim vsak souvisel nutny
vyvoj pristrojll, které by umoznily separaci pti vysokych tlacich, které
vznikaji pfi pouziti kolon s takto malymi ¢asticemi. Byla vyvinuta tzv.
ultradéinna kapalinova chromatografie (ultra high performance liquid
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chromatography, UHPLC), kterd dokaZe pracovat pfi tlacich az
1000 bar. Vyhodou ve srovnani s konvencni HPLC je zkraceni doby
analyzy, zvysSeni rozliSeni, vyssi senzitivita a reprodukovatelnost.
Dosud bylo publikovano nékolik klinickych studii, v nichz byla UHPLC
uplatnéna. Prikladem muUze byt studie, kde byla wvyuZita
k metabolomické analyze moci k porovnani pacientll s rakovinou
tlustého stieva“®.

Vyuziti LC-MS v metabolomice jiz bylo nékolikrat prehledné
shrnuto**>2. Nejvice je vyuZivdna ionizace elektrosprejem
(electrospray ionization, ESI), chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (atmospheric-pressure chemical ionization, APCl) a fotoionizace
za atmosférického tlaku (atmospheric pressure photoionization, APPI).
V duisledku rozlicnych chemickych vlastnosti metabolitl se casto
vyZaduje analyzovat biologicky vzorek v pozitivnich i negativnich
madech k docileni pokryti celého metabolomu.

lonizace elektrosprejem je nejvice vhodna pro semi-polarni
a polarni latky (Obr. 2), uZiva se ve vétSiné metabolomickych studii.
APCI a APPI se pouzivaji predevsim pro latky nepolarni (Obr. 2), jako
jsou lipidy. APCI ionizace byla napf. vyuZita pfi analyze steroidnich
hormon( v séru za Ucelem diagnostiky a monitorovani endokrinnich
onemocnéni®®, V dnes$ni dobé se stdvd trendem kombinace dvou
ionizacnich technik, predevsim se jednd o kombinace ESI a APCl nebo
ESI a APPI.
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hmotnosti a polarity latky (upraveno dle Zhou*°)

Hmotnostni analyzatory mohou byt rozdéleny do nékolika
typU, mezi néz patti kvadrupdl (Q) (Obr. 3), iontova past (ion trap, IT),
praletovy analyzator (time-of-flight analyzer, TOF) (Obr. 4), orbitalni
past a iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
(Fourier transform ion cyclotron resonance, FT-ICR). Hybridni Ci
tandemové hmotnostni spektrometry jsou pak kombinaci dvou nebo
vice analyzatord.

LC-MS umozniuje cilenou i necilenou analyzu metabolomu. P¥i
cilené analyze se vyuzivaji hlavné IT a trojité kvadrupdly (QgqQ), kde
druhy kvadrupdl slouzi jako kolizni cela. Tento systém je zde
uplatiovan hlavné diky svym moznostem kvantifikace, nejvice se
vyuziva analyz v tzv. multiple-reaction monitoring (MRM, sledovani
produktu rozpadu molekuldrniho iontu) médu (Obr. 5). Prikladem
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muze byt studie, kterd se zaméfila na hodnoceni methylace argininu
a kardiovaskularnich rizik>*.

kvadrupdl (8] i
i y ( : R 110N
iontovy ( |

zdroj 7
; O detektor
!__‘ o%_ 00 Og ©oo 3

~ —

20-50 cm

Obrazek ¢. 3: Schéma kvadrupdlového analyzétoru; spravna velikost frekvence
a stejnosmérného napéti aplikovaného na tyce dovoli iontim s konkrétnim pomérem
my/z udrZet stabilni trajektorii od iontového zdroje k detektoru, zatimco ionty s odliSnym
pomérem m/z jsou zachyceny na tycich (upraveno dle Glish a Vachet®).

iontovy
zdroj TOF trubice e e
e © 0 o | Chy
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Obrazek €. 4: Schéma TOF analyzatoru; ionty s odlisnym pomérem m/z maji riznou
rychlost, proto dolétaji k detektoru v rliznych ¢asech (upraveno dle Glish a Vachet*).
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Obrazek ¢. 5: Schéma detekce v MRM reZimu pomoci trojitého kvadrupdlu. Nejdrive
dochazi k vybéru konkrétniho molekularniho (tzv. rodi¢ovského) iontu v prvnim
kvadrupélu (Q1), poté k jeho fragmentaci v kolizni cele (Q2) a nasledné detekci
specifického fragmentu (tzv. dcefiného iontu) v tfetim kvadrupdlu (Q3).

Necileny pfistup Ize provadét predevsim pomoci technik TOF,
orbitalni pasti a FT-ICR. VSechny tyto techniky charakterizuje vysoka
rozliSovaci schopnost a také vysoka presnost urceni hmoty
(v soucasnosti i nizsi nez 3 ppm). Tento pfistup ndm umoznuje
identifikovat nové markery riznych onemocnéni, napf. nékterych typa
rakoviny®®, diabetu®’, & ischemickych chorob srdeénich®®. Dal3im
prikladem mdze byt i vyuZiti v diagnostice dédi¢nych metabolickych
poruch. Skupina prof. Siuzdaka® ukdzala uZite¢nost necilené
metabolomiky pro rozliSeni pacientd s methylmalonovou
a propionovou acidemii. Touto studii potvrdili, Ze spole¢nym
markerem téchto onemocnéni je propionylkarnitin.

V nékterych studiich jsou pouzity oba zminované pfistupy.
Prikladem muZe byt studie, kterd se zabyvala identifikaci sérovych
biomarkert rakoviny tlustého stfeva®. Necilend analyza byla
uplatnéna prostrednictvim FT-ICR a cilena pomoci Q-TOF a QqQ. Bylo
zjiSténo, ze novymi specifickymi markery tohoto onemocnéni mohou
byt snizené hladiny hydroxylovanych mastnych kyselin s velmi
dlouhym tfetézcem.
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| kdyz se u vétSiny metabolomickych analyzach vyuziva pred
hmotnostni detekci chromatograficka separace, byly téZz publikovany
studie, kdy byla hmotnostni spektrometrie pouZita samostatné&®?.
Pfikladem mohou byt studie zabyvajici se dédicnymi metabolickymi
poruchami®?3 ¢ kardiovaskularnimi chorobami®*.

1.2.5 Zpracovani dat

Preduprava dat

DualeZitou soucasti metabolomickych experimentl je
zpracovani velkého mnoZstvi namérenych dat, které se provadi
pomoci specializovanych softwar( (napf. R, Statistica, MZmine).
V pripadé cileného pfistupu je situace jednodussi v tom, Ze se
vyhodnocuji pouze predem definované metabolity. U necileného
pfistupu se nejdfive provadi hledani pik( v jednotlivych analyzach
vzorkll, poté nasleduje jejich vzdjemné srovnani, tzv. alignment,
kterym se synchronizuji nalezené piky (tzv. features, znaky) adjustaci
rete¢nich ¢ast a m/z.

U obou pfistupll je potfeba data konvertovat do tvaru matice
X(M x N), kde M je pocet metabolitl (nebo znakll) a N je pocet
biologickych vzorkd. Pred statistickou analyzou jsou data ddéle
normalizovana, §kdlovana nebo transformovana.
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Statistické vyhodnoceni

Statistické nastroje lze rozdélit do dvou skupin,
na nesupervizované (,,unsupervised”) a supervizované (,,supervised”).
Prvni skupina zahrnuje zejména metody redukce dimenze dat
a metody shlukovaci. Nejpouzivanéjsi metodou redukujici data je
analyza hlavnich komponent (principal component analysis, PCA).
V tomto pfipadé se jednd o transformaci plvodnich dat do nové
soustavy malého poctu proménnych (hlavni komponenty, principal
components, PC), které vSak vystihuji velké mnoiZstvi puavodni
variability a navzajem nekoreluji, a tudiz poskytuji nezavislé informace
o systému. Grafickym vystupem PCA je rozptylovy diagram
komponentnich skér (score plot, zobrazuje priimét objektl do roviny
zvolenych PC) a graf komponentnich zatézi (loadings plot, vyjadfuje
vztah proménnych k novym PC). Jinou moZnosti je tzv. biplot, kde jsou
kombinovany oba pfedchozi zplsoby®>¢,

Do nesupervizovanych metod patii téz shlukova analyza
(cluster analysis, CA), pomoci niz se vyhledavaji podobnosti mezi
jednotlivymi objekty nebo proménnymi na zakladé jejich definované
vzddlenosti v multidimenziondlnim prostoru. Grafickym vystupem CA
je tzv. dendrogram, vyvojovy strom zobrazujici pribéh shlukovani®>®e,

U supervizovanych postupl se kromé matice X pracuje
i s Y matici tzv. prediktord, tj. znama pfrislusnost objektu k dané
skupiné. Pro lidskou metabolomiku se miZe jednat napf. o vék, krevni
tlak, pohlavi nebo rozdéleni do skupin zdravy/nemocny. Ukolem
téchto metod je zejména problém regrese (numericky vystup)
a klasifikace (identifikace tfid). Metody ¢astecnych nejmensich ¢tverct
(partial least square, PLS) a jeji varianta ortogonalni-PLS (OPLS)
zahrnuji mnohonasobné linedrné regresni postupy zaloZzené na PCA,
které kvantifikuji vztah mezi X a Y. V pfipadé klasifikace existuji
pfislusné metody diskriminacéni analyzy (discriminant analysis, DA) —
PLS-DA, OPLS-DA®58,
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2

CiLE DISERTACNI PRACE

Diagnostika defekt( purinové de novo syntézy pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii

Diagnostika dédi¢nych metabolickych poruch cilenou
metabolomickou analyzou plazmy metodou ptimého
nastfiku ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

Diagnostika dédi¢nych metabolickych poruch necilenym
metabolomickym pfistupem prostfednictvim technik
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim

Vyvoj cilené  metabolomické metody pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii pro jeji vyuziti
v klinickych studiich
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Diagnostika defektli purinové de novo syntézy

3.1.1 Studované ribosidy

AICAr byl zakoupen u firmy Toronto Research Chemicals Inc.
(North York, Kanada). Ostatni ribosidy musely byt syntetizovany,
protoZze nejsou komercné dostupné. 5-formaminoimidazol-4-
karboxamidribosid (FAICAr), aminoimidazolkarboxyribosid (CAlr),
5-aminoimidazolribosid (Alr) byly syntetizovany a precistovany podle
dFive popsanych postupG®’. FAICAr byl pfipraven formylaci AICAr, CAIr
alkalickou hydrolyzou AICAr a Alr dekarboxylaci CAlr. Sukcinylpuriny
SAICAr a SAdo byly syntetizovany pomoci rekombinantniho enzymu®®
a obdrieny od Ing. Marie Zikdnové, Ph.D. (Ustav dédi¢nych
metabolickych poruch v Praze, VSeobecna fakultni nemocnice Praha).
Autorka ji timto dékuje za poskytnuti.

Stabilni  izotopové znacené standardy odpovidajici
studovanym ribosidim téZ nejsou dostupné pro Zadné studované
ribosidy, proto byl jako interni standard vybran
[1°-13CJadenosin (13C-Ado) a to z dlvodu jeho podobnosti ve
strukture a fragmentac¢nim chovani ve srovnani se studovanymi
ribosidy. Byl zakoupen u firmy Cambridge Isotope Laboratories Inc
(Andover, MA, USA).

3.1.2  Priprava vzorkl

Vzorky moci byly nafedény mobilni fazi A na finalni
koncentraci  kreatininu 0,5 mmol/l, vortexovany (15 s)
a centrifugovany (5 min, 14 500 x g).

Mozkové tkané byly extrahovany pouzitim methanol-
chloroform-vody®®. Zmrazené vzorky (Tab. 6) byly rozméinény ve 3 ml
smési methanol/chloroform (1:1 v/v), dale byl pfidan 1 ml chloroformu
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a 1 ml vody. Nasledné byly vzorky sonifikovany (15 min)
a centrifugovany (20 min, 10 000 x g). Horni vrstva methanol/voda byla
odpipetovdana, odfoukdna pod dusikem a rozpusténa ve 100 ul vody.

Tabulka €. 6: Pfehled analyzovanych vzork( mozkovych tkani

Pacient Typ vzorku Mokra vaha vzorku (mg)
A bild hmota 22,2
A Sedd hmota 41,3
D mozkova tkan 29,0

Vzorky CSF (50 ul) byly deproteinovany 100 pl trichloroctové
kyseliny (TCA, 1 mol/l), sonifikovany (1 min), vortexovany (1 min)
a centrifugovany (10 min, 14 500 x g). TCA byla poté ze vzorku dvakrat
zpétné extrahovana 1 ml diethyletheru (20 s pfi vortexovani). Zbytek
etheru byl odparen v digestofi (15 min) pfi laboratorni teploté.

Ke kazdému vzorku (90 pl) bylo pfiddano 10 pl interniho
standardu 13C-Ado (500 umol/I).

3.1.3 LC-MS/MS metoda

Analyza 6 ribosid( vztaZzenych k deficitiim v purinové de novo
syntéze (Alr, CAlr, SAICAr, AICAr, FAICAr a SAdo) byla provedena
pomoci HPLC (Ultimate 3000, Dionex) ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (APl 4000, AB Sciex) za pouZiti ionizace
elekrosprejem. Chromatograficka separace probihala na koloné
s reverzni fazi Kinetex 2,6 um, C18, 2,1 x 150 mm (Phenomenex,
Torrance, CA) pfi 40 °C s aplikaci gradientové eluce pti pratoku
0,15 ml/min. Mobilni faze A obsahovala mravenéan amonny
(20 mmol/l; pH 3,5), mobilni faze B se sklddala z mobilni faze A
a methanolu (1: 1, v/v). Gradientova eluce (Obr. 6) zacalas 0 % B, 1 min
po nastriku se zacal béhem 5 min zvySovat podil B na 100 % B. Tento
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stav byl konstantni po dobu 3 min, poté byl béhem 0,1 min snizen podil
B na 0 %. Kolona byla pred dalsSim nasttikem ekvilibrovana po dobu
3,9 min. Celkovd doba analyzy byla 13 min. Nastfik vzorku ¢inil 5 pl.
Latky byly analyzovany pomoci pozitivni ionizace v MRM maddu. Princip
postupu MS optimalizace je podrobné uveden v kapitole 3.4.3.
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Obrazek €. 6: Priibéh gradientové eluce pfi analyze ribosidG purinové de
novo syntézy.

3.1.4 Validace metody

Pro kvantifikaci vSech studovanych ribosidl byl pouZit stabilni
izotopové znaceny interni standard 13C-Ado, byly vyhodnocovany
poméry ploch analytu viéi internimu standardu. Linearita byla
zjistovana pouzitim smésného vzorku moce (tzv. poolovand moc)
s ptidanim kaZdého ribosidu v rozsahu koncentraci 1-500 umol/I. Ke
stanoveni opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti byly ke smésné moci
pfidany ribosidy v koncentraci 0, 5, 15 and 50 umol/I. Navratnosti byly
hodnoceny analyzou 8 odlisnych vzorkd moci v triplikatu pred a po
pfidani kazdého ribosidu v koncentraci 5 a 15 pmol/I.
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3.2 Poutiiti cileného metabolomického pFistupu pro
diagnostiku DMP

3.2.1 Chemikalie

Ethanol (HPLC), methanol (LC-MS), voda (LC-MS), pyridin
(p. a.), octan amonny (LC-MS), fosfatovy pufr (p. a.)
a fenylisothiokyanat byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA).

3.2.2  Vzorky plazem

Jako kontrolni vzorky byly pouzity vzorky plazem od pacientd,
které byly zaslany do Laboratore dédi¢nych metabolickych poruch s
podezienim na DMP, ale u nichz byla DMP vyloucena. Dale byly
analyzovany vzorky plazem od pacientd, u nichz byla DMP predem
potvrzena na zakladé biochemického vysetfeni, méreni enzymové
aktivity a molekuldrné-genetické analyzy. Vzorky plazem byly
uchovavany pti -20 °C. Pred vlastni pripravou byly vzorky roztaty pfi
pokojové teploté.

3.2.3  Cilenda metabolomicka analyza

Cilena metabolomickd analyza byla provedena pomoci
AbsolutelDQ p150 kitu (BIOCRATES Life Sciences AG, Rakousko).
Vzorky byly zpracovany podle postupu uvedeném v uZzivatelském
navodu. Zpracovani vzorku bylo provedeno na 96-jamkové
mikrotitracni desticce s filtrem obsahujicim 27 izotopové znacenych
internich standard(. Vzorky plazem (10 ul) byly derivatizovany
fenylisothiokyandtem a extrahovany organickym rozpoustédlem.
Vzorky byly analyzovdany metodou pfimého nastfiku ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii za pouZiti elektrosprejové
ionizace (QTRAP 5500, AB SCIEX, USA). Detekce probihala v MRM
rezimu v pozitivnim i negativnim maodu, nasttik vzorku cinil v obou
pripadech 20 pl.
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Analyzy byly vyhodnocovany pouZzitim softwaru MetlQ, ktery
byl soucasti AbsolutelDQ kitu. Celkem bylo kvantifikovdno 163 latek
z rGznych tfid metabolitQ, konkrétné se jednalo o 14 aminokyselin,
sumu hexos, 41 acylovanych karnitind, 15 sfingolipid(
a 92 glycerofosfolipida.

3.2.4  Statistické vyhodnoceni

Data byla statisticky zpracovana pouzitim softwaru R. Pred
statistickym vyhodnocenim byla na data aplikovdna ,,centred logratio”
transformace (CLR)°. Byly aplikovény statistické ndastroje PCA
a klastrova analyza.

3.3 Poutziti necileného metabolomického pfistupu pro
diagnostiku DMP

3.3.1 Biologicky material

Vzorky DBS byly pfipraveny stejnym zpusobem, jako se
provadi pfi novorozeneckém screeningu v Laboratofi dédi¢nych
metabolickych poruch. K terciku o priiméru 3,2 mm (odpovida cca 4 ul
krve) DBS bylo pfidano 100 pl methanolu obsahujici vybrané znacené
aminokyseliny a acylované karnitiny (Tab. 7). Extrakce probihala po
dobu 30 min na vortexu, poté byl vzorek centrifugovan (10 min,
14 500 x g) a supernatant analyzovan. Nastfik vzorku ¢inil 10 pl.

Vzorky moci byly fedény smési mobilnich fazi A a B (1:1) na
koncentraci kreatininu 0,5 mmol/I. Byly nastfikovany 2 ul nafedéného
vzorku moce.
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Tabulka €. 7: Pfehled znafenych standardi pFitomnych v extrakénim (Einidle
pouzivaného v ramci novorozeneckého screeningu

Znacené Koncentrace latky Znacené Koncentrace latky
aminokyseliny ve vzorku (umol/l) karnitiny ve vzorku (umol/l)
Alanin-D4 402 C0-D9 24,03
Arginin-D7 99 C2-D3 10,32
Aspartat-D3 409 C3-D3 2,71
Citrullin-D2 105 C4-D3 1,30
Glutamat-D5 377 C5-D3 1,39
Glycin-13C2, 15N 699 C5DC-D6 1,04
Leucin-D3 410 C6- D3 1,32
Methionin-D3 153 C8-D3 1,33
Ornithin-D6 244 C10-D3 1,43
Fenylalanin-D5 206 C12-D3 1,32
Tyrosin-D4 287 C14-D3 1,22
Valin-D8 305 C16-D3 2,56
C18-D3 2,38

3.3.2  Necilena metabolomicka analyza

Separace byly provedeny pomoci UHPLC Agilent 1200 Series
na aminopropylové koloné Luna 3 um NH2, 2x150 mm (Phenomenex,
Torrance, CA), jednalo se o modifikaci diive publikované metody’%72,
Mobilni faze A se sklddala z octanu amonného (20 mmol/I, pH 9,45)
a mobilni faze B z acetonitrilu. Byla pouzita linearni gradientova eluce
(Obr. 7) pfi pritoku 0,25 ml/min. Analyza zacala s 85 % B, podil B byl
snizovan po dobu 15 min na 15 %. Tento stav byl udrzovan po dobu
10 min, poté byl zvySen béhem 1 min na 85 % B. Pred dalSim nastfikem
byla kolona ekvilibrovana po dobu 9 min. Celkova doba analyzy ¢inila
35 min.

Detekce s presnosti 5 ppm a rozliSenim az 20 000 byla
provedena pomoci Q-TOF Agilent G6520A s ionizaci elektrosprejem
v pozitivnim médu.
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Obrazek €. 7: Pribéh gradientové eluce pfi necilené metabolomické analyze.

3.3.3  Zpracovani dat a statistické vyhodnoceni

Namérena data byla zpracovana a statisticky vyhodnocena
pomoci softwaru R (www.r-project.org). Data byla extrahovana
z puvodnich souborl (mzdata) pomoci XCMS knihovny R
(http://metlin.scripps.edu/xcms/). Po extrakci byla data korigovana na
zakladni linii, normalizovana na celkovy iontovy proud (total ion
current, TIC) a statisticky normovana (centrovana a skalovana).

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci PCA, klastrové
analyzy a diskriminacni analyzy zaloZzené na PCA (PCA-DA). Na zakladé
PLS regrese pak byly zjiStény nejvice diskriminujici latky. Identifikace
metabolitd na zakladé presné hmoty byla provedena pomoci
PUTMEDID_LCMS’® a téZ pomoci internetovych databazi METLIN
(http://metlin.scripps.edu) a HMDB (Human metabolome database,
http://www.hmdb.ca). Konfirmace identifikovanych metabolitd byla
poté provadéna na zakladé srovnani retencniho chovani s prislusSnym
standardem.
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3.4 Vyvoj a aplikace cilené metabolomické metody

3.4.1 Tvorba databaze OlMeDa

Databdaze OlMeDa (tzn. Olomoucka metabolomicka databaze)
zprvu vychazela z KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
databaze (http://www.kegg.com), kdy byly do databidze OlMeDa

vloZeny vSechny metabolity Ucastnici se jednotlivych metabolismd,
jako je napf. metabolismus cukrl, nukleotidl, aminokyselin Cdi
energeticky metabolismus. U kazdého metabolitu bylo soucasné
uvedeno jeho pfislusné KEGG ¢islo a metabolismy, kterych se ucastni.
Poté nasledoval vybér metabolitl, které se vyskytuji v lidském
organismu.

Vybrané metabolity byly nasledné vyhledany v databazi
HMDB za ucelem zjisténi HMDB Cisla a tim lepsi charakterizaci daného
metabolitu. OlMeDa byla téZ doplnéna o metabolity, které jsou
spojeny s urcitou metabolickou poruchou a zaroven nebyly zahrnuty
v KEGG databazi (nemély KEGG Ccislo). Do databaze byly téz doplnény
dalsiinformace o metabolitech, jako je napf. sumarni vzorec, chemicka
struktura, InChl kéd a v nékterych pripadech i dostupna MS spektra.

Standardim metabolitd pfitomnym v nasi laboratofi
a zdroven se vyskytujicim v databdzi OIMeDa bylo pfifazeno dle poradi
interni Cislo ,STxxx“ (napf. valin ma Ccislo STO01) a zapsidno do
databaze. Nasledné byla u ostatnich latek vyhledana jejich dostupnost
u rdznych poskytovateld, pfedevsim se jednalo o firmu Sigma Aldrich.
Byly doplnény informace o katalogovém Cisle, mnozstvi Ci Cistoté
daného standardu. Po objednani a dodani bylo kazdému standardu
pfifazeno Cislo ,,STxxx“ a bylo zapsano presné umisténi origindlniho
produktu dle doporuceného zplsobu uchovavani. Standardy, které se
mohly uchovavat pfi pokojové teploté, se ulozily do ozna¢eného boxu
P1. Oznaceni boxu P2 znamenalo uchovavani pfi 4 °C a P3 pfi -20 °C.
Pro snadnéjsi hledani byly standardy uchovdvany v boxech
v oddélenych zasuvkach oznacenych pismeny (A, B, C atd.). To
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znamen3, Ze oznaceni prfesného umisténi origindlniho standardu pak
mohlo byt napf. P2-G.

Do databdze OlMeDa byly také dopisovany dalsi informace
z rlznych publikovanych studii. K jednotlivym metabolitim byl
doplnén naptiklad biologicky materidl (konkrétni télni tekutiny,
bunky), ve kterém byly jiz identifikovany, pfipadné jakou technikou
byly analyzovany s definovanym limitem detekce.

3.4.2 Priprava a uchovavani standardu

Nejdfive byla u kazdé latky oznacené Cislem ,STxxx“
vyhledana informace o jeji rozpustnosti, vétSinou se jednalo o latky
polarni, tudiz rozpustné ve vodé. Standardy latek byly poté navazeny
(dle vypocitané navazky) a rozpustény v daném objemu pfislusného
rozpoustédla. V odmérnych bankach byly pfipraveny zasobni roztoky
standardl s vyslednou koncentraci 100 umol/I.

Dale byl vytvofen systém pro uskladnéni jiz rozpusténych
standardl pfi -20 °C. Pfipravené zasobni roztoky byly vidy rozdéleny
na mensi alikvoty. Bylo pfipraveno dvanact 200 pl-zkumavek, do kazdé
bylo napipetovano 200 pl zasobniho roztoku, vSechny tyto zkumavky
byly poté vlozeny do jedné 15ml-falkonky. Ddale bylo do péti
Sroubovacich 2ml-zkumavek napipetovano 1,7 ml zdsobniho roztoku.
Vsechny standardy byly uchovavany pfi teploté -20 °C v papirovych
boxech, které byly oznaceny podle toho, které standardy presné
obsahovaly (Obr. 8). Jedna krabicka vidy obsahovala dvacet
pripravenych standard — bud' po péti 2ml-zkumavkach (celkem 100
zkumavek) a ddle ve 20 falkonkach, kazda s vlozenymi dvanacti malymi
zkumavkami. VSechny zkumavky (2ml a 15 ml) byly oznaceny Stitkem
s ¢arovym kodem a odpovidajicim cislem ,STxxx“, ktery obsahoval
informaci o latce a jejim uloZeni (Obr. 9).
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METABOLOMIKA, zasobni standardy
200 pl ependorfky; 01/02/11/ST201-220

METABOLOMIKA, zasobni standardy
2 ml zkumavky; 01/02/11/ST201-220

Obrazek €. 8: Ukazka oznaceni papirovych boxd pro uchovavani zasobnich roztokd
standardd o koncentraci 100 umol/I ve 200 ul-ependorfkach
a 2 ml-zkumavkdch. Konkrétné tento box se standardy ST201-ST220 obsahoval prevazné
purinové a pyrimidinové latky.

ST206

Obrazek €. 9: llustrativni ukdzka oznaceni zkumavek se zasobnim roztokem standardu

o koncentraci 100 umol/l stitkem s ¢arovym kdédem a odpovidajicim &islem ,STxxx“,
v tomto pfipadé se jedna o latku ST206 - adenin.

3.4.3 Optimalizace MS parametra

K méreni byl pouzit tandemovy hmotnostni spektrometr
QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, CA, USA). Za ucelem optimalizace
MS parametrd pro kazdou latku byly vytvoreny smési deseti strukturné
podobnych latek (aminokyseliny, organické kyseliny, nukleotidy atd.).
Slozeni bylo zvoleno tak, aby se v jedné smési nevyskytovaly latky
s podobnou monoizotopovou hmotnosti (rozdil alespor 2 Da). Tyto
smési byly naredény alkalickym pufrem (20 mmol/l octan amonny,
pH 9,45: acetonitril; 1 : 1), dle potfeby bud na vyslednou koncentraci
0,1 ¢i 1 umol/I. Takto pfipravené smési byly davkovany pomoci syringe
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pumpy (souédsti hmotnostniho spektrometru) o pritoku 7 pl/min
pfimo do iontového zdroje MS. Na zdkladé monoizotopovych
hmotnosti se hledalo zpravidla pét nejintenzivnéjsich MRM prechodl
pro kazdou studovanou latku. Pfistroj proved| také automatickou
optimalizaci podminek, pti nichz tyto prechody vznikaly. Byl
optimalizovan deklasteracni potencidl (declustering potential, DP),
kolizni energie (collision energy, CE), vstupni potencial (entrance
potential, EP) a vystupni potencial kolizni cely (collision cell exit
potential, CXP). Optimalizace studovanych latek probihala v pozitivnim
i negativnim mddu. Namérena spektra jednotlivych metabolitl byla
uloZena do databaze OlMeDa.

3.4.4 Optimalizace HPLC podminek

Pro analyzu studovanych latek pomoci HPLC byla
modifikovana jiz d¥ive publikovand metoda’®’2. Bylo optimalizovano
pH mobilnich fazi, podminky gradientové eluce (sloZeni, pratok),
teplota kolony a mnozstvi nasttikovaného vzorku.

Pro separaci byl pouZit pristroj UltiMate 3000 RS (Dionex,
Sunnyvale, CA). Chromatografické separace byly provadény pfi 25 °C
na aminopropylové koloné Luna 3 um NH2, 2x150 mm (Phenomenex,
Torrance, CA). Byla aplikovdna gradientovd eluce pfi pritokové
rychlosti 0,3 ml/min pfi pouZiti mobilni faze A — 20 mmo/I| octan
amonny (pH 9,45) a mobilni faze B - acetonitril (Obr. 10). Podil
mobilnich fazi na zac¢atku analyzy byl 95 % B a 5 % A. Tento podil klesal
linedrné po dobu 15 min na hodnotu 30 % B a v dalSich 2 min klesl az
na hodnotu 5 % B, kterd byla do 32. min konstantni. Poté béhem
0,1 min doslo k navraceni systému k inicidlnim podminkam (95 % B).
Celkovy c¢as analyzy byl 37 min.
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Obrazek €. 10: Prabéh gradientové eluce pfi cilené metabolomické analyze.

3.4.5 Analyza smési standardu

Pro zjisténi retencnich ¢asl a zvoleni jednoho MRM pfechodu
pro jednotlivé latky byly analyzovdny pfipravené smési
deseti standardd o finalni koncentraci 10 umol/I. Analyza probihala za
optimalizovanych podminek a kazda studovana Ilatka byla
identifikovana pomoci 5 MRM prechod(, které byly zjistény v ramci
MS optimalizace. Nastfik pripravenych smési standard ¢inil 5 pl.

Pro MS metodu v pozitivnim i negativnim médu byly pouZzity
doporucené hodnoty tlaku kolizniho plynu (collision gas pressure,
CAD), zmlzujiciho (nebulizing gas, GS1) a susiciho plynu (heater gas,
GS2), ,curtain gas“ (CUR), teploty zmlzujictho plynu (source
temperature, TEM) a napéti na kapildre v iontovém zdroji (ion spray
voltage, I1S). Hodnoty jednotlivych parametr( jsou shrnuty v Tab. 8.
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Tabulka €. 8: Parametry MS/MS pouZité pfi cilené metabolomické analyze

Parametr Hodnota
tlak ,curtain gas” 30 psi
tlak kolizniho plynu medium psi
tlak susiciho plynu 40 psi
tlak zmlzujiciho plynu 40 psi
teplota zmlZujiciho plynu 400 °C
napéti na kapilare v iontovém zdroji +/-4500 V
rozliseni kvadrupoll jednotkové

Po vybéru jednoho MRM prechodu pro kazdou latku byly dalsi
analyzy provadény v tzv. scheduled MRM médu, kdy do metody byla
vloZena informace o retencnim case kazdého sledovaného prechodu.
Kazdy MRM prechod byl sledovan pouze v urcitém casovém useku,
¢im? byla zvysena citlivost analyzy. Casovy Usek pro kazdy prechod byl
nastaven na 360 s, doba cyklu ¢inila 1,9 s. Dale byla metoda upravena
tak, aby dochazelo k prepinani pozitivni a negativni ionizace
bé&hem jedné analyzy’®. Doba pfepindni polarity (tzv. setting time) byla
50 ms, pauza mezi jednotlivymi hmotnostnimi rozsahy byla nastavena
na 3 ms.

3.4.6 Metabolitové profilovani biologickych materiald

Findlni metoda byla aplikovana na ftadu biologickych
materiald, jednalo se napt. o vzorky moci, sér, suchych krevnich skvrn,
dechd, slz, extraktd fibroblast( a dalsich.

Ve snaze ziskat validni vysledky pro metabolomickou studii
byl vypracovan standardni operacni postup, ktery zahrnuje
metabolitové profilovani biologickych materiald od pripravy roztok(
avzork( az k analyze vzork(l a zpracovani dat. Je popsan v nasledujicich
kapitolach.
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Priprava mobilni faze

Mobilni faze A (MFA, 20 mmol/l octan amonny, pH 9,45) se
pfipravi ptidanim 572,5 ul kyseliny octové do 500 ml
LC-MS vody. Poté se mobilni faze vytitruje hydroxidem amonnym (25%
vodny roztok) na pH 9,45 (pH metr CyberscanpH 510, Thermo
scientific, Waltham, MA, USA). Kalibrace se provadi na kalibracni
roztoky pH 7 a 10. Pokud se pouZije dfive pfipravend MFA, je vidy
nutné zkontrolovat pH. Stabilita pfipravené MFA je pouze 14 dni.
Mobilni faze B obsahuje pouze acetonitril. Pfipravené mobilni faze
nechdme 5 min sonifikovat v ultrazvukové lazni.

Priprava vzork(

Vzorky plazem a sér

Zpracovani vzork( plazem ¢i sér se provadi podle drive
popsaného postupu’. Plazma/sérum se nechd roztat na ledu pfi 4 °C
po dobu 30-60 minut. K 50 ul vzorku se pfida 150 pul methanolu, smés
se necha vortexovat (15 s) a centrifugovat (15 min, 14 500 x g) pfi
20 °C. Supernatant se prepipetuje pfimo do vialky s inzertem
a analyzuje. Nastrik vzorku je 2 pl.

Pokud je k dispozici malé mnoistvi vzorku plazmy/séra,
provadi se objemové minimalni alternativa téhoz postupu. Ke 2 pul
vzorku se prida 8 pl vody a 30 pl methanolu (je dodrzen stejny pomér
vodné a organické casti). Poté se pokracuje stejnym zpUsobem (viz
vyse). Nastrik vzorku €ini 10 pl.

42



Vzorky moci

Vzorky moéi se pfipravuji dle dfive popsaného postupu’®.
Samotna moc (60 pl) se nejdrive centrifuguje (10 min, 14 500 x g), poté
je 50 ul moce naredéno 100 ul vody, vortexovdno (15 s) a znovu
centrifugovano (5 min, 14 500 x g). Supernatant se prenese do vialky
s inzertem a je podroben analyze. Mnozstvi nastfikovaného vzorku se
upravuje dle predem zjisténé koncentrace kreatininu v modi. Vzorky
modi s kreatininem niz$im neZz 1 umol/l se nefedi, provadi se pouze
Uprava ndastriku.

Suspenzni a adherentni buriky

Pro zpracovani suspenznich a adherentnich bunék jsou
modifikovany diive popsané postupy’”7%. K5 ml bunééné suspenze se
nalije 25 ml quenchovaciho roztoku (60% methanol s pridavkem
hydrogenuhli¢éitanu amonného ve vysledné koncentraci 8,5 g/l)
vychlazeného na -50 °C. Poté se vzorky centrifuguji (400 x g, 5 min).
Supernatant se slije a metabolity jsou extrahovany resuspendovanim
bunécné pelety v 500 pl extrakéniho roztoku (80% methanol
vychlazeny na -50 °C) a rychle zchlazeny v kapalném dusiku. Nasledné
je vzorek rozmrazen na ledu, peleta je rozklepanim resuspendovana
a centrifugovana (1700 x g, 5 min). Supernatant je odebran a ponechan
k analyze. Zbyla peleta je stejnym zplsobem znovu extrahovana, aby
byl ziskan co nejvétsi podil intracelularnich metabolit(. Supernatanty
z obou extrakci jsou spojeny a lyofilizovany.

V ptipadé adherentnich buné&k’ se slije médium, pfipadné se
nechd odsat vakuem. Poté jsou bunky proplachnuty quenchovacim
roztokem (60% methanol s pfidavkem hydrogenuhli¢itanu amonného
ve vysledné koncentraci 8,5 g/l, vychlazeno na -50 °C) pomoci
stfikacky se zahnutou jehlou. Pfida se 1 ml extrakéniho roztoku (80%
methanol, -80°C), buriky se seskrabou Skrabkou a nasledné prenesou
do falkonky (15 ml). Extrakce se stejnym zplisobem opakuje. Obé
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methanolové  frakce  (bunécné  suspenze) jsou  spojeny
a centrifugovany (1800 x g, 5 min, 4 °C). Supernatant se slije do novych
falkonek a poté je lyofilizovan.

V obou pfipadech se lyofilizat rozpusti ve 100 pl 50%
methanolu, vortexuje se (15 s) a centrifuguje (10 min, 14 500 x g).
Supernatant (90 pl) je prenesen do vialky s inzertem a analyzovan.
Ndstiik vzorku &ini 5 pl.

Priprava vzorku kontroly kvality

Pro analyzu plazem a modi se pouZiva jako kontrola kvality
(quality control, QC) smésnd plazma/mo¢ vsech vzork(, kterd se
zpracuje stejnym zplsobem jako zkoumané vzorky. V pfipadé extrakt(
bunék se vytvori smés alikvotl viech rozpusténych lyofilizat( vzork.

Pripravuje se pouze jeden vzorek kontroly kvality, ze kterého
se nasttikuje opakované mezi studovanymi vzorky dle pfipraveného
poradi (Tab. 9).

Procesni blank

Blank se pfipravi podle postupu pfipravy vzorkd ovsem bez
samotného biologického vzorku.

Smés standardd

Smés standardl (STD) obsahuje ctyfi vybrané standardy
(adenosin, GMP, ADP a GTP) ve finaIni koncentraci 25 pmol/I. Alikvoty
(50 pl) této smési jsou uchovavany pfi -20 °C.
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Analyza LC-MS

Vzorky jsou analyzovany dle uvedeného poradi (Tab. 9)
,scheduled MRM“ metodou. Tento zpUsob fazeni analyz byl aplikovan
na zakladé d¥ive popsaného postupu”.

Pro ovéreni chovani analytického systému pfed samotnou
analyzou vzork( je nejprve nastfikovana dvakrat smés STD. Ve druhé
analyze této smési se kontroluje retencni chovani jednotlivych
standardl a tlak na koloné. Inicialni tlak je 70 bar.

Poté se pokracuje s analyzou 10 vzorkt kontroly kvality (QC1-
QC10) za ucelem ekvilibrace analytického systému. Nasleduje znovu
analyza smési STD a posléze uZ jednotlivych studovanych vzorka,
jejichz poradi musi byt nahodné a odlisSné od poradi jejich sbéru
a zpracovani. QC vzorek je nasttikovan opakované v pribéhu celé sady
analyz (po kaZzdém tfetim zkoumaném vzorku) a to z dvodu posouzeni
opakovatelnosti béhem meéreni (posun retenc¢niho casu ¢i zména
v intenzité signalu) a nasledné korekci signalu jednotlivych
studovanych latek (viz dale). Do série mérenych vzork( je také dvakrat
vloZen procesni blank.
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Tabulka €. 9: Poradi analyz vzorkl v ramci metabolomického experimentu

Pofadi Oznaceni Porfadi Oznaceni Pofadi Oznaceni
analyz vzorku analyz vzorku analyz vzorku

1. Smés STD 34. QcC15 67. Qc23

2. Smés STD 35. Vzorek 16 68. Vzorek 40
3. Qc1 36. Vzorek 17 69. Vzorek 41
4. Qc?2 37. Vzorek 18 70. Vzorek 42
5. Qc3 38. QC 16 71. QC 24

6. Qc4 39. Vzorek 19 72. Vzorek 43
7. Qcs 40. Vzorek 20 73. Vzorek 44
8. Qce 41. Vzorek 21 74. Vzorek 45
9. Qc7 42. Qc17 75. QC25

10. Qcs 43. Vzorek 22 76. Vzorek 46
11. Qco9 44. Vzorek 23 77. Vzorek 47
12. QC 10 45. Vzorek 24 78. Vzorek 48
13. Smés STD 46. QC 18 79. QC26

14. Vzorek 1 47. Vzorek 25 80. Vzorek 49
15. Vzorek 2 48. Vzorek 26 81. Vzorek 50
16. Vzorek 3 49. Vzorek 27 82. Vzorek 51
17. Qc11 50. Qc 19 83. Qc 27

18. Blank 1 51. Vzorek 28 84. Vzorek 52
19. Vzorek 4 52. Vzorek 29 85. Vzorek 53
20. Vzorek 5 53. Vzorek 30 86. Vzorek 54
21. Vzorek 6 54. QC20 87. QC 28

22. Qc12 55. Vzorek 31 88. Vzorek 55
23. Vzorek 7 56. Vzorek 32 89. Vzorek 56
24. Vzorek 8 57. Vzorek 33 90. Vzorek 57
25. Vzorek 9 58. Qc21 91. Qc 29

26. Qc13 59. Vzorek 34 92. Vzorek 58
27. Vzorek 10 60. Vzorek 35 93. Vzorek 59
28. Vzorek 11 61. Vzorek 36 94. Vzorek 60
29. Vzorek 12 62. Qc 22 95. QC 30

30. Qc14 63. Vzorek 37 96. Blank 3
31. Vzorek 13 64. Blank 2 97. Blank 4
32. Vzorek 14 65. Vzorek 38 98. Smés STD
33. Vzorek 15 66. Vzorek 39
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Vyhodnoceni dat

Vyhodnocovani dat se provadi v softwaru MultiQuant ™ 2.1.1
(AB Sciex, Framingham, Massachusetts, USA), ktery je nadstandardni
soucasti ovladaciho softwaru Analyst 6.1 (AB Sciex, Framingham,
Massachusetts, USA). V tomto softwaru se aplikuje metoda pro
automatickou integraci ploch jednotlivych analyzovanych metabolitd,
jejiz parametry jsou uvedeny v Tab. 10. Poté je nutné provést manudlni
kontrolu integrovanych pikd. Pokud neni pik pfitomen, je zapotiebi
integrovat Sum (vyskyt nul zplsobuje problémy pfi statistickém
vyhodnoceni).

Tabulka €. 10: Nastaveni metody pro automatickou integraci piki v softwaru
MultiQuant (RT, retention time, retenéni ¢as)

Parametr Nastaveni
Integracni algoritmus MQ4
Stupen vyhlazeni 1,0
Mozné odchyleni RT N0s
Aktualizovat o¢ekavany RT ne
Zaznamenat nejvétsi pik ne
Minimalini sitka piku 3 body
Minimalni vyska piku 750
Sum 40 %
Zakladni podokno 2 min
Rozdéleni piku 2 body

Pro dalsi zpracovani dat se wvyuzivd software R
(www.r-project.org). Nejdrive se odstrani prvnich osm analyz vzorku
QC, které slouzily pouze pro ekvilibraci analytického systému. Za
ucelem korekce signdlu je nasledné aplikovan pfistup tzv. quality
control-based robust LOESS (locally estimated scatterplot smoothing)
signal correction (QC-RLSC)”>, v ramci ného? je provedena interpolace
vSech ploch pikd metabolitl u vzorkd na odpovidajici plochy analyt(
v QC vzorcich. Pro kazdou latku je QC vzorky proloZena "korekéni"
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kfivka (Obr. 11). Na zakladé této krfivky jsou vSechny analyty
interpolovany s cilem odstranit vliv systematickych chyb. Dale se
vyhodnocuji pouze plochy metabolitl, které vykazuji u vzorkd QC
relativni smérodatnou odchylku nizsi nez 30 %.

Neupravend data e qcC
5 *x10° O vzorek
2
\a 4
©
S 3
o
2
1
0
Pofadi analyz vzorka —
Po provedeni QC-RLSC e qc
1,4 O vzorek
£ 12 @ o o
o [ ]
(] ©)
© ® (CIrY ©
E10f %% 0 00ue® Rog b o L o g0
° 00 @, o @0 1) &
208 o % 0 0 ® 59 g
= © o o @ 2 o
0,6 e}
04 1 1 1 Q1 1 Ox 1 1 o 1 I

Pofadi analyz vzorka —

Obrazek €. 11: Ukazka QC-RLSC pfistupu za ucelem korekce signalu — proloZzeni QC
vzork( korekéni kiivkou (nahofe), interpolace ploch na zakladé korekéni k¥ivky (dole)

(upraveno dle Dunn’)

Pfed statistickou analyzou je na data aplikovana CLR
transformace’®, dale je provedeno centrovani dat. Pro porovnani
jednotlivych vzork( jsou uplatfiovany rlizné statistické nastroje - PCA,
PCA-DA ¢i klastrova analyza.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Diagnostika defektli purinové de novo syntézy

Cilem této studie bylo vyvinout diagnostickou metodu pro
znamé ¢i dosud nepopsané poruchy v druhé ¢asti PDNS. Pro nové
defekty byl ocekdavan podobny mechanismus jako v pfipadé jiz
popsanych poruch, proto byla vyvijena metoda zaloZena na detekci
defosforylovanych meziproduktl v moci. Metoda byla téz aplikovana
na vzorky CSF a mozkovych tkani od pacientl s deficitem ADSL.

4.1.1 Parametry a validace metody

Nejdfive byly pro kazdy ribosid optimalizovany MS/MS
podminky, jednalo se o vybér MRM pfechodu, hodnotu
deklasteracniho potencidlu a kolizni energie (Tab. 11). Pro zvyseni
specifity stanoveni byly pro kazdy studovany ribosid vybrany dvé
tranzice, které vykazovaly nejvyssi intenzitu signalu a zaroven u nich
nebyly pozorovany interference s jinymi latkami. Pro kvantifikaci byl
pouzit prvni prechod. Druhd tranzice byla pouZita ke konfirmaci
v pripadé pozitivniho vysledku. Na Obr. 12 je wukazana
chromatograficka separace studovanych ribosida.

Limity detekce byly v rozsahu 0,005-0,150 umol/I (Tab. 12).
Ndvratnosti byly v rozmezi 81,7-119,0 %. Variacni koeficient pro
méreni opakovatelnosti byl v rozsahu 0,8-4,7 %, v pfipadé méreni
mezilehlé preciznosti to bylo 5,6-12,6 % .
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Tabulka €. 11: MRM tranzice (Q1->Q3) ribosidd s optimalizovanym DP a CE; (tu¢né
zvyraznéna kvantifikacni tranzice)

Ribosid Q1 (Da) Q3 (Da) DP (V) CE (V)
AICAr 259,1 110,0 41 31
133,0 19
SAICAr 375,1 243,0 66 19
110,0 47
SAdo 384.1 252,0 61 25
162,0 51
Alr 216,1 84,0 31 19
125,9 17
CAIr 260,1 110,0 41 33
132,9 19
FAICAr 287,1 138,0 36 31
110,0 51
13C-Ado 269,1 136,0 56 23

Scado | SAdO SAICAr
Al \
N AICAr
CAIr\
[0}
2 | FAICAr / n
S |
- I
2 L }ﬂL
A
UL
AN
L
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Cas (min)
Obrazek €. 12: Chromatograficka separace studovanych ribosidG ; modre -
kvantifikacni tranzice, ¢ervené - konfirmacni tranzice.
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Tabulka €. 12: Limity detekce (LOD) a horni referenéni limity (HRL) pro studované

ribosidy

Ribosid LOD (umol/1) HRL(pmol/mmol kreatininu)
AICAr 0,084 1,13

SAICAr 0,113 0,75

SAdo 0,045 5,24

Alr 0,005 pod LOD

CAlr 0,150 0,33

FAICAr 0,113 pod LOD

4.1.2 Klinické aplikace

Pro kazdy ribosid bylo stanoveno referencéni rozmezi na 50
vzorcich modi od zdravych déti (22 Zen a 28 muzd), (Tab. 12). Celkem
byly analyzovany 3 vzorky moci od pacientl s deficitem ADSL, jeden
vzorek CSF a 3 extrakty mozkové tkané. Ve vsech téchto analyzovanych
vzorcich od pacient( s deficitem ADSL (Tab. 13 A) byly pozorovany
vysoké koncentrace SAICAr a SAdo (Tab. 13 B). Obr. 13 ukazuje
srovnani vzorkd modi od pacientld s deficitem ADSL a kontrolniho
vzorku. Pacient A s neonatadlni fatalni formou mél pomér SAdo/SAICAr
0,8. U pacientli B a C s mirnou formou tohoto onemocnéni byly zjistény
poméry SAdo/SAICAr 2,6 a 6,1. Timto byla potvrzena souvislost mezi
pomérem SAdo/SAICAr a zavaznosti projevu onemocnéni.

Tabulka €. 13 A: Klinické a molekularné genetické nélezy u pacientl s deficitem ADSL
(PMR, psychomotoricka retardace).

Pacient A B C
Pohlavi M M 7
Zacatek projevi pfi narozeni 4. mésic 6. mésic
Prvni ptiznaky krece PMR PMR
Ostatni hypotonie,multiorgdnové hypotonie, hypotonie,
symptomy selhani - smrt hyperaktivita hyperaktivita
ADSL mutace Y114H R426H Y114H R190Q Y114H
R190Q
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Tabulka €. 13 B: Biochemické nélezy u pacient( s deficitem ADSL (kreat., kreatinin).

Pacient Vzorek SAICAr SAdo SAdo/SAICAr
B mod 1,8 11,1 mmol/mol kreat. 6,1
C moc 16,1 41,7 mmol/mol kreat. 2,6
A mo¢ 1018,3 809,2 mmol/mol kreat. 0,8
CSF 2949,4 903,1 mmol/l 0,3
bild hmota 36,0 6,2 mmol/g mokré vahy 0,2
$eda hmota 11,6 2,5 mmol/g mokré vahy 0,2
D mozkova tkan 5,5 2,6 mmol/g mokré vahy 0,5

} SAICAr - . SAdo
C-Ado —l

Abundance
>

kontrolni vzorek t

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 100 120
Cas (min)

Obrazek €. 13: Srovnéni analyz vzork( mo¢i od pacientl s deficitem ADSL a kontrolniho

vzorku
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V této studii bylo potvrzeno, Ze v télnich tekutinach (moc,
CSF) ziskanych od pacientl s deficitem ADSL dochazi k akumulaci
sukcinylribosid (Tab. 13B). Velmi vysoké koncentrace SAdo a SAICAr
byly téZ nalezeny v mozkovych tkéanich pacientl s deficitem ADSL
(Tab. 13B)%°.

Tato metoda umozZnuje kvantitativni analyzu vsech
studovanych ribosidl. Podafilo se téZ analyzovat SAICAr navzdory
tomu, Ze drive bylo diskutovano, Ze SAICAr nebyl ionizovatelny nebo
byl nestabilni viontovém zdroji?2. Dosud byla diagnostika deficitu ADSL
pomoci HPLC-MS/MS zaloZena pouze na detekci SAdo v mogi 222324,
Ndmi vyvinutd metoda vSak umoznuje stanoveni koncentrace obou
sukcinylpurin( a tim urceni jejich vzajemného poméru. V soucasnosti
byla publikovana pouze jedind metoda HPLC-MS/MS pro diagnostiku
AICA-ribosidurie zaloZend na detekci AICAr v moci?3, hmotnostni
spektrum této latky vsak bylo publikovano i ve studii zabyvajici se
antidopingovou kontrolou8!. Skupina dr. Hartmanna?? diagnostikovala
AICA-ribosidurii pouze na zékladé zvysenych koncentraci SAdo.
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4.2 Pouziti cileného metabolomickéhopftistupu pro
diagnostiku DMP

4.2.1 Vzorky plazem

Celkem bylo analyzovano 50 kontrolnich vzorkd plazem
a 34 vzorkd od pacientld trpicich rdznymi dédi¢énymi metabolickymi
poruchami (Tab. 14), které byly z ¢asti poskytnuty z rliznych pracovist
Ceské republiky zabyvajici se DMP82, U viech pacient(l byla diagnéza
predem potvrzena na zakladé biochemickych vySetfeni, enzymovych
zkousek a molekularné-genetickymi metodami (Tab. 15A, B). Vzorky
s oznacenim MSUD 1 a 2, dale MSUD 3 a 4 a PA 2 a 3 byly odebrany
stejnym pacientim, ale v rlznych c¢asech.

4.2.2  Statistické vyhodnoceni a opakovatelnost

V PCA byly vSechny vzorky od pacient( trpicich DMP odliseny
od kontrolnich vzorkd. Také pacienti se stejnou DMP byli rozpoznani
pomoci PCA a téz v klastrové analyze. Ptislusné vysledky jsou ukdzany
v nasledujicich kapitolach.

Opakovatelnost byla ur¢ovdna na Sestndcti vzorcich smésné
plazmy. Koncentrace jednotlivych metabolitl (n = 163) u kazdého paru
technickych replikdti byly porovnavany pouZitim Spearmanova
korelacniho koeficientu. Rozsah koeficientd byl vy$si nez 0,92
(Obr. 14).
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Obrazek €. 14: Opakovatelnost metabolického profilovani. Jsou ukdzany koncentrace
metabolitd ve vzorcich plazmy u 2 technickych replikatGd. Spearmantv korelaéni
koeficient mezi technickymi replikaty byl vy3si nez 0,92. Tento diagram zobrazuje dva
replikaty s nejslabsi korelaci.

Opakovatelnost byla téz viditelna v samotné PCA analyze
(Obr. 15), kde je vyznaceno prekryvani tfi odliSnych méreni vzork(
plazem od pacientd s fenylketonurii.
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Obrazek €. 15: Opakovatelnost metabolomického profilovani pomoci PCA analyzy viech
vzork( plazem a vSech analyzovanych aminokyselin. Ve vyfezu jsou vyznaceny tfi odlisné
méreni stejnych vzorkl plazem od pacient(i s PKU.

4.2.3  Poruchy aminokyselin

Celkem bylo zkoumano 20 vzorkl od pacientd trpicich osmi
odliSnymi poruchami v metabolismu aminokyselin (Tab. 15A).
Konkrétné se jednalo o fenylketonurii (PKU), nemoc javorovového
sirupu (MSUD, leucinosa), tyrosinemii typu | (Tyr 1), argininemii (ARG),
deficit karbamoylfosfatsynthetasy (CPS), homocystinurii (Hcys),
neketotickou hyperglycinemii (NKH), deficit ornithintranskarbamylasy
(OTC).
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Fenylketonurie (OMIM 261600) je zpUsobena deficitem
fenylalaninhydroxylasy (EC 1.14.16.1) a ma za nasledek hromadéni
fenylalaninu (Tab. 14).

V PCA analyze bylo vSech 6 vzork( od pacientli s PKU jasné
rozliSeno, vSechny klastrovaly diky vySe zminénému fenylalaninu
(Obr. 16). V pripadé shlukové analyzy byl vzorek PKU5 oddélen od
ostatnich pacientd s PKU (Obr. 17). Nicméné tyto vysledky
korespondovaly s predchozimi nalezy, kdy bylo zjiSténo, Ze tento

pacienty s PKU (Tab. 15 A).
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Obrazek €. 16: PCA analyza vsech vzorku plazem a vSech analyzovanych aminokyselin.
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Obrazek €. 17: Klastrova analyza vSech vzork( plazem a vSech analyzovanych aminokyselin.



Leucinosa

Leucinosa (OMIM 248600), taktéz zvana jako nemoc
javorového sirupu (MSUD, maple syrup urine disease), je zplsobena
deficitem dehydrogenasy vétvenych alfa-ketokyselin. Porucha tohoto
enzymu zpUsobuje nadmérné zvyseni vétvenych aminokyselin (napft.
leucin, isoleucin, valin) v plazmé.

Celkem bylo analyzovédno 5 vzork(l plazmy ziskanych od
pacientl s leucinosou. PouZitim PCA analyzy byly vSechny tyto vzorky
jasné odliSeny a shlukovaly se k sobé diky sumé leucinu, isoleucinu
a alloisoleucinu (xLeu) a valinu (Obr. 16). Stejné vysledky byly ziskany
klastrovou analyzou (Obr. 17).

Pro hodnoceni dalSich poruch byly v PCA analyze vzorky s PKU
a MSUD odstranény (Obr. 18), protoze markery téchto onemocnéni
(fenylalanin, leucin, valin) byly tak vyznamné, Ze potlacovaly variabilitu
ostatnich metabolitd.
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Obrazek ¢. 18: PCA analyza viech analyzovanych aminokyselin a vSech vzork(l plazem po
odstranéni vzorkl s PKU a MSUD s velmi vysokou variabilitou.

Tyrosinemie typu |

Tyrosinemie typu | (OMIM 276700) je onemocnéni zplisobené
deficitem fumarylacetoacetathydrolasy (EC 3.7.1.2) a ma za nasledek
vysokou akumulaci tyrosinu.

V této studii byly analyzovany dva vzorky plazmy od pacient(
s uvedenou poruchou. Oba byly rozliSeny od kontrolnich vzork( v PCA
analyze (Obr. 18) a taktéZ se spolu klastrovaly ve shlukové analyze
(Obr. 17). Bylo to diky zvySenym koncentracim tyrosinu v plazmé ve
srovnani s kontrolnimi vzorky.
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Homocystinurie

Homocystinurie je zplsobena deficitem cystathionin-B-
synthasy (EC 4.2.1.22). Diagnostika tohoto onemocnéni je zaloZena na
vyrazné  zvySenych  koncentracich  homocystinu, celkového
homocysteinu, homocystein-cystein disulfidu a methioninu v plazmé.
V této studii byl pouzit methionin jako marker pro toto onemocnéni.

Oba vzorky od pacientd s homocystinurii byly v PCA analyze
jasné rozpoznany od kontrolnich vzork( a to s ohledem na vysokou
koncentraci methioninu (Obr. 18). Také bylo pozorovano jednoznacéné
klastrovani obou téchto vzork( v dendrogramu (Obr. 17).

Deficit ornithintranskarbamylasy

Deficit ornithintranskarbamylasy (EC 2.1.3.3, OMIM 311250)
je charakterizovdan zvySenou hladinu glutaminu a snizenymi
koncentracemi citrulinu a ornithinu.

V PCA analyze byly oba vzorky s touto poruchou rozliseny od
kontrolnich vzork( diky zvysenym koncentracim glutaminu (Obr. 18),
téz v dendrogramu k sobé vzorky klastrovaly (Obr. 17). U téchto vzork(
byla téz predem zjisténa vysoka koncentrace glycinu (Tab. 15 A), to
korespondovalo i s nasimi vysledky, kdy v biplotu glycin koreloval
s glutaminem (Obr. 18).

Ostatni poruchy metabolismu aminokyselin

V této studii byl rovnéz analyzovan jeden vzorek plazmy od
pacienta s neketotickou hyperglycinemii (OMIM 605899) zpUsobeny
poruchou enzymového komplexu ,glycine cleavage system”, dale
jeden vzorek pacienta s argininemii (OMIM 207800) s deficitem
arginasy (EC 3.5.3.1) a téZ plazma pacienta s deficitem
karbamoylfosfatsynthetasy (EC 6.3.4.16; OMIM 237300). Markery
téchto onemocnéni jsou shrnuty v Tab. 14.
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Pacient s neketotickou hyperglycinemii byl jasné rozpoznan
diky vysoké koncentraci glycinu. Ackoli to nebylo jednoznacné, tak se
podafilo mirné rozliSit i pacienty s argininemii a deficitem
karbamoylfosfatsynthetasy oproti kontrolnim vzorkim a to diky
pfislusnym markerim (Obr. 18).

4.2.4 Organické acidurie a mitochondrialni poruchy

Celkem bylo analyzovano 14 vzorkl plazem od pacientl
trpicich sedmi rlznymi organickymi aciduriemi a mitochondrialnimi
poruchami (Tab. 15 B). Konkrétné se jednalo o methylmalonovou
acidurii (MMA), propionovou acidurii (PA), glutarovou acidurii typu |
(GA 1), 3-hydroxy-3-methylglutarovou acidurii (HMG), isovalerovou
acidurii (IV A), deficit karnitinpalmitoyltransferasy typu Il (CPT 1l)
a deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné
dlouhym rfetézcem (MCAD).

Methylmalonovd a propionovd acidurie

Methylmalonova acidurie (OMIM 25100) je zpusobena
deficitem methylmalonyl-CoA-mutasy (EC 5.4.99.2) a propionova
acidurie (OMIM 606054) deficitem propionyl-CoA-karboxylasy
(EC 6.4.1.3). Propionyl-CoA a methylmalonyl-CoA jsou meziprodukty
v metabolismu nékterych aminokyselin (valin, isoleucin, methionin,
threonin), cholesterolu a mastnych kyselin s lichym poétem uhlikd.
Obé tyto poruchy jsou charakterizovany zvysenym hromadénim
propionylkarnitinu v krvi (Tab. 14).

V této studii byly celkem analyzovany tfi vzorky plazem od
pacienttl s MMA a ¢tyfi vzorky s PA. Vsechny vzorky spolu korelovaly
v PCA analyze (Obr. 19) a klastrovaly se spolu v CA (Obr. 20). Identické
vysledky byly pozorovany téZ v pripadé vyhodnocovani pomért
metabolitl (Obr. 21), vSechny vzorky pacientl se shlukovaly na zakladé
poméru C3/C2.
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Obrazek €. 19: PCA analyza vSech vzork( plazem a vSech analyzovanych acylovanych

karniting.

66



I:VE3
9¢2

—— Il ldD

| —

TVANIN
€vd
<vd
CYNIN
Iva ¥ vd
I—‘EVWW
T T T 1
9 ¥ 4 0
eysAn

67

Obrazek €. 20: Klastrova analyza vSech vzorkd plazem a vSech analyzovanych acylovanych karnitin(.
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Obrazek €. 21: PCA analyza viech vzork( plazem a specifickych pomérd analyzovanych

acylovanych karnitint (Tab. 7).

Ostatni metabolity (i jejich poméry) byly minoritni a mély
nizkou variabilitu ve srovnani's C3, respektive C3/C2, proto byly vzorky
s PA a MMA pro vyhodnocovani dalSich poruch pomoci PCA analyzy
vylouceny (Obr. 22).
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Obrazek €. 22: PCA analyza specifickych pomérG analyzovanych acylovanych karnitinG
(Tab. 14) a vSech vzorkd plazem po odstranéni vzorkd s PA a MMA s velmi vysokou
variabilitou.

Deficit deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné
dlouhym retézcem

Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné
dlouhym fetézcem (EC 1.3.99.3; OMIM 201450) je nejcastéji
vyskytujici se poruchou oxidace mastnych kyselin. Toto onemocnéni je
hlavné charakterizovano zvysenou koncentraci oktanoylkarnitinu (C8).
Ostatni markery jsou ukdzany v Tab. 14.

Vsechny tfi vzorky od pacientd s MCAD spolu klastrovaly
(Obr. 20), ackoli C8 nebyl dostatecné specificky pro toto onemocnéni.
Bylo prokazadno, Ze hodnoceni pomérl acylovanych karnitini je
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mnohem dulezitéjsi. Pacienti s MCAD byli diskriminovani na zakladé
poméru C8/C2 (Obr. 22).

Ostatni poruchy

Dalsi ¢tyfi poruchy byly zastoupeny pouze jednim pfrisluSnym
vzorkem plazmy. Byl analyzovdn jeden vzorek s deficitem
karnitinpalmitoyltransferasy typu Il (EC 2.3.1.21; OMIM 255110), dale
s isovalerovou acidurii (OMIM 243500) zpUsobenou deficitem
isovaleryl-CoA-dehydrogenasy (EC 1.3.99.10), 3-hydroxy-3-
methylglutarou acidurii (OMIM 246450) vyznacovanou deficitem
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-lyasy (EC 4.1.3.4) a glutarovou
acidurii (OMIM 231670) charakterizovanou deficitem glutaryl-CoA-
dehydrogenasy (EC 1.3.99.7).

Vsechny vzorky byly rozliSeny s ohledem na charakteristické
poméry acylovanych karnitind. Pomér (C16+C18:1)/C2 byl specificky
pro CPT ll, poméry C5/C8 a C5/C2 byly charakteristické pro IV A. Méné
vyznamny byl pomér C5-DC/C16 pro GA | a C5-DC/C8 pro HMG
(Obr. 22).

V této studii se podafilo Uspésné uplatnit cileny metabolicky
pfistup v diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch. Vsech
34 pacient( trpicich riznymi DMP se podafilo rozlisit od 50 kontrolnich
vzorkl na zakladé nesupervizovaného statistického zpracovani dat.
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4.3 Pouziti necileného metabolomického pfistupu pro
diagnostiku DMP

Cilem této studie bylo uplatnit necileny metabolomicky
pristup pro diagnostiku dédi¢nych metabolickych poruch a navazat tak
na skupinu prof. Siuzdaka®, kterd tento pfistup predstavila pfi
diagnostice methylmalonové a propionové acidemie.

Tato studie byla provadéna ve spolupraci se dvéma
zahrani¢nimi institucemi. Vzorky byly analyzovany u prof. P. Bruheima
(Department of Biotechnology, Norwegian University of Science and
Technology, Trondheim, Norsko) ve spolupréci s dr. A. Brunsvikem
(SINTEF, Department of Biotechnology, Trondheim, Norsko). Data byla
poté zpracovavdna a statisticky vyhodnocovdna ve spoluprdci se
skupinou prof. Goodacre (School of Chemistry and Manchester
Interdisciplinary Biocentre, University of Manchester, Manchester,
UK), predevsim za pomoci statistika E. Correa a odbornika na LC-MS
A. Vaughana.

4.3.1 Biologicky material

Necileny metabolomicky pfistup pro diagnostiku DMP byl
studovdan na vzorcich suchych krevnich skvrn a vzorcich moci. Celkem
bylo analyzovano dvacet kontrolnich a Sest defektnich vzorkd DBS - tfi
od pacientll s PKU a tfi od pacientd s MSUD. Markery pro obé
studované poruchy jsou uvedeny v Tab. 16, prehled vzorkd pacient(
znazornuje Tab. 17. Vzorky DBS s oznacenim MSUD 3 a PKU 3 byly
poskytnuty od dr. Mariny Stopsack z Univerzitni kliniky Carl Gustav
Carus v Drazdanech.
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Tabulka €. 16: Prehled studovanych aminoacidurii a jejich markerG v DBS

Porucha Markery v DBS

PKU N Phe
MSUD M xLeu, TVal

Tabulka €. 17: Pfehled analyzovanych vzorkd suchych krevnich skvrn od pacientt

s dédiénou metabolickou poruchou (Z, ena; M, muZ; nezn., neznamo)

veék Porodni

Pfedchozi biochemické nalezy

Pacient Pohlavi (hod) vaha (g) ve vzorku DBS (umol/l)
MSUD 1 z 9let nezn. nezn.

MSUD 2 z 72 2500 Leu 500, Val 250

MSUD 3 nezn. nezn. nezn. Leu 280

PKU 1 M 48 3570 Phe 490

PKU 2 z 72 4100 Phe 203

PKU 3 nezn. nezn. nezn. Phe 850

Dale bylo porovnavano 14 kontrolnich vzorkd moci

s 21 vzorky moci od 9 rGznych pacient( trpicich ¢tyfmi odliSnymi DMP.

Konkrétné se jednalo o vzorky od pacientd s cystinurii (CYS), MSUD,
galaktosemii (GALT) a deficitem ADSL. Tab. 18 shrnuje markery pro
vSechny studované poruchy v modi, v Tab. 19 je uveden prehled

analyzovanych vzork( pacientd.

Tabulka €. 18: Pfehled studovanych DMP a jejich marker( v moci

Porucha Markery v DBS

ADSL M SAICAr, SAdo

GALT / galaktosa, galaktitol

CYS Mornithin, lysin, arginin, cystin, cystein-homocystein disulfid
MSUD k. 3-hydroxybutanova, 2-oxoisovalerova, 2-hydroxyisovalerova,

2-ox0-3-methylvalerova, 2-oxoisokapronova, 2-hydroxy-3-

methylvalerova, 2-hydroxyisokaproova, xLeu, valin
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Tabulka €. 19: Pfehled analyzovanych vzork( mo¢i od pacientd s dédi¢nou
metabolickou poruchou (Z, Zena; M, muz; nezn., nezndmo)

) . Vék Predchozi biochemické nalezy
Pacient Pohlavi .
(rok) ve vzorku moée (umol/mmol kreat.)
ADSL 1 M 20 SAICAr 1,7; SAdo 13,8
ADSL 2a z 21 SAICAr 9,3; SAdo 27,8
ADSL 2b z 22 SAICAr 10,5; SAdo 30,3
ADSL 2¢ z 22 SAICAr 6,2; SAdo 17,0
CYS 1a M nezn. Cys 225, Orn 75, Lys 554, Arg 231
CYS 1b M 13 nezn.
CYS 1c M nezn. nezn.
CYS 2a z nezn. Arg 1190, Cys 352, Orn 420, Lys 1060
CYS 2b z nezn. Arg 1120, Cys 760, Orn 710, Lys 2110
CYS 2¢ 7 nezn. Arg 750, Cys 315, Orn 290, Lys 800
CYS 3a M nezn. Cys 73, Gly 480, Lys 400, Arg 15
CYS 3b M 14 Cys 58, Gly 480, Lys 235
GALT 1a M 16 Galaktitol 84
GALT 1b M 16 Hypoaminoacidurie
GALT 1c M 15 Galaktitol 100
GALT 2a M 32 Galaktitol pod LOD
GALT 2b M 32 Galaktitol pod LOD
MsSubD1 7 8 Leu 42, lle 12
MSUD2a 7 18 Val 13, lle 10, Leu 35
MSUD2b 7 16 nezn.
MSUD2c 7 17 nezn.

4.3.2 Zpracovani dat a statistické vyhodnoceni

Ve vzorcich DBS bylo celkem identifikovdano a zpracovavano
296 znakl, které byly charakterizovany presnou hmotou (m/z)
a reten¢nim casem (rt). V ramci statistického vyhodnoceni byla
nejdfive provedena nesupervizovand PCA. Jiz v této metodé doslo
k patrnému oddéleni vzork( pacientl od kontrolnich (Obr. 23), i kdyz
bylo zifejmé, Ze je potieba naznacenou klasifikaci dale analyzovat.

Jednoznaéné vysledky byly nasledné ziskdny pomoci
supervizované metody PCA-DA, kdy doslo k jasnému rozliSeni vSech
3 studovanych skupin - kontrol a pacientd s PKU a MSUD (Obr. 24).
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Po nasledné identifikaci metabolitl bylo zjisténo, Ze tomu tak bylo diky
pfislusnym markerdm jednotlivych onemocnéni.

20
A MSUD 1
A MSUD 3

10
o B PKU 3
x
S ©, mPKU2
© B A MSUD2
- @) PKU 1
~ O
O 0 9 o)

o}
O e) )
oo O o o
, o)
-10 kontrolni vzorky
-20 -10 0 10 20 30 40

PC 1:43,54%
Obrazek €. 23: PCA analyza vzork( DBS.
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Diskriminacéni funkce 1

Obrazek €. 24: PCA-DA analyza vzork( DBS.

Na zakladé PLS regrese byl vytvoren seznam dvaceti znakd,
které se nejvice rozliSovaly u dané poruchy ve srovnani s kontrolnimi
vzorky. U prvnich dvandcti byly vytvoreny krabicové grafy.

U pacientll s PKU byla zjisténa nejvice diskriminujici latka
fenylalanin (m/z 166,0880; rt 443 s), coz je hlavni marker tohoto
onemocnéni (Tab. 16). Druhym nejvice diskriminujicim znakem byl
softwarem identifikovan parametr s m/z 120,0809, ktery mél stejny
reteCni Cas, nasledné byl identifikovan jako produkt fragmentace
fenylalaninu ve zdroji. Na krabicovych grafech (Obr. 25) Ize vidét, Ze
u pacientd s PKU byly oba tyto znaky vyrazné zvysené ve srovnani
s kontrolnimi vzorky.

75



"

fenylalanin [M+H]" fragment fenylalaninu [M+H]

m/z = 166,0880, rt = 443 s m/z=120,0809, rt =443 s
8 e 8 -
| 1
7 77
6 67
| 1
5+ E— 5
4 e—— 4 ——
T T T T
kontrolni PKU kontroln{ PKU
vzorky vzorky

Obrazek €. 25: Krabicovy diagram pro fenylalanin a jeho fragment, jedna se
o nejvice diskriminujici znaky pro vzorky od pacientl s PKU.

U pacient( s MSUD se leucin (m/z 132,1014; rt 376 s), hlavni
marker tohoto onemocnéni, umistil téz mezi nejvyznamné;jsimi znaky.
Jeho fragment s m/z 86,0951 se dokonce jevil jako vice diskriminuijici.
Krabicovy graf ukazujici rozdily mezi vzorky pacientl a kontrolnimi
vzorky je zobrazen na Obr. 26.

fragment leucinu [M+H]'
m/z=86,0951,rt=376s

pr—
7 I
1
6
—_—
5_
I
a4
T T
kontrolni MSUD
vzorky

Obrazek €. 26: Krabicovy diagram pro fragment leucinu, nejvice diskriminujici
identifikovany znak pro pacienty s MSUD.
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Ve vzorcich moci bylo celkem identifikovano 1492 znakd,
které byly ddle zpracovavany. Opét byly nejdfive na data aplikovany
nesupervizované statistické ndstroje. V PCA se podafilo rozlisit vzorky
pacientl od kontrolnich (Obr. 27). Ve shlukové analyze vSechny vzorky
se stejnou poruchou jasné klastrovaly a byly téz rozliSeny od
kontrolnich vzorkd (Obr. 28). Odliseni vSech 5 studovanych skupin
(kontrolni vzorky, CYS, MSUD, ADSL a GALT) bylo jednoznacné
potvrzeno na zakladé supervizované PCA-DA (Obr. 29).

control9
o control3 control14
control4 control11
control2  controll
contro(ljiilémgw 0 control5
c

o 4
< kontroln{ vzorky
~
a
S
~— Al
3 . GALT
Q
a

MSUD1
~ -
1
MSUD
MsuUD3
T I ' ' '
-3 -2 -1 0 1
PC1 (24,04 %)

Obrazek €. 27: PCA vzork( moci
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Obrazek €. 29: PCA-DA vzork( modi

Pomoci PLS regrese bylo nasledné opét zjisténo 20 nejvice
diskriminujicich znak( pro jednotlivd onemocnéni. Nejlepsi vysledky
byly ziskdany u pacientd s cystinurii. Toto onemocnéni je totiz
charakterizovano nékolika biochemickymi markery (Tab. 18), které Ize
snadno analyzovat pouZitou metodou. Vétsina téchto marker( byla
potvrzena, byla totiz mezi deseti nejvice diskriminujicimi znaky
(Tab. 20). Na krabicovych grafech (Obr. 30) jsou ukazany
aminokyseliny lysin, arginin, ornithin, a cystin. Nejvice diskriminujici
znak s retenénim ¢asem kolem mrtvého objemu se ndm nepodafilo
dosud identifikovat. Znak charakterizovany m/z 196,0790 a rt 819 s byl
identifikovan jako cysteinyl-glycin (Cys-Gly). Identita této latky byla
nasledné potvrzena analyzou odpovidajiciho standardu.
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Tabulka €. 20: Seznam deseti nejvice diskriminujicich latek pro vzorky moéi od pacientt

s cystinurii.

. m/z m/z .

Poradi e L Identifikace

Rt (s) naméfené  teoretické

1 105 445,2397 - neznama latka
2 652 147,1133 147,1128 lysin [M+H]*
3 604 175,1199 175,1190 arginin [M+H]*
4 667 133,0972 133,0972 ornithin [M+H]*
5 652 84,0812 84,0809 fragment lysinu
6 651 169,0973 169,0947 lysin [M+Na]*
7 603 176,1213 176,1224 izotop argininu [M+H]*
8 651 130,0865 130,0861 fragment lysinu [M+H]*
9 819 196,0790 196,0750 Cys-Gly [M+NHJ]*
10 920 241,0311 241,0311 cystin [M+H]*

U pacientd s deficitem ADSL byl potvrzen jeden z jeho
znamych marker( - sukcinyladenosin (Tab. 18), ktery byl pfitomen
u pacientl ve vyrazné vys$sich hladinach, nez tomu bylo u kontrolnich
vzorkl (Obr. 31). Mezi tfemi nejvice diskriminujicimi znaky byly ty,
které odpovidaly m/z sukcinyladenosinu [M+H]* (m/z 384,1156), dale
jeho izotopu [M+H]* (m/z 385,1175) a jeho fragmentu [M+H]*
(m/z 340,1329). Ve vSech tfech pripadech byl pozorovan stejny
retencni ¢as 1050 s, ktery byl shodny s pfislusnym standardem. SAICAr,
druhy marker této poruchy, nebyl viibec ve vzorcich identifikovan,
moznym divodem miiZe byt jeho nestabilita v iontovém zdroji?.

Vzorky modi od pacientd s MSUD se vyznacuji hlavné
zvySenymi hladinami rdznych organickych kyselin (Tab. 18). Protoze
méreni probihalo v pozitivnim mddu, nebyla jejich analyza dostate¢né
citlivd. Mezi deseti nejvice diskriminujicimi latkami byl vSak potvrzen
fragment leucinu s m/z 86,0954, jehoi retenéni ¢as odpovidal
analyzovanému standardu leucinu. Na krabicovém grafu lze vidét jeho
zvyseni u pacientli s MSUD ve srovnani s kontrolnimi vzorky (Obr. 31).
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Obrazek €. 30: Krabicovy diagram pro nejvice diskriminujici latky ve vzorcich moci

u pacientd s cystinurii.
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sukcinyladenosin [M+H]" fragment leucinu [M+H]"

m/z=384,1156, rt = 1049 s m/z=86,0954, rt =397 s
i 6_ —_
1
54 5_
4 4 :
. _
3_
3| EEE —
II T 2_ T T
kontrolni ADSL kontrolni MSUD
vzorky vzorky

Obrazek €. 31: Krabicovy diagram pro nejvice diskriminujici identifikované latky pro
pacienty s deficitem ADSL a MSUD

V této studii bylo prokazano, Ze Ize pro diagnostiku dédi¢nych
metabolickych poruch uplatnit i necileny metabolomicky pfistup.
Vsechny vzorky od pacient( trpicich rdznymi dédi¢nymi metabolickymi
poruchami se podafilo rozlisit od kontrolnich vzork( uplatnénim
rGznych statistickych néastroji. Na zakladé diskriminacni analyzy byly
dale prokazany znamé markery jednotlivych onemocnéni. Také byl
nalezen novy potencialni marker pro cystinurii - zvyseni Cys-Gly
v moci. Tento ndlez je vsak nutné potvrdit na vétSim souboru dat, to
znamena analyzovat vice vzorkl moci od cystinurik( a zaroven i vzorky
od kontrolnich jedincd.
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4.4 Cilena metabolomicka metoda a jeji aplikace

44.1 Databaze OlMeDa

V rdmci metabolomického projektu byla vytvorena databaze
OlMeDa, ktera integruje data z databaze KEGG
(http://www.kegg.com/), HMDB (http://www.hmdb.ca/) a dalsi
zdroje. Ukazky databaze OlMeDa jsou zobrazeny na Obr. 32-35.
Vytvorend databaze obsahuje obecné informace o kazdém pfislusném
metabolitu, jakou je napt. sumarni vzorec, chemicka struktura, InCHI
kéd a v nékterych pripadech i dostupna publikovana MS spektra. Kazdy
metabolit v databazi je charakterizovan KEGG a HMDB ¢islem. VSechny
standardy metabolitl, které byly dostupné v laboratofi ¢i byly
nasledné dokoupeny a zahrnuty do vyvijené cilené metabolomické
metody, byly oznaceny Cislem ,,STxxx“. Tyto metabolity obsahuji
v databazi dalsi udaje, jako je presné misto uskladnéni standardu ¢i
vlastni namérend hmotnostni spektra.

Databaze OIMeDa byla prQbéiné aktualizovdna o nové
standardy. Pti vybéru nakupovanych standard( se vychazelo z rliznych
studii, kde se zabyvali stanovenim metabolit( v rlznych biologickych
materidlech. Nejdfive se vychazelo ze studie, kterd se zabyvala
analyzou ve vodé rozpustnych metabolitll v extraktech Escherichia coli
pomoci HILIC ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii’®.
Byly vybrany pouze metabolity vztahujici se k lidskému organismu.
Dale byly doplnény metabolity, které byly v jedné studii méreny
v rdmci metabolomického profilovani mo&i, plazem a tkani®. Také se
braly v Uvahu studie, které se zabyvaly konkrétni skupinou latek, napf.
aminokyselinami®* purinovymi a pyrimidinovymi ldtkami'® ¢&i
organickymi kyselinami®>.
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Compound |L-Kynurenine i

D Body Fluids | company | Published Ms| MS_KP |MS_KN |MS_AP |MS_AN|
Blood X
Urine Y
technique LC
sample TUP
Human H

Obrazek €. 34: Ukazka databaze OlMeDa — zobrazeni konkrétniho metabolitu, zalozka
obsahujici informace o biologickych materidlech, ve kterych byly jiz identifikovany,
pfipadné jakou technikou byly analyzovény.

Compound |L-Kynurenine i
Company  published Ms | Ms_kP | Ms_kN | ms_ap [ms_an

Cat, No, K8623-25MG

Name L-Kynurenine

Grade crystalline

price 25,4

Metabolite L-Kynurenine

Mr (g/mol) 208,21

Catalog number K8625-25G

Producer Sigma

Purity

Quantity 25mg

Group P1-C

Obrazek €. 35: Ukazka databaze OlMeDa — zobrazeni konkrétniho metabolitu, zalozka
obsahujici informace o jeho dostupnosti, katalogovém Eisle, mnozstvi ¢i Cistoté daného
standardu, téZ presné umisténi origindini produktu.

86



V soucasné dobé databdze OlMeDa obsahuje celkem 1370
metabolitl. Z tohoto celkového poctu bylo vybrano 447 metabolit(,
jejichz odpovidajici standardy byly zakoupeny, rozpustény,
optimalizovany a zahrnuty do vyvijené cilené metabolické metody.

4.4.2 Optimalizace MS parametri

Nejdfive bylo nutné pro kazidou latku optimalizovat MS
parametry. Smési standard( v alkalické mobilni fazi byly pfimo
davkovany do iontového zdroje MS/MS a méfeny v pozitivhim
a negativnim madu, jak je uvedeno v kapitole 3.4.3. Pti automatické
MS optimalizaci byly zaddny monoizotopové hmotnosti jednotlivych
standardl ve smési. Nejdrive byl pro kazdou hmotu optimalizovan
deklasteracni potencidl, poté byla produkovana hmotnostni spektra,
ktera jiz byla generovana za optimalni hodnoty DP. Z hmotnostniho
spektra bylo automaticky vybirdano pét neintenzivnéjsich fragmentd,
u nichz byla dale optimalizovana hodnota kolizni energie, vstupniho
potencidlu a vystupniho potencidlu kolizni cely. Fragmentacni spektra
byla poté produkovana jiz za optimalnich hodnot vSech parametra.

Na ukdzku je uvedena MS optimalizace kynureninu
v pozitivnim moddu, ktery ma monoizotopovou hmotnost 208. Pfi
optimalizaci byla nejdfive nastavena minimalni hodnota m/z
fragmentu 50 Da, bylo ziskdno hmotnostni spektrum (Obr. 36)
a nasledné fragmentacni spektrum obsahujici pét neintenzivnéjsich
vzniklych fragmentd (Obr. 37), jednalo se konkrétné o fragmenty
s hodnotou m/z 65, 77, 91, 94 a 146. Pro ziskani vétsi specifity tranzice
byla snaha ziskat a optimalizovat vznik fragmentl s vétsi hodnotou
m/z, proto byla provedena znovu MS optimalizace, tentokrate vsak
s nastavenim minimalni hodnoty m/z fragmentu 120. Opét bylo
ziskdano hmotnostni (Obr. 38) a fragmentacni (Obr. 39) spektrum. Pfi
tomto nastaveni byly automaticky vybrany fragmenty s hodnotou m/z
132, 136, 146, 174 a 192. Optimalizace DP je ukdzdna na Obr. 40.
Optimalizace CE pro 6 vybranych fragmentu je zobrazena na Obr. 41.
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Spravnost provedené MS optimalizace byla porovndvana
s dostupnou literaturou’ 7% 885 7iskand hmotnostni spektra byla téZ
porovnavdna se spektry uvedenymi v databazi HMDB a METLIN. Je
opét uvedeno hmotnostni spektrum kynureninu v databazi HMDB
(Obr. 42) a METLIN (Obr. 43). V obou pfipadech byla pozorovana
vétsina fragmentl shodnych s nasimi ziskanymi vysledky. Timto bylo
potvrzeno, ze ziskané fragmenty jsou spravné a Ze je lze pouzit pro
dalsi analyzu. Tento postup byl nasledné aplikovan na vsechny latky
zahrnuté do metody.
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Obrazek €. 36: Hmotnostni spektrum kynureninu v pozitivnim médu ziskané

z automatické MS optimalizace pfi nastaveni rozsahu od m/z 50 Da.
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Obrazek €. 37: Fragmentacni spektrum molekulového iontu kynureninu v pozitivnim
maodu pfi optimalni hodnoté DP a CE (ziskdano z automatické MS optimalizace pfi
nastaveni vybéru 5 nejintenzivnéjsich fragment a minimalni hodnoty m/z fragmentu
50 Da).
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Obrazek €.38: Hmotnostni spektrum kynureninu v pozitivnim mdédu ziskané
z automatické MS optimalizace pfi nastaveni rozsahu od m/z 120 Da.
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Obrazek €. 39: Fragmentacdni spektrum molekulového iontu kynureninu v pozitivnim
maodu pfi optimalni hodnoté DP a CE (ziskdano z automatické MS optimalizace pfi
nastaveni vybéru 5 nejintenzivnéjsich fragment a minimalni hodnoty m/z fragmentu
120 Da).
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Obrazek €. 40: Optimalizace DP pro molekuldrni ion kynureninu v pozitivnim modu.
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Obrazek €. 41: Optimalizace CE pro Sest nejintenzivnéjsich fragmentl kynureninu
v pozitivnim modu.
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Obrazek €. 42: Hmotnostni spektrum kynureninu uvedené v databazi HMDB
(pfi hodnoté CE 25 V v pozitivnim médu).
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Obrazek €. 43: Hmotnostni spektrum kynureninu uvedené v databazi METLIN (pfi
hodnoté CE 10 V v pozitivnim médu).

4.4.3 Optimalizace HPLC podminek

Pro analyzu studovanych latek pomoci HPLC byla
modifikovana jiz d¥ive publikovand metoda’®’2. Bylo optimalizovano
pH mobilnich fazi, podminky gradientové eluce (sloZeni, pratok),
teplota kolony a mnozstvi nasttikovaného vzorku.

Byla zvolena aminopropylova kolona, tj. systém HILIC (polarni
stacionarni faze a polarni mobilni faze), protoze byla snaha analyzovat
i velice polarni latky, véetné nukleotidid. Metoda umoznuje analyzu
Siroké Skaly tfid metabolitl, byly analyzovany rdzné aminokyseliny
a jejich derivaty, oligopeptidy, organické kyseliny, purinové
a pyrimidinové latky, cukry atd.

Jednim z dualezZitych parametrl byl vybér pH mobilni faze A
(20 mmol/l octan amonny), které nejvice ovliviiovalo separaci
nukleotidtrifosfatd. Pfi pH niz$im neZ 9,3 se trifosfaty zadrZzovaly na
koloné velmi silné a nestacila ani doba 30 min pfi 95 % podilu mobilni
faze A k jejich eluci z kolony. Se zvySujicim se pH se jejich retence
snizovala (Obr. 44). Jako optimalni pH bylo zvolena hodnota 9,45.
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Po vybéru pH mobilni faze A byl gradient jesté pozménén a to
s cilem od sebe rozdélit napf. monofosfaty se stejnym MRM
prechodem. Podminky jsou popsany v kapitole 3.4.4.
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Obrazek €. 44: Vliv pH na retencni ¢as dITP

4.4.4  Analyza smési standardi

Smési standardd byly analyzovdny metodou HPLC-MS/MS za
optimalizovanych podminek a bylo zjisténo retencni chovani vsech
studovanych standardl. Nejdfive byly standardy identifikovany vice
MRM prechody ziskanymi z MS/MS optimalizace a poté uZ pouze
jednim vybranym MRM prechodem, ktery se vyznacoval nejvy$sim
pomérem signalu k Sumu a zaroven u néj nebyla pozorovana

interference.
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Na ukdzku je uvedena separace kynureninu, ktery byl nejdfive
identifikovan pomoci Sesti vybranych MRM prechodll (Obr. 45).
Retencni cas této latky cinil 7,9 min. Do findlni metody byla vybrana
tranzice 208,9->93,9, ktera se vyznacovala nejvy$sim podilem signdlu

ku Sumu.

6.0e5 \208.9491.9
208.9-93.9
5.0e5
208.9-5145.
’g; 4.0e5 208.9-135.9
=
£ 3065
o
]
f=
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0.0

70 80 9.0 100
Cas (min)
Obrazek €. 45: LC-MS analyza kynureninu pomoci 6 vybranych MRM prechodt, pro
dalsi analyzu vybran prechod 208,9->93,9 (nejvyssi pomér signal ku Sumu).

94



Metoda celkem zahrnuje sledovani 222 prechodl
v pozitivnim médu a 188 prechodl v negativhim modu (Tab. 21).

Tabulka €. 21: Tabulka upfesiujici poéty metabolitl z jednotlivych skupin latek, které
jsou analyzovany cilenou metabolomickou analyzou.

Pozitivni  Negativni

Skupina méd méd
Aminokyseliny a jejich derivaty 59 19
Oligopeptidy 28 6
Sacharidy a jejich konjugaty 3 33
Organické kyseliny 3 50
Purinové a pyrimidinové baze a ribosidy 21 15
Nukleotidy a jejich derivaty 14 45
Latky z ostatnich skupin 39 20
Acylované karnitiny 55 -

Konkrétni metabolity s jejich vybranym pfechodem (Q1->Q3),
optimalizovanym DP a CE a ddle zjiSténym retecnim ¢asem (RT) jsou
shrnuty v tabulkach dle charakterizujici skupiny, do které jsou fazeny,
a téz podle maddu, ve kterém jsou analyzovany (Tab. 22-29). Hodnota
EP a CXP byla pro kazdy MRM pfechod nastavena na 10 V pro pozitivni
mod a na -10 V pro negativni méd. Optimalizace vybranych skupin
latek byly naplni jedné bakalafské (skupina nukleotid()®® a diplomové
prace (vybér aminokyselin a oligopeptid()®’.

Nékteré MRM prechody predstavuji vice metabolitQ
se stejnou molekulovou hmotnosti, které se z dlvodu podobné
struktury nepodafilo rozliSit na zakladé fragmentace ani retenéniho
Casu (latky wvyznateny modre). Jednda se napf. o cukry
glukosa/fruktosa/galaktosa/manosa 4] citrat/isocitrat nebo
sukcinadt/methylmalonat.

V Tab. 22-29 si Ize vS§imnout, jak se v HILIC systému jednotlivé
latky separuji podle své polarity a polarity mobilni faze. Retence se
snizuje s rostouci polaritou mobilni faze, tedy se zvySujicim se podilem
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vodné mobilni faze A (20mmol/l octan amonny, pH 9,45)
k organickému rozpoustédlu (acetonitril) a naopak se zvysuje
s rostouci polaritou dané latky. Mezi méné poldrni metabolity se
mohou radit napt. dihydrouracil a thymin, které se eluuji z kolony do
3. min (Tab. 30). Naopak nukleotidy se na koloné zadrzuji nejsilngji, kdy
na retenci ma nejvétsi vliv pocet fosfatll v molekule. Monofosfaty se
eluuji pfiblizné v 18. min, difosfaty 21. min a trifosfaty az po 23. min
(Tab. 32a, 32b).

Do metody byly téZz zarazeny syntetizované ribosidy PDNS
(Tab. 30 a 31) (viz kapitola 3.1.1). Metoda umoZiiuje i analyzu
acylovanych karnitin( (Tab. 36a,b). Od vétsiny z nich nebyly dostupné
standardy, proto jejich optimalizované MS parametry a retencni casy
byly zjistovany na zakladé analyzy smési jejich stabilné znacenych
analogl, které se pouZivaji pro kvantifikaci v rdmci novorozeneckého
screeningu (Tab. 7). Charakteristicky fragment pro vSechny acylované
karnitiny mél hodnotu 85 Da. Dale si Ize vS§imnout, Ze jejich retence se
snizovala s prodluzujicim se acylovanym retézcem. Acetylkarnitin (C2)
se eluoval v ¢ase 7,4 min, naopak acylkarnitin s nejdelSim acylovanym
retézcem hexakosandioylkarnitin (C26-DC) se eluoval v ¢ase 5,1 min.

Za uUcelem zlepseni citlivosti jsou analyzy findlné provadény
v ,scheduled MRM“ médu. Kazdy MRM prechod je sledovan
v separacnim okné eluovaného piku metabolitu. Toto nastaveni
umoznuje zvySeni poméru signalu k Sumu, protoZe se maximalizuje ¢as
méreni prislusného prechodu (dwell time). Také je moZno zkratit
celkovy ¢as méreni viech prechodl a tim zlepsit profil piku diky
vyssimu poctu boda.

V metodé je dale nastaveno automatické prepinani pozitivni
a negativni ionizace béhem jedné analyzy, tim dochazi k polovi¢nimu
zkraceni celkové doby analyzy jednoho vzorku a prodlouzeni Zivotnosti
pouzité kolony (viz kapitola 3.4.5.)
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Tabulka €. 22a: Aminokyseliny a jejich derivaty analyzované LC-MS/MS metodou
v pozitivnim médu —s RT do 9,1 min (metabolity oznacené modfe nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE
(min) W (V)
N-acetyltyrosin 1,9 224,0 135,9 26 25
kyselina pikolinova 6,5 123,9 106,0 16 15
betain 7,0 118,0 58,1 161 39
leucin / 7,6 132,0 85,9 46 15
isoleucin /
alloile
pipekolat 7,8 129,9 84,1 51 23
kynurenin 7,9 208,9 93,9 56 21
N,N-dimethylglycin / 8,0 103,9 58,0 63 18
2-aminoisobutanodt
fenylalanin 8,0 165,9 119,9 36 19
homocystein 8,0 135,9 91,0 136 33
valin 8,1 117,9 72,1 56 17
selenomethionin 8,1 197,9 108,8 56 31
hexanoylglycin 8,2 173,9 75,9 51 13
methionin 8,2 149,9 104,0 41 15
tryptofan 8,2 204,9 145,8 41 25
cysteat 8,3 169,9 105,8 96 27
5-aminolevulinat / 8,3 131,9 89,9 61 19
kreatin
prolin 8,5 115,9 69,9 31 21
fenylserin 8,6 181,9 118,0 36 21
benzoylalanin 8,6 193,9 105,0 46 23
guanidinoacetat 8,7 117,9 75,9 51 17
3-aminoisobutanoat 8,8 104,0 86,1 56 11
tiglylglycin / 8,8 157,9 83,0 40 13
3-methylkrotonylglycin
4-hydroxyprolin 8,9 131,9 85,8 41 19
hippurat 8,9 179,8 104,9 36 19
alanin / 8,9 89,9 44,1 51 23
sarkosin
4-guanidinobutanoat 9,0 145,9 86,9 51 21
3-methylhistidin 9,1 169,9 123,9 46 21
tyrosin 9,1 181,9 136,0 46 19
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Tabulka & 22b: Aminokyseliny a jejich derivaty analyzované LC-MS/MS metodou
v pozitivnim médu —s RT od 9,3 min (metabolity oznacené modfe nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE
(min) W (V)
kanavanin 9,3 177,1 76,0 31 21
asparagin 9,3 132,9 74,1 36 21
5-oxoprolin 9,3 129,9 84,0 51 19
5-hydroxytryptofan 9,4 220,9 161,9 46 25
B-alanin 9,4 89,9 71,9 26 13
threonin / 9,4 119,9 73,9 41 15
homoserin
N-acetylornitin 9,6 174,9 114,9 51 17
4-aminobutanoat 9,6 104,0 68,9 56 21
glutamin 9,6 146,9 83,9 66 25
glycin 9,7 75,9 29,9 41 27
6-aminohexanoat 9,7 132,0 79,0 36 23
serin 9,8 105,8 60,0 16 15
histidin 10,0 155,9 110,0 46 19
homoarginin 10,1 188,9 84,0 76 31
N-methylhistidin 10,1 169,9 96,0 41 27
B-alanyl-N-methylhistidin 10,3 240,8 108,8 46 33
S-adenosylhomocystein 10,3 384,9 135,9 56 29
lysin 11,2 146,9 84,0 66 23
ornitin 11,2 132,9 115,6 51 13
homocystin 12,0 268,9 135,9 56 15
cystathionin 12,7 222,9 88,1 51 41
glutamat 14,4 147,8 83,9 41 23
2-aminoadipat 14,5 161,8 98,0 56 21
sacharopin 14,7 276,9 129,9 76 23
cystin 14,8 240,9 151,8 36 19
cystein 15,2 121,9 58,9 156 31
fosfokreatin 17,0 211,7 90,1 26 21
N-acetylaspartat 17,2 175,8 134,0 36 15
O-fosfo-L-serin 18,2 186,0 87,8 31 17
S-adenosyl-L-methionin 19,1 399,0 250,1 26 23
xanthurenat 20,7 205,9 159,9 26 27
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Tabulka €. 23: Aminokyseliny a jejich derivaty analyzované LC-MS/MS metodou
v negativnim mddu (metabolity oznacené modre nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE
(min) (V) W
2-furoylglycin 8,1 168,0 124,2 -45 -14
fenylpropionylglycin 8,2 205,9 73,9 -50 -20
2-methyl-butyrylglycin/ 8,6 157,9 73,9 -35 -18
isovalerylglycin
N-acetylmethionin 9,0 189,9 141,9 -20 -16
isobutyrylglycin / 9,0 143,9 74,0 -15 -16
butyrylglycin
taurin 9,1 123,8 79,9 -45 -28
triiodothyronin 9,1 649,4 126,8 -110 -76
N-acetyl-L-alanin 9,1 130,0 88,1 -5 -16
5-oxoprolin 9,3 128,0 82,0 -60 -18
citrulin 9,4 174,0 131,2 -40 -16
propionylglycin 10,0 129,9 74,0 -30 -16
N,N-dimethylarginin 10,0 200,9 156,2 -10 -16
kynurenat 10,4 187,8 144,0 -45 -20
arginin 11,3 173,0 131,1 -55 -22
aspartat 11,7 132,0 88,1 -35 -16
N-argininosukcinat 15,3 288,9 132,0 -70 -28
suberylglycin 17,0 229,9 74,0 -50 -24
N-acetylglutamat 17,1 187,9 102,0 -45 -24
3-sulfinoalanin 17,9 150,8 89,0 -35 -16

Tabulka €. 24: Oligopeptidy analyzované LC-MS/MS metodou v negativnim mdédu.

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE

(min) W W
Leu-Leu 6,9 243,1 130,2 -60 -24
Gly-aminobutyrova kyselina 10,9 1589 1019 -45 -18
Gly-Met 12,2 204,8 101,9 -35 -26
Cys-Gly 155 177,0 143,0 -150 -12
Asp-Phe 15,8 279,1 164,0 -45 -20
Leu-Gly 17,8 186,8 124,9 -30 -20
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Tabulka €. 25: Oligopeptidy analyzované LC-MS/MS metodou v pozitivhim maédu.

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE

(min) W (V)
Gly-Gly-ethylester 2,2 161,0 104,0 26 15
g-Glu-Cys 6,5 251,0 149,0 61 29
Ala-Phe 8,7 236,99 166,0 46 17
Leu-Tyr 8,9 2950 1820 56 17
Gly-Phe 9,0 2229 119,9 61 29
Ala-Met 9,0 220,9 1498 61 17
Ala-Val 9,2 1839 1179 41 15
Gly-Leu 9,3 1889 1320 45 17
Leu-Gly-Gly 9,4 2459 86,0 51 21
Gly-Val 9,8 1749 118,0 51 17
Gly-Trp 10,1 261,9 188,0 56 25
Ala-Ala 10,3 160,9 89,9 66 15
Ala-Pro 10,3 186,8 104,8 66 23
Gly-Ser 10,7 162,9 84,1 41 25
homokarnosin 10,8 240,8 155,9 41 15
karnosin 10,9 226,9 109,9 86 33
Gly-Ala 11,1 146,9 89,9 56 15
Gly-Tyr 11,2 238,99 136,0 1 27
Ala-Asn 11,3 203,9 133,1 46 17
Ala-Gly-Gly 11,5 203,9 129,0 36 13
Gly-Gly 11,7 132,9 75,9 51 15
Gly-Asp 11,9 189,9 1329 31 19
Gly-Gly-Gly 12,1 189,6 114,8 46 13
Gly-Gly-Gly-Gly 12,2 246,99 115,1 56 25
His-His 13,2 2930 1101 61 37
S-laktoylglutathion 14,9 380,3 233,0 56 23
glutathion 15,9 307,9 1789 41 17
glutathion disulfid 18,8 612,9 484,0 56 27
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Tabulka €. 26: Sacharidové slozky analyzované LC-MS/MS metodou v pozitivhim médu

(metabolity oznacené modre nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Ql Q3 DP CE
(min) (V) (V)

N-acetylglukosamin/ 6,9 221,9 138,1 41 23

N-acetylgalaktosamin/

N-acetylmanosamin

glukosamin 7,8 179,9 84,0 51 19

galaktosamin 7,8 180,0 72,0 21 21

Tabulka €. 27a: Sacharidové slozky analyzované LC-MS/MS metodou v negativhim médu

- s RT do 10 min (metabolity oznacené modre nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Ql Q3 DP CE
(min) (V) (V)
erythritol 2,1 121,0 59,1 -15 -14
1,6-anhydro-B-D-glukosa 3,8 161,0 1011 -25 -10
xylulosa 4,7 1489 71,0 -5 -24
ribosa 5,3 148,8 88,9 -30 -14
glukono-1,5-laktone | 54 176,9 129,0 -10 -12
xylosa 59 149,9 89,9 -15 -8
fukosa 59 162,8 59,1 -28 -20
ribitol/arabitol 6,5 1509 71,0 -38 -24
glukosa / 7,1 1789 88,9 -40 -12
fruktosa/
galaktosa /
manosa
galaktitol 7,3 180,8 100,8 -35 -16
manitol 7,4 1809 89,1 -35 -18
laktosa / 8,8 340,9 161,0 -55 -12
maltosa
melibiosa / 9,0 340,9 179,0 -100 -18
sacharosa
melezitosa 9,3 502,9 323,0 -160 -30
rafinosa 9,5 5028 179,0 -160 -30
maltotriosa 9,9 502,9 341,0 -100 -12
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Tabulka €. 27b: Sacharidové slozky analyzované LC-MS/MS metodou v negativnim médu
- s RT od 10 min (metabolity oznacené modre nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE
(min) W W
stachyosa 10,3 664,8 383,0 -185 -44
glycerat 11,2 104,99 58,8 -5 -18
threonat 11,3 135,0 75,1 -40 -18
kyselina sialova 13,2 309,0 87,0 -125 -20
glukonat 13,4 194,8 129,0 -40 -18
glukono-1,5-laktone Il 13,5 176,9 129,1 -10 -12
glukuronat 14,3 192,8 113,0 -50 -16
ribosa-5-P / 17,4 2288 96,8 -45 -20
xylulosa-5-P
erytrosa-4-P 17,5 198,9 96,8 -20 -14
sorbitol-6-P 17,5 260,8 78,8 -40 -66
glukosa-1-P/ 17,6  258,8 78,9 -40 -58
galaktosa-1-P
N-acetylglukosamin-6-P 17,6 299,8 78,8 -55 -74
glycerol-3-P 17,7 170,9 78,9 -35 -34
glukosamin-6-P 17,7 257,8 78,9 -40 -72
glukosa-6-P / 18,7 2589 96,8 -30 -22
fruktosa-6-P
3-fosfoglycerat 20,5 184,8 78,9 -20 -50
deoxyribosa-5-P 21,3 212,8 97,0 -35 -20

Tabulka €.28: Organické kyseliny analyzované LC-MS/MS metodou v pozitivnim mddu.

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE

(min) (V) W
1-aminocyklopropan-1-karboxylat 10,0 101,9 56,0 31 17
3-ureidopropionat 12,8 132,9 72,0 41 17
4-hydroxycyklohexylacetat 14,1 1589 98,8 81 17
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Tabulka €.29a: Organické kyseliny analyzované LC-MS/MS metodou v negativhim médu
—s RT do 11 min (metabolity ozna¢ené modfe nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Ql Q3 DP CE
(min) v) (V)
palmitat 6,5 255,1 45,1 -145  -54
3-methyl-2-oxobutanoat 6,5 114,9 71,1 -20 -12
3-fenylpropanoat 6,8 149,0 1051 -50 -14
fenyllaktat 6,9 165,0 101,1 -30 -38
fenylacetat 7,3 135,0 91,1 -35 -12
2-hydroxyisokapronat 7,4 130,8 84,7 -5 -16
salicylat / 7,4 136,9 92,9 -35 -22
4-hydroxybenzodt
2-hydroxyfenylacetat 7,5 150,8 106,9 -5 -18
3-indolpropionat 7,7 187,8 116,2 -65 -18
indollaktat 7,8 203,6 128,1 40  -30
askorbat 7,8 174,9 1149 -15 -16
3-(3-hydroxyfenyl)propanoat 8,3 165,0 106,1 -15 -30
levulindt 8,4 115,0 71,1 40  -14
2-hydroxyisovalerat 8,4 116,9 71,1 -55 -16
indol-3-acetat 8,6 173,9 1301 -10  -16
benzoat 8,7 120,9 76,9 -15 -16
2-hydroxyisobutanoat / 9,0 102,9 57,0 -35 -16
2-hydroxybutanoat
glyoxylat 9,1 72,9 55,2 -45 -22
sukcinylaceton 9,1 156,9 99,0 -25 -14
2,3-dihydroxybenzoat / 9,2 152,9 108,0 -37 -32
2,5-dihydroxybenzoat
kyselina tropova 10,0 164,9 102,9 -20 -14
2-oxobutanoat / 10,2 100,8 57,0 -30 -12

acetoacetat /
sukcinat semialdehyd

laktat 10,4 88,9 43,0 -30 -16
oxalat 10,5 88,9 70,9 -45 -14
2-oxoglutarat 10,5 144,9 101,0 -30 -10
porfobilinogen 10,6 224,8 98,9 -30 -20
pantothenat 10,9 217,9 88,0 -75 -20
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Tabulka €. 29b: Organické kyseliny analyzované LC-MS/MS metodou v negativhim médu
—RT od 11 min (metabolity oznacené modre nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Ql Q3 DP CE
(min) v) (v)
homovanilat 11,5 180,8 122,1 -40 -20
vanilmandelat 11,6 196,8 138,0 -45 -18
2-oxoadipat 11,7 158,9 58,9 -40 -18
4-hydroxybutanodt 11,8 102,9 56,9 -30 -18
chinat 12,4 191,0 93,1 -105 -30
pyruvat 14,8 86,925 43,1 -45 -12
sebakat 17,0 200,9 139,0 -65 -26
5-hydroxyindolacetat 17,1 189,8 144,0 -45 -30
suberat 17,2 172,9 111,0 -35 -20
2-hydroxyglutarat 17,3 146,9 128,9 -25 -16
oxaloacetat / 17,3 130,8 86,8 -37 -16
glutarat
glutakonat / 17,3 128,9 85,0 -36 -12
ketoleucin /

mevalonolakton/
3-methyl-2-oxopentanoat

malat 17,5 1329 71,1 -35 -20
hydroxypyruvat 17,5 102,8 59,0 -35 -12
ethylmalonat 17,6 130,8 86,8 -37 -16
fumarat / 17,6 114,9 71,0 -38 -13
kapronat

sukcinat / 17,6 116,8 73,0 -35 -14
methylmalonat

malonat / 17,7 102,9 59,0 -30 -14
3-hydroxybutanoat

3-merkaptolaktat 18,3 120,9 77,0 -10 -16
tartarat 18,7 148,9 87,0 -40 -18
akonitat 20,6 172,9 84,9 -35 -18
citrat / 20,7 190,8 110,9 -40 -18
isocitrat

fosfoenolpyruvat 20,8 166,8 78,9 -35 -24
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Tabulka € 30: Purinové a pyrimidinové slozky analyzované LC-M/MS metodou
v pozitivnim médu.

Metabolit RT Ql Q3 DP CE

(min) (V) (V)
dihydrouracil 2,3 114,9 72,9 91 17
thymin 2,8 126,9 109,9 96 23
thymidin 3,7 2429 126,8 61 17
deoxyuridin 44 2289 113,0 91 23
5'-methylthioadenosin 45 297,9 135,9 51 27
deoxyadenosin 5,0 251,9 118,9 26 59
adenosin 5,9 267,9 118,9 41 67
Alr 6,1 216,2 84,0 46 19
cytosin 6,2 1119 94,8 96 27
adenin 6,5 135,9 118,9 171 31
AICAr 6,7 259,1 110,0 61 31
cytidin 7,0 2440 1119 31 27
FAICAr 7,1 287,1 1380 56 31
guanin 7,7 1520 81,9 76 37
deoxyinosin 8,1 252,9 136,9 51 19
hypoxanthin 8,4 136,9 109,9 136 29
guanosin 8,5 284,0 151,9 51 27
inosin 9,1 2689 136,9 81 21
dihydrothymin 10,1 128,8 62,0 111 37
xanthosin 14,7 284,9 152,9 96 15
CAlr 16,7 260,2 128,1 36 17
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Tabulka € 31: Purinové a pyrimidinové baze a ribosidy analyzované LC-MS/MS metodou
v negativnim médu.

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE

(min) W (V)
uracil 3,4 110,952 42,1 -35 -22
5-hydroxymethyluracil 5,5 140,9 80,0 -80 -24
7-methylguanin 5,8 164,0 106,1 -5 -32
uridin 5,8 242,8 110,0 -95 -22
adenosin 5,9 265,99 133,7 -60 -10
FGAr 6,0 233,0 1431 -30 -14
alantoin 6,3 156,9 114,1 -30 -16
pseudouridin 7,7 242,8 153,0 -35 -20
deoxyguanosin 7,7 265,8 150,0 -20 -28
1-methylxanthin 7,9 164,9 108,0 -60 -26
kyselina mocova 10,0 166,9 59,9 -30 -46
kyselina orotova 11,6 154,9 110,9 -15 -16
xanthin 11,7 150,9 108,0 -55 -24
SAdo 17,9 381,8 134,0 -65 -46
SAICAr 18,6 373,2 2411 -45 -24

Tabulka €.32a: Nukleotidy a jejich derivaty analyzované LC-MS/MS metodou
v negativnim médu — s RT do 18,2 min (metabolity oznacené modre nelze od sebe

rozlisit).
Metabolit RT Ql Q3 DP CE
(min) (V) (V)
2',3"-cyklické CMP 13,6 303,8 109,9 -50 -22
NAD* 14,3  662,7 5409 -55 -20
CDP-cholin 14,3  486,8 4279  -155 -20
UDP-N-acetyl-D-glukosamin 17,5 605,7 384,9 -85 -38
NADH 17,7 663,7 397,0 -35 -44
UDP-D-galaktosa / 17,8 564,7 3229 -75 -34
UDP-glukosa
dTMP 179 320,8 194,9 -35 -24
dCMP 18,0 3058 1949 -55 24
CmP 18,0 321,8 96,8 -55 -28
FMN 18,1 454,9 139,0 -75 -26
dump 18,2 3068 195,0 -50 -22
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Tabulka €. 32b: Nukleotidy a jejich derivaty analyzované LC-MS/MS metodou
v negativhim mdédu —s RT od 18,2 min.

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE

(min) W W
UMP 18,4 322,8 210,9 -65 -22
dAMP 18,4 329,8 134,0 -65 -32
AMP 18,4 345,8 133,9 -90 -46
adenylylsulfat 18,6 425,8 346,0 -50 -26
GDP-L-fukosa 18,9 587,7 441,9 95 34
GDP-manosa 19,0 603,7 423,9 -35 -42
dGMP 19,6 345,8 150,0 -35 -34
ADP-ribosa 19,6 557,7 346,0 -45 -36
GMP 19,7 361,8 211,0 -45 -26
IMP 20,2 346,8 96,9 -60 -28
NADP* 20,6 742,7 620,9 -70 -24
UDP-glukuronat 20,8 578,7 402,9 -70 -34
CcDP 20,8 401,8 158,9 -60 -32
dCDP 20,8 385,8 158,9 -30 -30
dTDP 21,0 400,8 158,8 -60 -34
uDP 21,2 402,9 158,8 -70 -34
ADP 21,4 425,8 133,9 -95 -32
dADP 21,4 409,8 158,8 -30 -32
SAMP 21,6 461,8 96,8 -55 -30
NADPH 22,4 743,7 4259 -30 -42
dGDP 22,4 425,8 158,9 -70 -32
GDP 22,6 441,8 158,8 -95 -36
IDP 22,8 426,8 134,9 -75 -32
uTpP 23,0 482,7 158,7 -80 -48
dCTP 23,2 465,7 158,9 -65 -36
CTP 23,3 481,7 158,9 -70 -44
dTTP 23,5 480,7 158,8 -70 -46
duTp 24,0 466,7 158,9 -55 -36
ATP 24,0 505,7 158,8 -75 -40
dATP 25,0 489,7 158,7 -60 -36
GTP 27,0 521,6 158,8 -90 -50
diTP 27,0 490,7 158,8 -65 -40
ITP 28,0 506,7 158,7 -60 -48
dGTP 28,0 505,7 158,9 -70 -38

107



Tabulka €. 33: Nukleotidy a jejich derivaty analyzované LC-M/MS metodou v pozitivhim

médu.

Metabolit RT Q1 Q3 DP CE

(min) W W
nikotinamid mononukleotid 14,8 334,9 123,0 36 23
CMP-N-acetylneuraminat 17,2 615,1 3239 56 19
FAD 17,9 7858 3479 1 31
dcmp 18,0 3079 1120 56 19
CmP 180 3238 1119 46 21
AICAR 18,3 339,00 109,9 131 45
dAMP 18,4 3319 1359 41 23
AMP 18,4 3480 1359 116 27
dGMP 19,5 348,1 80,9 1 31
GMP 19,7 363,8 1519 36 25
IMP 20,2 349,0 136,9 31 19
SAMP 21,7 464,1 251,9 71 31
CoA 22,2 767,6 261,0 56 39
SAICAR 22,3 4550 243,0 86 25

Tabulka €. 34a: Latky z ostatnich skupin analyzované LC-MS/MS metodou v pozitivhim
médu —s RT do 5 min.

Metabolit RT Ql Q3 DP CE

(min) (V) (V)
ubichinon 1,6 2509 2189 76 19
vitamin K 1,7 172,6 105,0 191 27
vitamin D2 1,7 397,2 91,1 66 85
11-deoxykortikosteron 1,8 331,1 109,0 111 25
topiramarat 1,8 340,1 263,9 136 13
cholesterol 1,9 387,1 105,0 146 21
2-aminofenol 2,1 109,9 65,1 71 29
6-hydroxymelatonin 2,1 248,9 189,9 51 23
benzylamin 2,2 108,0 65,1 36 37
nikotinamid 2,4 122,9 79,9 1 27
N-acetylserotonin 2,5 218,9 159,9 101 21
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Tabulka €. 34b: Latky z ostatnich skupin analyzované LC-MS/MS metodou v pozitivhim
modu —s RT od 5 min (metabolity ozna¢ené modfe nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Ql Q3 DP CE
(min) (V) (V)
3-methoxytyramin 51 167,9 119,0 41 25
kreatinin 52 1139 86,0 46 15
normetanephrin 58 183,9 134,0 51 27
riboflavin 58 376,9 243,0 11 33
4-pyridoxat 6,3 184,0 1482 56 29
pyridoxin 6,7 169,9 1339 121 29
spermin 6,7 203,9 138,0 66 17
metanephrin 6,7 197,9 165,0 36 25
serotonin 6,9 176,9 114,9 36 39
thiamin 7,1 2659 123,0 36 25
pyridoxal 7,6 1679 93,9 31 31
trigonelin 7,6 138,0 92,1 1 29
taurocholat 8,3 516,0 337,1 186 33
N-acetylputrescin 8,4 131,0 71,9 76 21
karnitin 8,6 1619 1029 56 23
protoporfyrin 8,7 563,0 445,2 231 67
N-methylhistamin 8,8 125,9 109,0 56 19
7,8-dihydroneopterin 9,1 256,0 164,9 21 31
cholin 10,0 104,3 60,0 36 23
biotin 11,1 244,7 227,0 61 21
p-benzenediol / 14,3 110,9 83,0 126 14
pyrokatechol
adrenalin 14,8 183,9 100,8 61 23
biliverdin 17,1 583,1 297,1 116 45
bilirubin 17,2 5851 299,2 26 39
5-methyltetrahydrofolat 18,8 460,0 313,0 56 27
5-formyltetrahydrofolat 19,0 473,9 299,0 61 45
dihydrofolat 21,3 444,00 1779 61 19
acetyl-CoA 22,1 809,7 303,0 36 41
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Tabulka €. 35: Latky z ostatnich skupin analyzované LC-MS/MS metodou v negativnim
modu (metabolity oznaené modfe nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT Ql Q3 DP CE
(min) W W
4-hydroxybenzaldehyd 4,9 120,8 92,0 -15 -32
indoxylsulfat 58 212,0 81,0 -25 -20
vitamin D3 6,4 3832 83,1 -55 -28
tetrahydrobiopterin 7,6 239,8 179,99 -20 -10
prostaglandin E2 7,8 350,9 2709 -60 -22
ofloxacin 7,9 3601 2752 -140 -26
choldt 7,9 407,2 2893 -170 -54
myo-inositol 8,4 1789 1249 -85 -20
antranilat 9,0 1359 92,0 -25 -20
7,8-dihydroneopterin 9,0 253,9 194,0 -40 -14
sfingosin 1-fosfat 10,2 377,9 78,6 -90 -90
nikotindt 10,5 1219 77,9 -30 -18
Sikimat 13,3 173,0 93,0 -45 -22
ethanolaminfosfat 16,5 139,8 78,9 -20 -16
acetylfosfat 16,6 138,9 79,1 -20 -22
fenylacetaldehyd / 17,7 118,99 95,8 -80 -29
merkaptopyruvat
thiamindifosfat 17,8 423,8 3029 -65 -20
pyridoxaminfosfat 18,2 246,8 229,9 -35 -14
glyceronfosfat 18,3 168,9 79,0 -5 -34
pyridoxalfosfat 18,4 245,8 96,8 -40 -20
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Tabulka €. 36a: Acylované karnitiny analyzované LC-MS/MS metodou v pozitivnim médu
—sRT do 5,4 min.

Metabolit RT (min) Q1 Q3 DP CE

(V) (V)
C26-DC 51 5709 85,0 112 69
C26 51 540,9 85,0 112 69
C26-1 51 538,9 85,0 112 69
C26-2 51 536,9 85,0 112 69
C22-DC 51 514,7 85,0 106 65
C20-DC 51 486,7 85,0 103 62
C22 51 484,7 85,0 106 65
C22-1 51 482,7 85,0 106 65
C22-2 51 480,7 85,0 106 65
C22-5 5,1 4747 85,0 106 65
C20 51 456,7 85,0 100 60
C20-1 5,1 4547 85,0 102 60
C20-2 51 452,7 85,0 102 60
C18-10H 51 442.,4 85,1 92 57
C18 51 428,4 85,1 96 63
C18-1 51 426,4 85,1 89 55
c18-2 51 4243 85,1 89 54
C18-3 51 422,6 85,0 98 57
c18-4 5,1 4206 85,0 98 57
C16-OH 52 4163 85,1 87 53
C16-10H 5,2 414,3 85,1 87 53
C16:2-OH 5,2 412,3 85,1 86 53
Cl6 5,2 400,3 85,1 84 51
Cle6-1 5,2 398,3 85,1 84 51
Cl6:2 5,2 396,3 85,1 83 51
C14-10H 52 3863 85,1 81 50
C14-20H 52 3843 85,1 81 49
C12-DC 52 3743 85,1 86 45
Cl4 5,2 372,3 85,1 86 45
C14-1 5,2 370,3 85,1 78 47
C14-2 5,2 368,3 85,1 78 47
C12 53 344,3 85,1 73 44
c12:1 53 3423 85,1 73 44
c10 54 3162 85,1 56 37
c10-1 54 3142 85,1 68 40
C10-2 54 3122 85,1 67 40
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Tabulka €. 36b: Acylované karnitiny analyzované LC-MS/MS metodou v pozitivnim médu
—sRT od 5,5 min (metabolity oznacené modre nelze od sebe rozlisit).

Metabolit RT (min) Ql Q3 DP CE

(V) (V)
C7-DC 5,5 304,2 85,1 66 39
c9 5,5 302,2 85,1 66 39
C6-DC, C7-OH 55 2902 85,1 63 37
c8 5,6 288,2 85,1 66 33
Cc8-1 5,6 286,2 85,1 63 37
C5DC 5,9 276,2 85,1 61 35
C5:1-DC 5,9 274,1 85,1 60 35
C4-DC,C5-OH 5,9 262,2 85,1 58 33
Cc6 5,9 260,2 85,1 56 27
Ccé6:1 5,9 258,2 85,1 57 33
C3-DC,C4-OH 6,1 2481 85,1 55 32
Cc5 6,1 246,2 85,1 46 29
C5-1 6,1 2442 85,1 55 31
C3-OH 6,8 234,1 85,1 53 30
Cc4 6,4 232,2 85,1 46 29
C4:1 6,4 230,1 85,1 52 29
c3 6,8 218,1 85,1 46 29
C3:1 6,8 216,1 85,1 49 27
c2 74 2041 85,1 41 27
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4.4.5 Metabolitové profilovani biologickych materiali

Dosud bylo provedeno nékolik experimentu, které vyuzivaly
vyvinutou cilenou metabolomickou metodu pomoci HPLC-MS/MS.
Vsechny tyto studie se fidily pokyny standardniho operacniho postupu
a byly néplini jedné bakalarské®® a ¢ty¥ diplomovych praci®®-2,

Pti analyze leukocytl byl naptiklad sledovan vlivimatinibu na
jejich metabolismus u pacientt s chronickou myeloidni leukemii®®,
v extraktech leukocytd bylo celkem identifikovdano 87 studovanych
latek (Obr. 46).

Dale byly analyzovadny kondenzaty dechu za uc¢elem porovnat
metabolomické profily od pacientll s cystickou fibrézou, astmatem
a astmatik( |é¢enych glukokortikosteroidy viéi zdravym jedincm®.
Celkem bylo v kondenzitech dechu identifikovdno 42 metabolitl
(Obr. 47).

Pomoci cilené metabolomické metody byl také zkouman vliv
latek s potencidlnim protirakovinnym ucinkem na metabolismus
rakovinnych bunék (T lymfoblastickd leukemie, linie CCRF-CEM)°?.
V tomto typu bunék bylo celkem prokazano 179 metabolit (Obr. 48).

Také byly analyzovany vzorky moci novorozenct s perinatalni
asfyxii za ucelem sledovani metabolickych zmén v pribéhu nékolika
hodin po porodu®. Celkem bylo ve vzorcich mo¢i identifikovdno
124 metabolitt (Obr. 49).

Vyvinutd metoda byla téZz uplatnéna pfi analyze vzorkd
plazem od mysi, u kterych byl knockoutovan gen CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) zpUsobujici cystickou
fibrézu®2. Celkem bylo nalezeno ve vzorcich mysich plazem 124 latek.
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Obrazek €. 47: Ukazka analyzy kondenzatu dechu v pozitivnim médu
(pfevzato z Karlikova® a upraveno).
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Obrazek €. 48: Ukazka analyzy extraktd CEM bunék v pozitivnim médu
(pFevzato z Halifova®* a upraveno).
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Obrazek €. 49: Ukazka analyzy moce v pozitivnim mddu (prevzato
z Galoczov4®® a upraveno).
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5 SOUHRN

Metabolomika je nové se rozvijejici védni disciplina, ktera
studuje komplexni profil nizkomolekularnich metabolitl pfitomnych
v biologickém vzorku v definovaném c¢ase. Nasla své uplatnéni
v mnoha oborech a stava se dllezitym nastrojem i v klinickém vyzkumu
a diagnostice lidskych onemocnéni. Pro metabolomické experimenty
zaloZzené na méreni hmotnostni spektrometrii Ize pouzit dva hlavni
pfistupy, tzv. cileny a necileny. Cileny pfistup vyuzivda predem
definovanych metabolitl, které jsou analyzovany charakteristickymi
prechody v tandemovém hmotnostnim spektrometru. Necileny
pfistup pouZiva data z analyzator(l zaloZzenych na méreni pfesné hmoty
a retencniho Casu, pficemz analyzované latky jsou a priori neznadmé.
Metabolomickda data jsou matematicky upravena a statisticky
zpracovana predevsim za pouziti vicerozmérnych statistickych analyz.

Cilem této prace bylo uplatnit metabolomické pfristupy pro
diagnostiku dédi¢nych metabolickych poruch za poutziti kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie, to znamenalo nalézt
zmény v hladindch metabolitl, které nejlépe odlisuji pacienty
od zdravych jedinc(.

Byla vyvinuta metoda pomoci HPLC-MS/MS pro kvantitativni
analyzu ribosid druhé ¢asti purinové de novo syntézy, kterd umoziiuje
diagnostiku znadmych ¢i dosud nepopsanych poruch. Metoda byla
aplikovédna na vzorky modi, likvori a mozkovych tkani od pacient(
s deficitem adenylosukcinatlyasy.

V dalsi studii se podafilo Uspésné uplatnit cileny
metabolomicky pfistup v diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch
metodou pfimého nastfiku vzork(l plazem ve spojeni s MS/MS.
Podafilo se rozlisit 34 pacient od 50 kontrolnich vzorkd na zakladé
nesupervizovaného statistického zpracovani dat.

Necileny metabolomicky pfistup byl testovan na vzorcich suché
krevni kapky a moci technikou HPLC-TOF-MS. Bylo prokazano, Ze tento
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pristup lze uplatnit pro diagnostiku dédi¢nych metabolickych poruch.
Vzorky od pacientd se podafilo rozlisSit od kontrolnich vzorkd
uplatnénim rlznych statistickych nastroji. Na zakladé diskriminacéni
analyzy byly prokazany znamé i potencialné nové markery jednotlivych
onemocnéni.

V ramci dalSiho projektu byla vyvijena cilend metabolomicka
metoda pomoci HPLC-MS/MS, kterd umoZfiuje analyzu celkem
410 metabolitl v pozitivnim a negativnim moddu. Metoda byla
uplatnéna pro analyzy modi, sér, kondenzatl dechu, extraktl
leukocytli a CEM bunék.
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6 SUMMARY

Metabolomics is a new developing science which studies
complex profile of low-molecular weight metabolites present
in a biological sample in defined time. It has applied in many fields and
it has become an important tool in clinical research and in diagnosis of
human diseases. Two main approaches (targeted and untargeted) can
be used for metabolomic experiments based on measurements by
mass  spectrometry. Targeted approach is based on
predefined metabolites, which are analyzed by characteristic
transitions in tandem mass spectrometry. Untargeted approach uses
data from analyzers based on exact mass and retention time
measurement whereas analyzed compound are a priori unknown.
Metabolomic data are mathematically and statistically processed
mainly using multivariate statistical analyses.

The aim of this study was to apply metabolomic approaches
for the diagnosis of inherited metabolic disorders using liquid
chromatography and mass spectrometry. It meant to find changes
in the levels of metabolites that best distinguish patients from healthy
individuals.

A method using HPLC-MS/MS for the quantitative analysis
of ribosides in the second part of purine de novo synthesis was
developed. It enables the diagnosis of known or thus far unidentified
disorders. The method was applied to urine, cerebrospinal fluid and
brain tissue samples from patients with adenylosuccinate lyase
deficiency.

In another study a targeted metabolomic approach was
successfully applied in the diagnosis of inherited metabolic disorders
using flow injection analysis of plasma samples coupled with MS/MS.
All 34 patient samples were distinguished from 50 control samples
based on unsupervised statistical data processing.
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Untargeted metabolomic approach was tested on dried blood
spots and urine samples by HPLC-TOF-MS technique. It was
demonstrated that this approach can be applied for the diagnosis
of inherited metabolic disorders. Patient samples were distinguished
from control samples using various statistical tools. Known markers of
diseases were confirmed and also new potential suggested based on
discriminant analysis

The next project was focused on development of targeted
metabolomic HPLC-MS/MS method that allows analysis of a total of
410 metabolites in positive and negative mode. The method was
applied in the analysis of urine, serum, breath condensates, extracts
of leukocytes and CEM cells.
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7 PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

13C-Ado
ADP
ADSL
AICAr
AICAR
Alr

Ala

AMP
APCI

APPI

Arg

Asn

Asp

ATIC
ATP

co

C10
C10-1 (C10:1)
C10-2
C12
Cl2:1
C12-DC
C14
C14-1
C14-10H
C14-2
C14-20H
C16

[1°-13C]adenosin

adenosin-5"-difosfat

adenylosukcindtlyasa
5-aminoimidazol-4-karboxamidribosid
5-aminoimidazol-4-karboxamidribotid
5-aminoimidazolribosid

alanin

adenosin-5"-monofosfat
atmospheric-pressure chemical ionization;
chemickd ionizace za atmosférického tlaku
atmospheric pressure photoionization,
fotoionizace za atmosférického tlaku
arginin/argininemie

asparagin

aspartat
AICAR-transformylasa/IMP-cyklohydrolasa
adenosin-5"-trifosfat

karnitin

dekanoylkarnitin

decenoylkarnitin

dekadienylkarnitin

dodekanoylkarnitin

dodecenoylkarnitin

dodekandioylkarnitin
tetradekanoylkarnitin
tetradecenoylkarnitin
hydroxytetradecenoylkarnitin
tetradekadienylkarnitin
hydroxytetradekadienylkarnitin
hexadekanoylkarnitin (palmitoylkarnitin)
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Cle6:2
C16:2-OH
Cle-1
C16-10H
Cl6-OH
C18
C18-1(C18:1)
C18-10H
C18-2
Cc18-3
C18-4

Cc2

Cc20
C20-1
C20-2
C20-DC
C22
C22-1
C22-2
C22-5
C22-DC
C26
C26-1
C26-DC
c3

C3:1
C3-DC/C4-0OH
C3-DC-M
C3-OH
ca

Ca:1
C4-DC

hexadekadienylkarnitin
hydroxyhexadekadienykarnitin
hexadecenoylkarnitin
hydroxyhexadecenoylkarnitin
hydroxyhexadekanoylkarnitin
oktadekanoylkarnitin
oktadecenoylkarnitin
hydroxyoktadecenoylkarnitin
oktadekadienylkarnitin
oktadekatrienylkarnitin
oktadekatetraenylkarnitin
acetylkarnitin
eikosanoylkarnitin
eikosenoylkarnitin
eikosadienylkarnitin
eikosandioylkarnitin
dokosadekanoylkarnitin
dokosadecenylkarnitin
dokosadienylkarnitin
dokosapentaenylkarnitin
dokosadekandioylkarnitin
hexakosanoylkarnitin
hexakosenoylkarnitin
hexakosandioylkarnitin
propionylkarnitin
propeonylkarnitin

malonylkarnitin/hydroxybutyrylkarnitin

methylmalonylkarnitin
hydroxypropionylkarnitin
butyrylkarnitin
butenylkarnitin
sukcinylkarnitin
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C5
C5:1-DC
C5-1
C5-DC
C5-M-DC
C5-OH
C6

c6:1
C6-DC/C7-OH
C7-DC
C8

C8-1

9

CA

CAlr
CDP

CE

Cit

CoA

CLR
CMP
CSF

CoA
CPS
CPTII
CTP

Cys

CYS

CXP

DA
dADP

valerylkarnitin

glutakonylkarnitin

tiglylkarnitin

glutarylkarnitin
methylglutarylkarnitin
hydroxyvalerylkarnitin
hexanoylkarnitin

hexenoylkarnitin

hexandioylkarnitin (adipoyl; methylglutaryl)
pimelylkarnitin (heptandioylkarnitin)
oktanoylkarnitin

oktenoylkarnitin

nonanoylkarnitin

cluster analysis; klastrova analyza
aminoimidazolkarboxyribosid
cytidin-5"-difosfat

collision energy; kolizni energie
citrulin

koenzym A

»centred logratio” transformace
cytidin-5"-monofosfat
cerebrospindlni tekutina

koenzym A

deficit karbamoylfosfatsynthetasy
deficit karnitinpalmitoyltransferasy typu Il
cytidin-5"-trifosfat

cystein

cystinurie

collision cell exit potential,

vystupni potencidl kolizni cely
discriminant analysis; diskriminacni analyza
2’-deoxyadenosin-5’-difosfat
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dAMP
dATP
DBS
dcbp
dCMmP
dCTpP

dekomp.

dGDP
dGMP
dGTP
DMO
DMP
DNA
diTpP
DP
dTDP
dTMP
dTTP
duMP
duTpP
EP

ESI
FAD
FAICAr
FGAr
FMN
FT-ICR

GAl
GALT
GC
GDP

2’-deoxyadenosin-5"-monofosfat
2’-deoxyadenosin-5"-trifosfat

dry blood spots; suché kapky krve
2’-deoxycytidin-5"-difosfat
2’-deoxycytidin-5-monofosfat
2’-deoxycytidin-5"-trifosfat

dekompenzace

2’-deoxyguanosin-5"-difosfat
2’-deoxyguanosin-5"-monofosfat
2’-deoxyguanosin-5’-trifosfat

détskd mozkova obrna

dédi¢na(é) metabolicka(é) porucha(y)
deoxyribonukleova kyselina
2’-deoxyinosin-5’-trifosfat

declustering potential, deklasteracni potencial
2’-deoxythymidin-5"-difosfat
2’-deoxythymidin-5"-monofosfat
2’-deoxythymidin-5"-trifosfat
2’-deoxyuridin-5"-monofosfat
2’-deoxyuridin-5"-trifosfat

entrance potential; vstupni potencial
electrospray ionization; ionizace elektrosprejem
flavinadenindinukleotid
5-formaminoimidazol-4-karboxamidribosid
formylglycinamidribosid

flavinmononukleotid

Fourier transform ion cyclotron resonance;
iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
glutarova acidurie typu |

galaktosemie

gas chromatography; plynova chromatografie
guanosin-5-difosfat
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Gln glutamin

Glu glutamat

Gly glycin

GMP guanosin-5"-monofosfat

GTP guanosin-5"-trifosfat

Hcys homocystein

HCYS homocystinurie

HILIC hydrophilic interaction liquid chromatography,
hydrofilni interakéni chromatografie

His histidin

HMDB The Human Metabolome Database

HMG 3-hydroxy-3-methylglutarova acidurie

HPA hyperfenylalaninemie

HPLC high performance liquid chromatography;
vysokoucinna kapalinova chromatografie

HRL horni referenéni limit

HSM hepatosplenomegalie

IDP inosin-5"-difosfat

lle isoleucin

IMP inosin-5"-monofosfat

InCHI IUPAC International Chemical Identifier,
Mezinarodni chemicky identifikator IUPAC

inf. infantilni

ITP inosin-5"-trifosfat

IVA isovalerova acidurie

IT ion trap; iontova past

k. kyselina

KEGG »Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”

Klas. klasicky

kreat. kreatinin

LC liquid chromatography; kapalinova chromatografie

Leu leucin
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LOD limit detekce

LOESS locally estimated scatterplot smoothing
Lys lysin
M muz
MCAD deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se
stredné dlouhym fetézcem
Met methionin
MFA mobilni faze A
MK mastné kyseliny
MMA methylmalonova acidurie
mma methylmalonat
MR mentalni retardace
MRM multiple reaction monitoring;
sledovani produktu rozpadu molekuldrniho iontu
MS mass spectrometry; hmotnostni spektrometrie
MS/MS tandem mass spectrometry;
tandemova hmotnostni spektrometrie
MSUD nemoc javorového sirupu (leucinosa)
m/z pomér hmotnosti a ndboje
NAD* nikotinamidadenindinukleotid (oxidovany)
NADH nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
NADP* nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxid.)
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (red.)
neresp. neresponzivni
nezn. nezndmo
NKH neketotickd hyperglycinemie
NMR nuclear magnetic resonance;
nukledrni magnetickd rezonance
nov. novorozenecka
OlMeDa Olomouckd metabolomicka databdaze
OMIM Online mendelian inheritance in man
opak. opakovany
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OPLS ortogondlni-PLS

Orn ornithin
oTC ornithintranskarbamylasa
P fosfat
PA propionova acidurie
PC principal components; hlavni komponenty
PCA principal component analysis;
analyza hlavnich komponent
PCA-DA DA zaloZend na PCA
PDNS purinova de novo syntéza
Phe fenylalanin
PKU fenylketonurie
PLS partial least square;
metoda ¢astecnych nejmensich ¢tvercl
PMR psychomotoricka retardace
PMV psychomotoricky vyvoj
Pro prolin
Q kvadrupdl
Ql prvni kvadrupdl
Q2 kolizni cela
Q3 treti kvadrupol
QgqQ trojity kvadrupdl
QcC quality control; kontrola kvality
QC-RLSC quality control-based robust LOESS signal correction
RT, rt retention time; retencni Cas
SAdo sukcinyladenosin
SAICAr 5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxamid)ribosid
SAICAR 5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxamid)ribotid
SAMP sukcinyladenosinmonofosfat
Ser serin
TCA trichlooctova kyselina
TIC total ion current; celkovy iontovy proud
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TOF
Trp
Tyr
Tyr |

UHPLC

uDP
UMP
uTpP
Val
VLCFA
xLeu

time-of-flight analyzer, analyzator doby letu
tryptopfan

tyrosin

tyrosinemie typu |

urine, mo¢

ultra high performance liquid chromatography
ultraucinnd kapalinova chromatografie
uridin-5"-difosfat

uridin-5"-monofosfat

uridin-5"-trifosfat

valin

velmi dlouhé mastné kyseliny

suma leucinu, isoleucinu a alloisoleucinu
Zena

128



8 SEZNAM POUZITE LITERATURY

1. Pampols T. Inherited Metabolic Rare Disease. In: Posada de la Paz
M, Groft SC, editors. Rare diseases epidemiology. Dordrecht,
Heidelberg, London, New York: Springer; 2010. p. 397-431.

2. Honzik H. Klinické pfiznaky dédi¢nych metabolickych poruch u déti.
Pediatr. praxi 2011; 12(5):314-319.

3. Sanderson S, Green A, Preece MA, Burton H. The incidence of
inherited metabolic disorders in the West Midlands, UK. Arch Dis Child.
2006;91(11):896-9.

4. Kozich V, Zeman J. Dédiéné metabolické poruchy v pediatrii.
Postgradualni medicina 2010; 12(7): 793-800.

dédi¢nych metabolickych poruch. Medicina pro praxi 5(6):274-276.

6. Tracy EP, Valle D, Scriver ChR. Treatment of genetic diseases. In:
Scriver ChR, Beaudet AL, Valle D, Sly WS, Childs B, Kinzley KW,
Vogelstein B, editors . The metabolic and molecular bases of inherited
disease, New York: McGraw-Hill, Inc.; 2001. pp 175-192.

7. Alfadhel M, Al-Thihli K, Moubayed H, Eyaid W, Al-Jeraisy M.

Drug treatment of inborn errors of metabolism: a systematic review.
Arch Dis Child. 2013 J;98(6):454-61.

8. Saudubray JM, Touati G, Delonlay P, Jouvet P, Narcy C, Laurent J,
Rabier D, Kamoun P, Jan D, Revillon Y. Liver transplantation in urea
cycle disorders. Eur J Pediatr. 1999;158 Suppl 2:555-9.

9. Kim IK, Niemi AK, Krueger C, Bonham CA, Concepcion W, Cowan TM,
Enns GM, Esquivel CO. Liver transplantation for urea cycle disorders in
pediatric patients: a single-center experience. Pediatr Transplant.
2013;17(2):158-67.

10. Sillence D, Waters K, Donaldson S, Shaw PJ, Ellaway C. Combined
Enzyme Replacement Therapy and Hematopoietic Stem Cell
Transplantation in Mucopolysacharidosis Type VI. JIMD Rep.
2012;2:103-6.

129



11. Stirnemann J, Belmatoug N, Vincent C, Fain O, Fantin B, Mentré F.
Bone events and evolution of biologic markers in Gaucher disease
before and during treatment. Arthritis Res Ther. 2010;12(4):R156.

12. Votava F, KoZich V, Stastna S, Chrastina P, Adam T, Friedecky D,
Vinohradska H, Kraémar P, Chovancova B, Balas¢akovd M, Piskackova
T, Macek M, Gaillyovd R, Valdskova |, Svagera Z, Truellovd I.
Novorozenecky screening v Ceské republice. Postgradualni medicina
2010;12(7), 785-795.

13. Cechak P, Hejcmanova L, Prochazkova D, Pijackova A, Stastna S,
Hyjanek J, Ploticova V, Pekarkova H. Vysledky screeningu
hyperfenylalaninemii v ¢eskych zemi v letech 1970-2000. Cesko-
slovenska pediatrie 2001;56(11), 667-670.

14. Metodicky navod k zajisténi celoploSného novorozeneckého
laboratorniho screeningu a nasledné péc. Véstnik Ministerstva
zdravotnictvi CR. 2009;6:7-14.

15. Jaeken J, Van den Berghe G. An infantile autistic syndrome
characterised by the presence of succinylpurines in body fluids. Lancet.
1984;2(8411):1058-61.

16. Marie S, Heron B, Bitoun P, Timmerman T, Van Den Berghe G,
Vincent MF. AICA-ribosiduria: a novel, neurologically devastating
inborn error of purine biosynthesis caused by mutation of ATIC. Am J
Hum Genet. 2004;74(6):1276-81.

17. Simmonds HA, Duley JA, Davies PM. Analysis of purine and
pyrimidines in blood, urine, and other physiological fluids. In: Hommes
FA editor. Techniques in diagnostic human biochemical genetics - a
laboratory manual. New York: Wiley-Liss; 1991. p. 397-424.

18. Lazzarino G, Amorini AM, Di Pietro V, Tavazzi B. HPLC analysis for
the clinical-biochemical diagnosis of inborn errors of metabolism of
purines and pyrimidines. Methods Mol Biol. 2011;708:99-117.

19. Adam T, Friedecky D, Fairbanks LD, Sevcik J, Bartak P. Capillary
electrophoresis for detection of inherited disorders of purine and
pyrimidine metabolism. Clin Chem. 1999;45(12):2086-93.

130



20. Friedecky D, Adam T, Bartdk P. Capillary electrophoresis for
detection of inherited disorders of purine and pyrimidine metabolism:
a selective approach. Electrophoresis. 2002;23(4):565-71.

21. Wevers RA, Engelke UF, Moolenaar SH, Brdutigam C, de Jong JG,
Duran R, de Abreu RA, van Gennip AH. 1H-NMR spectroscopy of body
fluids: inborn errors of purine and pyrimidine metabolism. Clin Chem.
1999;45(4):539-48.

22. Hartmann S, Okun JG, Schmidt C, Langhans CD, Garbade SF,
Burgard P, Haas D, Sass JO, Nyhan WL, Hoffmann GF. Comprehensive
detection of disorders of purine and pyrimidine metabolism by HPLC
with electrospray ionization tandem mass spectrometry. Clin Chem.
2006;52(6):1127-37.

23. la Marca G, Casetta B, Malvagia S, Pasquini E, Innocenti M, Donati
MA, Zammarchi E. Implementing tandem mass spectrometry as a
routine tool for characterizing the complete purine and pyrimidine
metabolic profile in urine samples. J Mass Spectrom.
2006;41(11):1442-52.

24. Ito T, van Kuilenburg AB, Bootsma AH, Haasnoot AJ, van Cruchten
A, Wada Y, van Gennip AH. Rapid screening of high-risk patients for
disorders of purine and pyrimidine metabolism using HPLC-
electrospray tandem mass spectrometry of liquid urine or urine-
soaked filter paper strips. Clin Chem. 2000;46(4):445-52.

25. Hornik P, Vyskocilova P, Friedecky D, Janostdkova A, Adamova K,
Adam T. Analysis of aminoimidazole ribosides by capillary
electrophoresis--diagnosing defects in second part of purine
biosynthetic pathway. Clin Chim Acta. 2007;376(1-2):184-9.

26. Vyskocilova P. Defekty purinové de novo syntézy. Disertacni prace,
Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci 2011.

27. Kratschmerova H. Screening dédi¢nych metabolickych poruch
purinové de novo syntézy. Diplomova prace, Pfirodovédeckd fakulta
Univerzity Palackého v Olomouci 2009.

131



28. Kratschmerova H, Vyskocilova P, Adam T. Screening dédi¢nych
metabolickych poruch purinové de novo syntézy. Chem. Listy 2009;
103(s2):5172-s174.

29. Fanos V, Antonucci R, Barberini L, Atzori L. Urinary metabolomics
in newborns and infants. Adv Clin Chem. 2012;58:193-223.

30. Dunn WB, Broadhurst DI, Atherton HJ, Goodacre R, Griffin JL..
Systems level studies of mammalian metabolomes: the roles of mass
spectrometry and nuclear magnetic resonance spectroscopy. Chem
Soc Rev. 2011;40(1):387-426.

31. Kell DB. Iron behaving badly: inappropriate iron chelation as a
major contributor to the aetiology of vascular and other progressive
inflammatory and degenerative diseases. BMC Med Genomics.
20009;2:2.

32. Vuckovic D. Current trends and challenges in sample preparation
for global metabolomics using liquid chromatography-mass
spectrometry. Anal Bioanal Chem. 2012;403(6):1523-48.

33. Goodacre R, Vaidyanathan S, Dunn WB, Harrigan GG, Kell DB.
Metabolomics by numbers: acquiring and understanding global
metabolite data. Trends Biotechnol. 2004;22(5):245-52.

34, Herrgard MJ, Swainston N, Dobson P, Dunn WB, Arga KY, Arvas M,
Blithgen N, Borger S, Costenoble R, Heinemann M, Hucka M, Le
Novere N, Li P, Liebermeister W, Mo ML, Oliveira AP, Petranovic D,
Pettifer S, Simeonidis E, Smallbone K, Spasi¢ I, Weichart D, Brent R,
Broomhead DS, Westerhoff HV, Kirdar B, Penttila M, Klipp E, Palsson
B@, Sauer U, Oliver SG, Mendes P, Nielsen J, Kell DB. A consensus yeast
metabolic network reconstruction obtained from a community
approach to systems biology. Nat Biotechnol. 2008;26(10):1155-60.
35. Fiehn O, Kopka J, Dérmann P, Altmann T, Trethewey RN, Willmitzer
L. Metabolite profiling for plant functional genomics. Nat Biotechnol.
2000;18(11):1157-61.

132



36. Wishart DS, Jewison T, Guo AC, Wilson M, Knox C, Liu Y, Djoumbou
Y, Mandal R, Aziat F, Dong E, Bouatra S, Sinelnikov I, Arndt D, Xia J, Liu
P, Yallou F, Bjorndahl T, Perez-Pineiro R, Eisner R, Allen F, Neveu V,
Greiner R, Scalbert A. HMDB 3.0--The Human Metabolome Database
in 2013. Nucleic Acids Res. 2013;41(Database issue):D801-7.

37. Nicholson JK, Lindon JC. Systems biology: Metabonomics. Nature.
2008;455(7216):1054-6.

38. Horning EC, Horning MG. Metabolic profiles: gas-phase methods
for analysis of metabolites. Clin Chem. 1971;17(8):802-9.

39. Pauling L, Robinson AB, Teranishi R, Cary P. Quantitative analysis
of urine vapor and breath by gas-liquid partition chromatography. Proc
Natl Acad Sci U S A. 1971;68(10):2374-6.

40. Bales JR, Higham DP, Howe |, Nicholson JK, Sadler PJ. Use of high-
resolution proton nuclear magnetic resonance spectroscopy for rapid
multi-component analysis of urine. Clin Chem. 1984;30(3):426-32.

41. Oliver SG, Winson MK, Kell DB, Baganz F. Systematic functional
analysis of the yeast genome. Trends Biotechnol. 1998;16(9):373-8.
42. Tweeddale H, Notley-McRobb L, Ferenci T. Effect of slow growth
on metabolism of Escherichia coli, as revealed by global metabolite
pool ("metabolome") analysis. J Bacteriol. 1998;180(19):5109-16.

43. Nicholson JK, Lindon JC, Holmes E. 'Metabonomics': understanding
the metabolic responses of living systems to pathophysiological stimuli
via multivariate statistical analysis of biological NMR spectroscopic
data. Xenobiotica. 1999;29(11):1181-9.

44. Villas-Bbas SG, Mas S, Akesson M, Smedsgaard J, Nielsen J. Mass
spectrometry in metabolome analysis. Mass Spectrom Rev.
2005;24(5):613-46.

45. Lehmann R, Zhao X, Weigert C, Simon P, Fehrenbach E, Fritsche J,
Machann J, Schick F, Wang J, Hoene M, Schleicher ED, Haring HU, Xu
G, Niess AM. Medium chain acylcarnitines dominate the metabolite
pattern in humans under moderate intensity exercise and support lipid
oxidation. PLoS One. 2010;5(7):e11519.

133



46. Cubbon S, Bradbury T, Wilson J, Thomas-Oates J. Hydrophilic
interaction chromatography for mass spectrometric metabonomic
studies of urine. Anal Chem. 2007;79(23):8911-8.

47. Lewis GD, Wei R, Liu E, Yang E, Shi X, Martinovic M, Farrell L, Asnani
A, Cyrille M, Ramanathan A, Shaham O, Berriz G, Lowry PA, Palacios IF,
Tasan M, Roth FP, Min J, Baumgartner C, Keshishian H, Addona T,
Mootha VK, Rosenzweig A, Carr SA, Fifer MA, Sabatine MS, Gerszten
RE. Metabolite profiling of blood from individuals undergoing planned
myocardial infarction reveals early markers of myocardial injury. J Clin
Invest. 2008;118(10):3503-12.

48. Ma YL, Qin HL, Liu WJ, Peng JY, Huang L, Zhao XP, Cheng YY. Ultra-
high performance liquid chromatography-mass spectrometry for the
metabolomic analysis of urine in colorectal cancer. Dig Dis Sci.
2009;54(12):2655-62.

49. Juo CG, Chiu DT, Shiao MS. Liquid chromatography-mass
spectrometry in metabolite profiling. Biofactors. 2008;34(2):159-69.
50. Zhou B, Xiao JF, Tuli L, Ressom HW. LC-MS-based metabolomics.
Mol Biosyst. 2012;8(2):470-81.

51. Roux A, Lison D, Junot C, Heilier JF. Applications of liquid
chromatography coupled to mass spectrometry-based metabolomics
in clinical chemistry and toxicology: A review. Clin Biochem.
2011;44(1):119-35.

52. Becker S, Kortz L, Helmschrodt C, Thiery J, Ceglarek U. LC-MS-based
metabolomics in the clinical laboratory. ] Chromatogr B Analyt Technol
Biomed Life Sci. 2012;883-884:68-75.

53. Ceglarek U, Kortz L, Leichtle A, Fiedler GM, Kratzsch J, Thiery J.
Rapid quantification of steroid patterns in human serum by on-line
solid phase extraction combined with liquid chromatography-triple
quadrupole linear ion trap mass spectrometry. Clin Chim Acta.
2009;401(1-2):114-8.

134



54. Wang Z, Tang WH, Cho L, Brennan DM, Hazen SL. Targeted
metabolomic evaluation of arginine methylation and cardiovascular
risks: potential mechanisms beyond nitric oxide synthase inhibition.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2009;29(9):1383-91.

55. Glish GL, Vachet RW. The basics of mass spectrometry in the
twenty-first century. Nat Rev Drug Discov. 2003;2(2):140-50.

56. Chen J, Zhang X, Cao R, Lu X, Zhao S, Fekete A, Huang Q, Schmitt-
Kopplin P, Wang Y, Xu Z, Wan X, Wu X, Zhao N, Xu C, Xu G. Serum 27-
nor-5B-cholestane-3,7,12,24,25 pentol glucuronide discovered by
metabolomics as potential diagnostic biomarker for epithelium
ovarian cancer. J Proteome Res. 2011 6;10(5):2625-32.

57. Kim K, Aronov P, Zakharkin SO, Anderson D, Perroud B, Thompson
IM, Weiss RH. Urine metabolomics analysis for kidney cancer detection
and biomarker discovery. Mol Cell Proteomics. 2009;8(3):558-70.

58. Liu G, Snapp HM, Ji QC, Arnold ME. Strategy of accelerated method
development for high-throughput bioanalytical assays using ultra high-
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry.
Anal Chem. 2009;81(22):9225-32.

59. Wikoff WR, Gangoiti JA, Barshop BA, Siuzdak G. Metabolomics
identifies perturbations in human disorders of propionate
metabolism. Clin Chem. 2007;53(12):2169-76.

60. Ritchie SA, Ahiahonu PW, Jayasinghe D, Heath D, Liu J, Lu Y, Jin W,
Kavianpour A, Yamazaki Y, Khan AM, Hossain M, Su-Myat KK, Wood PL,
Krenitsky K, Takemasa |, Miyake M, Sekimoto M, Monden M,
Matsubara H, Nomura F, Goodenowe DB. Reduced levels of
hydroxylated, polyunsaturated ultra long-chain fatty acids in the
serum of colorectal cancer patients: implications for early screening
and detection. BMC Med. 2010;8:13.

61. Draper J, Lloyd AJ, Goodacre R, Beckmann M. Flow infusion
electrospray ionisation mass spectrometry for high throughput, non-
targeted metabolite fingerprinting: a review. Metabolomics 2013;9(1):
S4-529.

135



62. Jansson J, Willing B, Lucio M, Fekete A, Dicksved J, Halfvarson J,
Tysk C, Schmitt-Kopplin P. Metabolomics reveals metabolic
biomarkers of Crohn's disease. PLoS One. 2009;4(7):e6386.

63. Dénes J, Szabd E, Robinette SL, Szatmari |, Sz6nyi L, Kreuder JG,
Rauterberg EW, Takats Z. Metabonomics of newborn screening dried
blood spot samples: a novel approach in the screening and diagnostics
of inborn errors of metabolism. Anal Chem. 2012;84(22):10113-20.
64. Turer AT, Stevens RD, Bain JR, Muehlbauer MJ, van der Westhuizen
J, Mathew JP, Schwinn DA, Glower DD, Newgard CB, Podgoreanu MV.
Metabolomic profiling reveals distinct patterns of myocardial
substrate use in humans with coronary artery disease or left
ventricular  dysfunction during surgical ischemia/reperfusion.
Circulation. 2009;119(13):1736-46.

65. Wojtowicz P, Janeckova H, Friedecky D, Adam T. Techniky
metabolomiky v biomediciné. Chem listy 2013;107(1): 3-11.

66. Miller JN, Miller JC. Statistics and chemometrics for analytical
chemismy. 5th ed. Edinburgh: Pearson Education Limited;2005 pp.
213-227.

67. Vyskocilova P, Hornik P, Friedecky D, Frycak P, Lemr K, Adam T.
Synthesis and mass spectrometric fragmentation characteristics of
imidazole ribosides-analogs of intermediates of purine de novo
synthetic pathway. Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids. 2006;25(9-
11):1237-40.

68. Zikanova M, Krijt J, Hartmannovad H, Kmoch S. Preparation of 5-
amino-4-imidazole-N-succinocarboxamide ribotide, 5-amino-4-
imidazole-N-succinocarboxamide riboside and succinyladenosine,
compounds usable in diagnosis and research of adenylosuccinate lyase
deficiency. J Inherit Metab Dis. 2005;28(4):493-9.

69. Le Belle JE, Harris NG, Williams SR, Bhakoo KK. A comparison of cell
and tissue extraction techniques using high-resolution 1H-NMR
spectroscopy. NMR Biomed. 2002;15(1):37-44.

136



70. Hron K, Filzmoser P, Thompson K. Linear regression with
compositional explanatory variables. J Appl Stat. 2012;39(5),1115-28.
71. Bajad SU, Lu W, Kimball EH, Yuan J, Peterson C, Rabinowitz JD.
Separation and quantitation of water soluble cellular metabolites by
hydrophilic interaction chromatography-tandem mass spectrometry. J
Chromatogr A. 2006;1125(1):76-88.

72.Bajad S, Shulaev V. LC-MS-based metabolomics. Methods Mol Biol.
2011;708:213-28.

73. Brown M, Wedge DC, Goodacre R, Kell DB, Baker PN, Kenny LC,
Mamas MA, Neyses L, Dunn WB. Automated workflows for accurate
mass-based putative metabolite identification in LC/MS-derived
metabolomic datasets. Bioinformatics. 2011;27(8):1108-12.

74. Yuan M, Breitkopf SB, Yang X, Asara JM. A positive/negative ion-
switching, targeted mass spectrometry-based metabolomics platform
for bodily fluids, cells, and fresh and fixed tissue. Nat Protoc.
2012;7(5):872-81.

75. Dunn WB, Broadhurst D, Begley P, Zelena E, Francis-Mclntyre S,
Anderson N, Brown M, Knowles JD, Halsall A, Haselden JN, Nicholls
AW, Wilson ID, Kell DB, Goodacre R. Human Serum Metabolome
(HUSERMET) Consortium. Procedures for large-scale metabolic
profiling of serum and plasma using gas chromatography and liquid
chromatography coupled to mass spectrometry. Nat Protoc.
2011;6(7):1060-83.

76. Want EJ, Wilson ID, Gika H, Theodoridis G, Plumb RS, Shockcor J,
Holmes E, Nicholson JK. Global metabolic profiling procedures for
urine using UPLC-MS. Nat Protoc. 2010;5(6):1005-18.

77. Sellick CA, Hansen R, Magsood AR, Dunn WB, Stephens GM,
Goodacre R, Dickson AJ. Effective quenching processes for
physiologically valid metabolite profiling of suspension cultured
Mammalian cells. Anal Chem. 2009;81(1):174-83.

137



78. Dettmer K, Nirnberger N, Kaspar H, Gruber MA, Almstetter MF,
Oefner PJ. Metabolite extraction from adherently growing mammalian
cells for metabolomics studies: optimization of harvesting and
extraction protocols. Anal Bioanal Chem. 2011;399(3):1127-39.

79. Wojtowicz P, Zrostlikova J, Stastnd V, Dostalova E, Zidkova L,
Bruheim P, Adam T. Comprehensive two-dimensional gas
Chromatography coupled to time-of-Flight mass spectrometry in
human metabolomics.In: Salih B, Celikbicak O, editors. Gas
Chromatography - Biochemicals, Narcotics and Essential Oils. Rijeka:
InTech; 2012. p. 29-50.

80. Zidkova L. Metabolicka analyza kultivovanych lidskych bunék.
Disertacni prace, Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
2011.

81. Thevis M, Thomas A, Kohler M, Beuck S, Schanzer W. Emerging
drugs: mechanism of action, mass spectrometry and doping control
analysis. ] Mass Spectrom. 2009;44(4):442-60.

82. Janeckova H, Hron K, Wojtowicz P, Hlidkova E, Baresova A,
Friedecky D, Zidkovd L, Hornik P, Behulovd D, Prochazkova D,
Vinohradska H, Peskova K, Bruheim P, Smolka V, Stastnd S, Adam T.
Targeted metabolomic analysis of plasma samples for the diagnosis of
inherited metabolic disorders. J Chromatogr A. 2012;1226:11-7.

83. Sreekumar A, Poisson LM, Rajendiran TM, Khan AP, Cao Q, Yu J,
Laxman B, Mehra R, Lonigro RJ, Li Y, Nyati MK, Ahsan A, Kalyana-
Sundaram S, Han B, Cao X, Byun J, Omenn GS, Ghosh D, Pennathur S,
Alexander DC, Berger A, Shuster JR, Wei JT, Varambally S, Beecher C,
Chinnaiyan AM. Metabolomic profiles delineate potential role for
sarcosine in prostate cancer progression. Nature.
2009;457(7231):910-4.

84. Piraud M, Ruet S, Boyer S, Acquaviva C, Clerc-Renaud P, Cheillan D,
Vianey-Saban C. Amino acid profiling for the diagnosis of inborn errors
of metabolism. Methods Mol Biol. 2011;708:25-53.

138



85 la Marca G, Rizzo C. Analysis of organic acids and acylglycines for
the diagnosis of related inborn errors of metabolism by GC- and HPLC-
MS. Methods Mol Biol. 2011;708:73-98.

86. Fikarovd I. Vliv imatinibu na metabolismus bunék v bunécné
kulture  chronické  myeloidni leukemie. Bakaldrska prace,
Pfirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci 2011.

87. Konvalinova H. Diagnostika metabolickych poruch aminokyselin a
peptidd metodou UHPLC-MS/MS. Diplomové prace, Pfirodovédecka
fakulta Univerzity Palackého v Olomouci 2011.

88. Galoczova M. Metabolitové profilovani moci novorozencl s
perinatalni asfyxii. Bakalarska prace, Pfirodovédecka fakulta Univerzity
Palackého v Olomouci 2013.

89. Fikarova I. Stanoveni vlivu imatinibu na metabolismus bunék
chronické myeloidni leukemie metodou HPLC-MS/MS. Diplomova
prace, Pfirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci 2013.
90. Karlikova R. Metabolomicka analyza kondenzatu dechu pacientll s
astmatem a cystickou fibrézou. Diplomova prace, Pfirodovédecka
fakulta Univerzity Palackého v Olomouci 2013.

91. Halifovd B. Vliv kancerostatik na intraceluldrni metabolom.
Diplomova prace, Prirodovédeckd fakulta Univerzity Palackého
v Olomouci 2013.

92. Stastnd V. Metabolomickd analyza mysi plasmy za poufziti
aminopropylové  kolony a TripleQ-MS. Diplomovad prace,
Prirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci 2013.

139



9 SEZNAM PUBLIKACI

I. Prace souvisejici s disertacni praci

a) Pavodni védecké publikace uveiejnéné v ¢asopisech s IF
Janeckovd H, Hron K, Wojtowicz P, Hlidkova E, BareSova A, Friedecky
D, Zidkova L, Hornik P, Behulova D, Prochazkova D, Vinohradska H,
Peskova K, Bruheim P, Smolka V, Stastna S, Adam T. Targeted
metabolomic analysis of plasma samples for the diagnosis of inherited
metabolic disorders. J Chromatogr A. 2012;1226:11-7.

IF4,612

b) Pavodni védecké publikace v recenzovanych ¢asopisech
Janeckovd H, Wojtowicz P, Hron K, Friedecky D, Adam T. Necilena
metabolomicka analyza suchych krevnich skvrn pro diagnostiku
dédi¢nych metabolickych poruch. Klin Biochem Metab 2012;
20(41):165-7.

c) Pirehledné ¢lanky uverejnéné v casopisech s IF

Wojtowicz P, Janeckovd H, Friedecky D, Adam T. Techniky
metabolomiky v biomediciné. Chem listy 2013;107(1): 3-11.

IF 0,453

d) Publikovana abstrakta

Kratschmerova H, Hlidkova E, Hron K, Wojtowicz P, Friedecky D, Hornik
P, Behulova D, Prochazkova D, Vinohradska H, Stastna S, Kozich V,
Adam T. Targeted metabolomics for diagnosing of inherited metabolic
disorders. Clin Bioch 2011;44(7): 520.

IF 2,076

140



Kratschmerovd H, Hlidkovd E, Hron K, Wojtowicz P, Baresova A,
Friedecky D, Hornik P, Behulova D, Prochazkova D, Vinohradska H,
Peskova K, Adam T. Diagnosis of inherited metabolic disorders using a

targeted metabolomic approach. J Inher Metab Dis 2011;34(Suppl
3):5269.
IF 3,577

Kratschmerova H, Hron K, Wojtowicz P, BareSova A, Hlidkova E,
Friedecky D, Hornik P, Behulova D, Prochazkova D, Vinohradska H,
Peskova K, Adam T. Widely targeted metabolomics for diagnosing
inherited metabolic disorders. Klin Biochem Metab. 2011;19(40):208.

e) Pfednaskova cinnost
Kratschmerova H, Friedecky D and Adam T. Diagnosis of enzyme

defects in purine de novo synthesis by UHPLC-tandem mass
spectrometry. Konference védeckych praci studentd DSP 2010,
Olomouc 7.-8. 9. 2010.

Kratschmerovd H, Friedecky D, Adam T. Diagnosis of enzyme defects
in purine de novo synthesis by UHPLC-tandem mass spectrometry. The
7th International Medical Postgraduate Conference, Hradec Kralové
18.-20. 11. 2010.

Kratschmerovd H, Hron K, Wojtowicz P, Hlidkova E, BareSova A.,
Friedecky D, Hornik P, Behulova D, Prochazkova D, Vinohradska H,
Pegkova K, Stastnd S, Adam T. Diagnosis of inherited metabolic

disorders using a targeted metabolomic approach. Konference
védeckych praci studentt DSP 2011, Olomouc 6.—7. 9. 2011.

141



Janeckovd H, Wojtowicz P, Hron K, Hlidkova E, Friedecky D, Adam T.
Targeted metabolomics for diagnosing inherited metabolic diseases.
1. Konference Ceské spole¢nosti pro hmotnostni spektrometrii,
Hradec Kralové 19.-21. 10. 2011.

Janeckovd H, Wojtowicz P, Hron K, Brunsvik A, Correa E, Vaughan A,
Friedecky D, Bruheim P, Goodacre R and Adam T. Untargeted
metabolomics for diagnosing inborn errors of metabolism. 27.
pracovné dni Dedi¢né metabolické poruchy, KoSice, Slovensko, 16.—18.
5.2012.

Janeckovd H, Wojtowicz P, Hron K, Brunsvik A, Correa E, Vaughan A,
Friedecky D, Bruheim P, Goodacre R and Adam T. Untargeted
metabolomic analysis of urine samples for diagnosing inherited
metabolic disorders. 2. Konference Ceské spole¢nosti pro hmotnostni
spektrometrii, Hradec Kralové 17.—19. 10. 2012.

f) Posterové prezentace

Kratschmerova H, Friedecky D, Adam T. Diagnosis of enzyme defects
in the second part of purine de novo synthesis by UHPLC-tandem mass
spectrometry. 25" International symposium on microscale
bioseparations, Praha 21. - 25. 3. 2010.

Kratschmerovd H, Friedecky D, Adam T. Diagnosis of enzyme defects
in purine de novo synthesis by UHPLC-tandem mass spectrometry.
25. pracovné dni Dedicné metabolické poruchy Trencianské Teplice,
Slovensko 5.-7. 5. 2010.

Kratschmerovd H, Friedecky D and Adam T. UHPLC-MS/MS for
diagnosing of enzyme defects in purine de novo synthesis. FONS 2010,
Hradec Kralové 20.—21.9. 2010.

142



Kratschmerovd H, Friedecky D and Adam T. Diagnosis of purine de novo
synthesis enzyme defects by UHPLC-MS/MS. 1t AB SCIEX European
conference on MS/MS. Noordwijkerhout, The Netherlands 6.—-7. 10.
2010.

Kratschmerova H, Friedecky D, Adam T. Diagnosis of enzyme defects
in purine de novo synthesis by UHPLC-MS/MS. Advances in Metabolic
Profiling, European Biomarkers Summit, Mass Spec Europe and
Advances in Protein Crystallography 2010 conferences. Florence, Italy
9.-7. 11. 2010.

Kratschmerova H, Hlidkova E, Hron K, Wojtowicz P, BareSova A,
Friedecky D, Hornik P, Behulova D, Prochazkova D, Vinohradska H,
Peskova K, Adam T. Targeted metabolomic analysis of plasma samples

for diagnosing of inherited metabolic disorders. 1% Joint Congress
Symposium, San Diego, USA 1.-5. 5. 2011.

Janeckova H, Hron K, Wojtowicz P, Hlidkova E, Baresova A, Friedecky
D, Hornik P, Behulova D, Prochazkova D, Vinohradskéd H, Peskova K,
Stastnd S, Adam T. Diagnosis of inherited metabolic disorders using a
targeted metabolomics by flow injection analysis - tandem mass
spectrometry. 27" Asilomar Conference on Mass Spectrometry -
Metabolomics. Pacific Grove, CA 30. 9. — 4. 10. 2011.

Janeckova H, Friedecky D, Wojtowicz P, Hron K, Brunsvik A, Correa E,
Vaughan A, Micovd K, Najdekr L, Bruheim P, Goodacre R, Adam T.
Untargeted metabolomics for diagnosing inherited metabolic
diseases. 27 International symposium on microscale bioseparations
and analyses, Geneva, Switzerland 12.-15. 2. 2012.

143



Janeckovd H, Hron K, Wojtowicz P, Brunsvik A, Correa E, Vaughan A,
Friedecky D, Bruheim P, Goodacre R and Adam T. Untargeted
metabolomic analysis of urine samples for diagnosing inherited
metabolic disorders. 30" Informal Meeting on Mass Spectrometry.
Olomouc 29.4. —3.5. 2012.

Janeckovd H, Wojtowicz P, Correa E, Friedecky D, Bruheim P, Goodacre
R and Adam T. Diagnosing inherited metabolic disorders using an
untargeted metabolomic approach. XXXIII Nordic Congress in Clinical
Chemistry. Reykjavik, Island 12.—-15. 6. 2012.

f) Vybrané posterové prezentace jako spoluautor

Adam T, Wojtowicz P, Kratschmerova H, Saitz J, Generova M, Friedecky
D. Neonatal onset ADSL deficienty — case report. 25. pracovné dni
Dedi¢né metabolické poruchy Trencianské Teplice, Slovensko
5.-7.5.2010.

Friedecky D, Kratschmerova H, BareSova A, Pracharova J, Mi¢ova K and
Adam T. Human cellular metabolome of fibroblasts by UHPLC-MS/MS.
FONS 2010, Hradec Kralové, 20.—21. 9. 2010.

Friedecky D, Kratschmerova H, Mic¢ova K, Wojtowicz P, Adamova K,

Brunsvik A, Bruheim P, Adam T. Diagnosing of inherited metabolic
disorders by LC-QTOF analysis of cultured skin fibroblasts. Advances in
Metabolic Profiling, European Biomarkers Summit, Mass Spec Europe
and Advances in Protein Crystallography 2010 conferences. Florence,
Italy 9.-7. 11. 2010.

Friedecky D., Kratschmerova H., Micova K., Wojtowicz P., Brunsvik A.,

Bruheim P., Adam T. Diagnosing of inherited metabolic disorders by
high resolution mass spectrometry; 26. pracovni dny Dédi¢né
metabolické poruchy, Mikulov, 11.-13. 5. 2011.

144



I. Ostatni publikace

a) Pavodni védecké publikace uveiejnéné v ¢asopisech s IF
Kratschmerovd H, Vyskocilovda P, Adam T. Screening dédi¢nych

metabolickych poruch purinové de novo syntézy. Chem. Listy 2009;
103:5172-4.

b) Publikovana abstrakta

BareSova A, Friedecky D, Kratschmerova H, Micova K, Adam T. UHPLC-
TMS method for screening of multiple inherited metabolic disorders. J
Inher Metab Dis. 2011;34 (Suppl 3): S269.

IF 3,577

c) Pfedndaskova cinnost
Kratschmerova H, VyskocCilovda P, Adam T, Screeningovy test pro

defekty druhé poloviny purinové de novo syntézy, Pracovni den -
Laboratorni vysetfeni v péci o matku a dité, Olomouc 5. 11. 2009.

d) Posterové prezentace
Kratschmerovd H, BareSovd A, Friedecky D, Micova K, Adam T.

Screening of multiple inborn errors of metabolism in urine by UHPLC-
MS/MS; 26. pracovni dny Dédi¢né metabolické poruchy, Mikulov 11.—
13.5.2011.

Janeckovd H, Friedecky D, Hlidkova E, Kittlova L, Semeniuk T,
Zabranska A, Micova K, Najdekr L and Adam T. Diagnosing multiple
inborn errors of metabolism in urine by UHPLC-TMS. 27. pracovné dni
Dedi¢né metabolické poruchy, Kosice, Slovensko, 16.—18. 5. 2012.

145



