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MS Hmotnostni spektrometrie

MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie

m/z Pomér hmoty k naboji

NFT Neurofibrilarni klubka

NMR Nuklearni magneticka rezonancni spektroskopie

OPLS-DA Diskriminacni analyza pomoci ortogonalni projekce do latentnich
struktur
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PHF Parova helikalni viakna
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PSEN2 Gen kéduijici presenilin 2

PSP Progresivni supranuklearni obrna

QC Vzorek kontroly kvality

QqQ Trojity kvadrupol

Q-TOF Kvadrupdl s praletovym analyzatorem

RSD Relativni standardni odchylka

RT Retencni Cas

SAD Sporadicka Alzheimerova choroba

SAM S-adenosylmethionin

SF Rovna vlakna

SHR 24 Kmen spontanné hypertenznich potkand s mutaci v genu MAPT

TIC Celkovy iontovy proud

UHPLC Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie



1 UVOD

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni, které se fadi mezi
tauopatie. Onemocnéni provazi charakteristické depozice amyloidu B atau
proteinli, které za fyziologického stavu zodpovidaji za sestaveni bunécnych
mikrotubullT v axonech. U tauopatii je v8ak typické hromadéni
hyperfosforylovanych a zkracenych tau proteind v neuronech a vznik
nerozpustnych, neurofibrilarnich klubek. Prace se zabyva studiem metabolomu
u vzorku krevni plazmy kontrolnich (zdravych) potkan( a potkanl transgennich,
ktefi maji mutaci v genu MAPT zpUsobujici dédi¢nou formu tauopatie. Cile prace
zahrnuji vypracovani literarni reSerSe na téma tauopatie a pouZzité metabolomické
metody, dale pfipravu vzork( krevni plazmy transgennich potkanu s tauopatii,
cilenou metabolomickou analyzu krevni plazmy technikou vysokouc€inné
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii,
necilenou lipidomickou analyzu krevni plazmy technikou vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostnim analyzatorem Orbitrap a v neposledni

fadé vyhodnoceni metabolomickych dat a jejich srovnani s literaturou.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tauopatie

Termin tauopatie definuje skupinu patologickych  neurodegenerativnich
onemocnéni, ktera jsou charakteristicka ukladanim hyperfosforylovanych
a zkracenych tau proteinl ve formé& nerozpustnych intracelularnich inkluzi
neurofibrilarnich klubek (NFT) v neuronech a gliich (Williams, 2006, Tacik a kol.,
2016).

Tato onemocnéni Ize rozdélit do tfi hlavnich skupin: tauopatie spojené
pfevazné s patologii tau proteinu, tauopatie souvisejici s depozici amyloidu
a tauopatie sdruzené s jinou patologii. Prvni typ tauopatie zahrnuje napfiklad
progresivni supranuklearni obrnu &i Pickovu nemoc. Mezi tauopatie souvisejici
s vyskytem amyloidu patfi napfiklad Downlv syndrom ¢&i Alzheimerova choroba
(AD), coz je nejcastéjSi forma tauopatie. Pfikladem onemocnéni u tauopatie
sdruZzené s jinou patologii je myotonicka dystrofie. U vSech téchto nemoci
je spole¢na pfitomnost nerozpustnych inkluzi tau a mechanism0, které vedou

k poSkozeni funkce mozkovych bunék a nasledné k jejich smrti (Williams, 2006).

Tauopatie zahrnuji vice nez 20 patologickych stavl, jedny z nejCastéjSich
jsou uvedeny v Tab. 1. LiSi se vyskytem inkluzi NFT, coz je kompaktni vilaknita
splet, vznikajici z parovych helikalnich viaken (PHF) tau proteinu. Patologické
nalezy NFT se u jednotlivych forem tauopatii vyskytuji v rGznych oblastech mozku
(viz Tab. 1). Dale se tauopatie liSi mirou patologie, odlisné tedy ovliviiuji procesy
v neuronech a gliich — astrocytech a oligodendrocytech (Josephs, 2015, Maccioni
a kol., 2001, Coakeley a Strafella, 2017, Williams, 2006).
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Tab. 1 Charakteristika Sesti ¢astych tauopatii

Tauopatie Tau Znaky a symptomy RozSifeni patologickych
isoformy? inkluzi v mozku
Progresivni 4R Posturalni nestabilita Bazalni ganglia,
supranuklearni s pady, zavraté, porucha subthalamické jadro, ¢erna
obrna (PSP) koordinace o¢i, substance, mozecek

zpomaleni pohybd,
poruchy Feci

Kortikobazalni 4R Porucha pohybovych Kortex, bazalni ganglia,
degenerace dovednosti, ztuhlost, mozkovy kmen, hrbol
(CBD) zpomaleni pohyb, mezimozkovy

mimovolné stahovani
svalul, poruchy Fedi

Frontotemporalni 3R, Zmény chovani Hipokampus, Celni

demence 3+4R  aosobnosti, ztuhlost, a spankové laloky,

a parkinsonismus nebo 4R zpomaleni pohybu, subkortikalni jadra,

vazany na pozitivni rodinna mozecek

chromozom 17 anamnéza

(FTDP-17)

Guamsky 3+4R  Demence, ztuhlost, Celni kara

parkinsonsky zpomaleni pohyb,

demencni zvysené svalové napéti

komplex (PDCG) a slabost, zaskuby

Postencefalicky 3+ 4R  Zpomaleni pohyb(, tfes, Cerna substance,

parkinsonismus ztuhlost projevuijici se subthalamickeé jadro,

(PEP) po letech od vzniku bazalni ganglia, mozkovy
onemocnéni kmen, amygdala

Globularni glialni 4R Asymetrické zpomaleni Celni lalok, subthalamické

tauopatie (GGT) pohybu, ztuhlost, jadro, ¢erna substance

zvySené svalové napéti,
Babinského pfiznak,
zaskuby

@ R — pocet vazebnych domén na C-koncové oblasti proteinu (Upraveno podle: Josephs, 2015).
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2.1.1 Gen MAPT

Gen MAPT je gen koédujici tau protein. Nachazi se na dlouhém raménku
chromozomu 17 v pozici 17g21 a obsahuje 16 exonl (Sergeant a kol., 2005).
Promotor zahrnuje exon 1, ktery muze byt pfepisovan, ale neni prekladan. Exony
1,4,5,7,9, 11, 12 a 13 jsou konstitutivni exony (trvale pfepisované). Exony 2, 3
a 10 jsou alternativné sestfihovany. Exon 2 se muze objevit sam, ale exon
3 se vzdy objevi v zavislosti na exonu 2. Exony 2, 3 a 10 se exprimuji v dospélém

mozku rizné, za vzniku Sesti tau isoforem (viz Obr. 1) (Irwin, 2016).

A 17q21.31
cvi7 CH N PE W | EEEET W
He . — B
H1 o —
B
0 1 234 4a 5678 9 101112 13 14
C
2 .3 4a 6 8 10
i s u f
oA 4 5 7 9 1,12 13 14
2N4R | (Tl 0 [
1N4R ] (Al 1 0O
ON4R (Tl 0 1
2N3R T OO0 O
IN3R = OO0 0
ON3R ‘ OO O

Obr. 1 Exprese genu MAPT, A: umisténi genu MAPT na chromozomu 17 v pozici 17921 a dva
rizné haplotypy oznacované H1 a H2; B: MAPT gen obsahujici 16 exon(; C: Exony 2, 3 a 10 jsou
alternativné sestfihovany, coz ma za nasledek vznik 6 isoforem tau proteinu liSici se pfitomnosti
N-koncovych a C-koncovych opakujicich se oblasti (Pfevzato z: Arendt a kol., 2016).
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Velikosti tau isoforem se pohybuji od 352 do 441 aminokyselin. Jejich
molekulova hmotnost je v rozmezi od 37 do 65 kDa. Isoformy se liSi pfitomnosti tfi
(BR) nebo ¢ty (4R) opakujicich se oblasti v C-koncové (C-terminalni) Casti
molekuly (Sergeant a kol., 2005, Wang a Liu, 2008). Tyto sekvence jsou nezbytné
pro vazbu na mikrotubuly. Ve zdravém dospélém mozku je vzdy urcity pomér tau
isoforem, ale vlivem neurodegenerativniho onemocnéni je tento pomér Casto
zménén (Williams, 2006). Isoformy se také liSi pfitomnosti Ci nepfitomnosti
jednoho nebo dvou insertd (29 nebo 59 aminokyselin) v N-terminalni Casti
molekuly. Kazda z isoforem ma pravdépodobné specifické fyziologické role.
Napfiklad pouze jedna tau isoforma (bez N-terminalnich inzertt a se 3R
C-terminalnimi oblastmi) je pfitomna v prabéhu fetalni faze, ale Sest isoforem
(s jednou nebo dvéma N-terminalnimi inserty a 3R nebo 4R C-terminalnimi

oblastmi) je pfitomnych v dospélosti (Buée a kol., 2000).

Genomova stavba genu MAPT v populacich evropského puvodu
je charakterizovana dvéma haplotypy, které pochazeji z inverzniho (H1) nebo

neinverzniho (H2) polymorfismu (Arendt a kol., 2016).

Mutacemi v genu MAPT jsou zpUsobeny dédiéné (familiarni) formy tauopatie
(Irwin, 2016). Pfikladem dédi¢né formy tauopatie je FTDP-17 (Vandrovcova a kol.,
2010).

Tauopatie jsou vSak ve vétsiné pfipadd sporadicka onemocnéni (lrwin,
2016), ktera nejsou spojena s mutacemi v genu MAPT. Pfikladem je progresivni
supranuklearni obrna, kortikobazalni degenerace ¢€i Pickova nemoc (Arendt a kol.,
2016). V téchto pfipadech v8ak ruzné variace genu MAPT ovliviiuji hladiny H1
a H2 haplotypu —tedy i riziko vzniku onemocnéni (Vandrovcova a kol., 2010).
Rizikovym faktorem pro vySe zminéna onemocnéni je dédi¢nost haplotypu
H1 a genotypu H1/H1. Zda se, zZe haplotyp H1 vyvolava zvySenou expresi tau
(vétsinou 4R isoforem). H2 haplotyp je spojen se zvy$enou expresi exonu 3 MAPT
v Sedé hmoté. Podle Arendta (2016) by mohla byt pfitomnost exonu 3 protektivni
proti vy§e zminénym onemocnénim. U jedincl s genotypem H1 / H2, ktefi trpéli
Downovym syndromem, bylo zjisténo vysSi riziko vzniku demence pred
dosazenim véku 45 let (Arendt a kol., 2016).
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2.1.2 Tau protein a jeho funkce

Tau protein (z anglického Tubulin Associated Unit), nazvany feckym pismenem
T (tau) byl objeven jako proteinovy faktor podporujici sestaveni tubulinu
do mikrotubuld (Weingarten a kol. 1975). Tau proteiny patfi do rodiny bilkovin
asociovanych s mikrotubuly (MAP). V mozku savcl jsou pfitomny proteiny MAPG,
MAP4, MAP2, MAP1 a tau (viz Tab. 2), coz jsou v této tkani nejcastéjsi typy MAP.
Tau se nachazeji ve vSech Castech mozku a nejvice se exprimuji v neuronech.
Naopak MAP4 se v neuronech vubec neexprimuji (Williams, 2006, Buée a kol.,
2000, Dehmelt a Halpain, 2004, Deloulme a kol., 2015).

Tau je hlavni regulator tvorby mikrotubuld v burfikach (Weingarten a kol.
1975). Mikrotubuly jsou dynamické, nestabilni proteinové polymery cytoskeletu
(tvofi jednu z jeho hlavnich slozek) a patfi mezi dulezité strukturalni prvky bunky.
Podileji se na intracelularnim transportu (pomoci motorickych proteint kinesinu
a dyneinu), na udrzovani tvaru buiky a plni vyznamnou funkci pfi mitéze (Kosik,
1993, Buée a kol., 2000, Mandelkow a Mandelkow, 2012, Dehmelt a Halpain,
2004). Nicméné tau proteiny mohou inhibovat motorickou aktivitu a transport
vesikul podél mikrotubul( (Obr. 2), pokud se tau proteiny navazi na mikrotubuly
(Dehmelt a Halpain, 2004) prostfednictvim své C-koncové domény. Vazi se podél
glutamylovanych ¢€asti mikrotubull a zabranuji tak jejich depolymeraci (Chapin
a Bulinski, 1992, Desai a Mitchison, 1997), kterou na kladném konci mikrotubult
indukuje katanin (Zhang D. a kol.,, 2011). Vazba tau protein0 na tubulin
mikrotubull je uréena fosforylatnim stavem (tau za fyziologického stavu obsahuje
2 az 3 fosfatové skupiny), ktery je regulovan koordinovanym pusobenim kinas
a fosfatas na molekuly tau (Mandelkow a kol., 1995, Liu a kol., 2005, Lippens
a kol., 2007).

14



Tab. 2 Rodina MAP nachazejici se v mozku savcu, pfiklady s nimi interagujicich proteind a vyznam
interakci

MAP Lokus genu Interaguijici Funkce interakce
protein protein
Tau 17921 Tubulin Stabilizace mikrotubulU; inhibice

depolymerizace, zvySeni tuhosti

mikrotubult

Fyn Organizace mikrotubuld,

patogeneze AD

Presenilin 1 Spojuje tau s glykogensynthasa

kinasou 33, patogeneze AD

Apolipoprotein E~ Regulace metabolismu tau,

patogeneze AD

Kalmodulin Regulace sestavovani mikrotubult
MAP1A 15913 Tubulin Stabilizace mikrotubul
MAP1B  5ql13 Tubulin Stabilizace mikrotubul
MAP2 2034 Tubulin Stabilizace mikrotubull, inhibice

depolymerizace, zvySeni tuhosti
mikrotubull, neuronalni

morfogeneze

MAP4 3p21 Tubulin Stabilizace mikrotubull, inhibice

depolymerizace

MAP6 11913 Semaphorin 3E Efektor pfi vyvoji axon(

(Upraveno podle: Dehmelt a Halpain, 2004, Halpain a Dehmelt, 2006, Deloulme a kol., 2015,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4135)
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Fosforylovany tau protein

Vesikula

Kinesin

Tau protien

Mikrotubulus

Obr. 2 Funkce tau proteinu za fyziologického stavu. Tau protein stabilizuje mikrotubuly pfes Ctyfi
domény vazajici tubulin (modré obdélniky) v pfipadé nejdelsi tau isoformy. Fosforylaci tau (rGzové
kulicky) se reguluje vazba proteinu tau na mikrotubuly. Tau po navazani na mikrotubuly muze
ovlivnit axonalni transport a inhibovat transport vesikul kinesinem (Upraveno podle: Kolarova a kol.,
2012).

2.1.3 Vaznik tau agregatt

K akumulaci tau proteinu ve formé NTF vede mutace v MAPT genu, toxiny
zivotniho prostfedi, poSkozeni neuronl v disledku traumatu, ukladani amyloid(
nebo rizné enzymové dysfunkce (Williams, 2006, Arendt a kol., 2016). Uvolnéni
tau z mikrotubull (napf. fosforylaci) vede k destabilizaci mikrotubull (viz Obr. 3).
Stejného ucinku je docileno pseudofosforylaci tau na specifickych mistech (S262,
S293, S324 a S356), kdy jsou fosforylacni mista nahrazena kyselinou glutamovou
nebo kyselinou asparagovou. Vzniklé rozpustné proteiny tau, které jsou
pozménény posttranslacnimi modifikacemi, pfimo nebo nepfimo méni svou
konformaci. Timto vznikaji anti-paralelni dimery tau. Stabilni tau dimery tvofi tau
oligomery, které pokraCuji v agregacnim procesu a tvofi podjednotky vlaken
nazyvané protomery. Dva protomery vytvareji PHF nebo rovna viakna (SF), ktera
se dale shromazduji v NFT (Lippens a kol., 2007, Martin a kol., 2011).
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1) Fosfonylace destabilizace mikrotubulfl
tau proteintl

rozpustny tau protein

2) Dimerizace l
tau proteinil

tau dimer

3) Polymerace
tau protein l

tau oligomery

4) Vznik protomertl
tau proteinu l

5) Vznik parowych
helikalnich viaken
{PHFs)

6) Vznik neurofibrilamich
klubek (NFTs) l

Obr. 3 Proces vzniku tau agregat(: 1) Fosforylace vede k zabranéni (zamezeni) vazby tau
na mikrotubuly a vznikaji rozpustné tau. 2) Rozpustné monomerni formy tau se dimerizuji. 3) Nové
vytvofené tau dimery se shlukuji do oligomerd. 4) Oligomery se organizuji do protomeru.
5) Protomery se shromazduji v parova helikalni viakna. 6) Agregace parovych helikalnich viaken
do neurofibrilarnich klubek (Upraveno podle: Martin a kol., 2011).
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Na agregaci tau protein0 do PHFs se podili nékolik posttranslacnich
mechanismu. NejCastéjSi posttranslacni modifikaci tau proteinu je fosforylace, pfi
které mohou vznikat abnormality kliCové pro agregaci tau (Buée a kol., 2000,
Martin a kol., 2011). Na abnormaini fosforylaci se podileji dvé hlavni proteinove
kinasy: cyklin-dependentni kinasa Cdk5 a glykogensynthasa kinasa GSKS3p.
Omezeni regulace Cdk5, vyvolané napfiklad extracelularni akumulaci amyloidu,
ma za nasledek tau hyperfosforylaci (Maccioni a kol.,, 2001). Samotna tau
fosforylace vSak neni dostateCna pro vyvolani agregace tau, pravdépodobné
se na tomto dé&ji podileji i dalSi posttranslacni modifikace, napfiklad ubikvitinace,

oxidace Ci glykosylace (Buée a kol., 2000, Martin a kol., 2011).

O-glykosylace je charakterizovana pridanim O-vazaného
N-acetylglukosaminového (O-GIcNAc) zbytku na serin nebo threonin v blizkosti
prolinovych zbytku tau proteinu pomoci N-acetylglukasamintransferasy. Reakce
ovliviiuje interakci tau stubulinem, reguluje transkripci, bunélny cyklus
a je dllezita pro sestaveni proteinovych komplext (Buée a kol., 2000). Fosforylace
a O-glykosylace mohou mit ovS8em iopacné ucinky. Stechiometrické zmény
v N-acetylglukosaminovém zbytku mohou ménit funkci tau a vést k degradaci tau
proteint (Buée a kol., 2000).

Tau proteiny se za normalniho stavu vazi na mikrotubuly v axonech, coz
je regulovano nékolika mechanismy. Mezi jeden ztéchto mechanismi
patfi mikrotubularni retrogradni zachranna bariéra (v po¢ate¢ni €asti axonu), ktera
udrzuje tau v axonu. Bariéra zachycuje tau, ktery difunduje cytosolem v axonalni
komore. Hyperfosforylace tau muze zpUsobit nespravné zarazeni rozpustného tau
do somatodendritického prostoru (Arendt a kol., 2016). V takovém pfipadé vznikaji
NFT a naruSi se integrita buné¢né membrany. Hyperfosforylace tau proteinu
snizuje schopnost tau navazat se na tubulin, coz vede k dezorganizaci mikrotubult
(Obr. 4). Poruchy transportu mikrotubul( v axonech ovliviuji mitochondrie, které
se hromadi v somatodendritické Casti a nevznika dostatek energie v axonech.
Vznikaji dysfunkéni synapse, dochazi k degeneraci axonu neuronu a ke ztraté
synapsi (Avila, 2008, Igbal a Grundke-lgbal, 2008, Voelzmann a kol., 2016,
Kopeikina a kol., 2012).
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2.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejCastéjSi tauopatii, vyznacujici se poruchou
paméti a kognitivnich schopnosti. AD a pfibuzné tauopatie jsou histopatologicky
charakterizovany ztratou synapsi a pomalou, progresivni neurodegeneraci.
Onemocnéni je spojeno s akumulaci intracelularnich NFT a také s extracelularnim
ukladanim senilnich plakud tvofenych z vlaken B-amyloidniho peptidu (AB) (Obr. 4)
(Maccioni a kol., 2001, Czech a kol., 2012, LaFerla a kol., 2007). Senilni plaky
a NFT jsou pfitomny hlavné v oblastech mozku, které jsou dulezité pro uceni,
pamét aemocni chovani — v entorinalni kafe, hipokampu, pfednim mozku

a amygdale (Mattson, 2011).

Zdravy neuron Neuron pfi Alzheimerové chorobé

Hyperfosforylovany
ini ¥ tau
Tau proteiny Senilniplaky T =0
AN b7 ,‘)y‘
L3 /o, ol
\.,Q',)g f;( 2 g 0
et S o
q AR g T N ~ . 2
A s Zod e RS /= Dezorganizovane
- —~ A /,é// 7/ mikrotubuly
2 Mikrotubuly \i o it
Zdravy mozek Mozek pfi pokroéilé Alzheimerové chorobé
'l ) B o Ubytek mozkové kiiry
p A0 8= ;
4 NN = ¢ S )
i S g ZyétSené mozkové komory
' 11 / N W
T s 3 v

Hipokampus 5V N
5 ) Zmenseny hipokampus

Obr. 4 Porovnani neuronu a mozku (zdravy/ovlivnény AD). Zdravy neuron ma mikrotubuly
stabilizované tau proteiny. Pfi onemocnéni AD dochazi k hyperfosforylaci tau proteint, ¢imz
se snizuje schopnost tau navazat se ktubulinu adochazi k dezorganizaci mikrotubul(. Tau
proteiny se nasledné ukladaji ve formé neurofibrilarnich klubek. Dochazi rovnéz k extracelularnimu
ukladani plakd B-amyloidnich peptidd. V mozku postizeném AD je patrny ubytek mozkové tkané
oproti zdravému mozku (Upraveno podle: Morreale, 2015).
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Mozek postizeny AD prochazi fadou dalSich strukturalnich a funkénich zmén,
které vedou ke smrti neurond. Dochazi k zanétlivym reakcim a oxidativhimu
stresu, ktery je charakterizovan zvySenou peroxidaci membran, zvySenou oxidaci
proteinl a zménami hladiny antioxidacnich enzymu. Kromé toho se akumuluji
vapenaté ionty a dochazi k porucham funkce transportniho systému bunky
(LaFerla a kol., 2007, Varadarajan a kol., 1999).

Vznik AD ovliviiuji genetické (70 %) a environmentalni (30 %) pfFiciny.
Do prvni skupiny se fadi geny zodpovédné za sporadickou formu onemocnéni
(SAD) a geny spojené s rodinnou anamnézou onemocnéni (familiarni AD, FAD).
FAD predstavuje asi 5az 10 % vSech pfipadi AD s charakteristickymi ¢asnymi
projevy patogeneze acasnym nastupem demence (pfiblizné 40 let).
Je za ni zodpovédny gen APP (kédujici amyloidni prekurzorovy protein),
lokalizovan na 21. chromozomu, dale gen PSEN1 (kédujici presenilin 1) a PSEN2
(kodujici presenilin 2). VSechny vySe uvedené geny ovliviiuji metabolismus nebo
stabilitu AB, dédi se autozomalné dominantné a jsou vyuzivany Kk vytvoreni
transgennich mysich modeld AD. Gen APOE (kédujici apolipoprotein E)
je zodpovédny za SAD. V souCasné dobé se predpoklada, ze APOE je rizikovym
faktorem jak pro SAD, tak pro FAD s pozdnim nastupem projevl nemoci. Dalsi
faktory, které souvisi s pFiinou vzniku onemocnéni, jsou poruchy metabolismu
lipidu, biothiolu a poruchy transportu metaboliti (Dorszewska a kol., 2016,
Maccioni a kol., 2001, LaFerla a kol., 2007).

Proteolytickym $tépenim amyloidniho prekurzorového proteinu (APP)
skupinou enzymu nazvanych a, B a y-sekretasy muze vznikat Ap (LaFerla a kol.,
2007, Dorszewska a kol., 2016) v zavislosti na metabolické draze — déli
se na amyloidogenni a neamyloidogenni (LaFerla a kol., 2007). AB je fibrilarni
peptid odélce 38-43 aminokyselin. Isoformy amyloidu [ o délce
40 a 42 aminokyselin vykazuji nejvétsi neurotoxické ucinky (Varadarajan a kol.,
1999, Zhang Y. a kol., 2011).

AB peptid byl vpoloviné osmdesatych let identifikovan jako slozka
extracelularnich amyloidnich plakd, pozdéji se vSak potvrdila existence
intracelularnich AB a bylo prokazano, Ze jejich akumulace pFedchazi tvorbé

extracelularnich plakd. Intracelularni akumulaci a produkci AR podnécuje vazba
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AB na a7 nikotinovy acetylcholinovy nebo apolipoproteinovy receptor.
Intracelularni AB jsou tvofeny jako monomery, ale agreguji se do komplexd,
vyskytujici se ve formé& dimeru, trimerQ, protofibril i fibril s vy$8i molekulovou
hmotnosti. Na transgennich mysSich modelech bylo zjisténo, Ze oligomery pusobi
na vznik plakd nejvice, jelikoZz naruSuji synaptické funkce v burice. Mohou rovnéz
pfispivat ke vzniku NFT a poSkozeni DNA a RNA (LaFerla akol.,, 2007,
Dorszewska a kol., 2016).

2.3 Metabolomika

Metabolomika je védni obor, ktery se zabyva analyzou nizkomolekularnich
metabolitdl (<1500 Da) v konkrétnim Case (Wishart a kol., 2007). Lze analyzovat
extracelularni metabolity (footprinting) a intracelularni metabolity (fingerprinting)
(Pinu a Villas-Boas, 2017) v urc€itém organu ¢i organismu. Podobny pfistup
komplexni analyzy existuje pfi zkoumani genl (genomika), transkribované RNA
(transkriptomika) a proteint (proteomika) (viz Obr. 5) (Hollywood a kol., 2006).

Pfipona "—om" oznaCuje celistvost a védy zaloZzeny na téchto pfistupech jsou

seskupeny pod oznacenim "omiky" (Amaro a kol., 2016).

MR, ceveeees Transkriptom

v v

Enzym e Proteom
’ \
L.-’

Substrat = Produkt - Metabalom

Obr. 5 Centralni dogma molekularni biologie (v levé Casti) a zaroven schéma toku informaci
od genotypu k fenotypu v bunce, které odpovida schématu v pravé €asti — zajmy omickych véd
(upraveno podle: Hollywood a kol. 2006).
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2.3.1 Metabolomicka analyza

Experiment se obvykle sklada z nasledujicich krokd: sbéru vzorkl, extrakce,

analyzy, redukce dat a statistického zpracovani (Mushtaq a kol., 2014).

V prvnim kroku jsou sbirany vzorky (napf. plazma, mozkomisni mok nebo
tkané) (Kaddurah-Daouk a kol., 2008). Odbér vzorkl pro metabolomickou analyzu
by mél probéhnout co nejrychleji. Metabolické zmény se v Zivém organismu déji
neustale a po odbéru vzorku také, coz je nezadouci (mohou zménit pUvodni
metabolicky profil), mély by byt tedy pohotové zastaveny veSkeré metabolické
procesy. Vzorky mohou byt poté dlouhodobé uchovany pfi -80°C (Mushtaq a kol.,
2014).

Pro dosazeni ucinné extrakce, coz je dalSi dulezity krok metabolomické
analyzy, by mély byt vzorky zhomogenizovany. Cilem extrakce je zisk
maximalniho poctu metabolitll ze vzorku, ¢ehoz Ize dosahnout pouzitim rliznych
kombinaci rozpoustédel (Mushtaq a kol., 2014), rozmanitych metod a analytickych
technik. Pouzivana je napfiklad kapalinova (LC) a plynova chromatografie (GC),
kapilarni  elektroforéza (CE), nuklearni magneticka rezonanéni (NMR)
spektroskopie a hmotnostni spektrometrie (MS). Zadna z téchto technik nem(ize
vystihnout v8echny metabolomické informace ve vzorku, proto se k rozSifeni

poznatkl o analytu vyuzivaji jejich kombinace (Kaddurah-Daouk a kol., 2008).

GC, LC nebo CE jsou separacni techniky (Kaddurah-Daouk a kol., 2008),
zajistujici vysokou citlivost metody a specificnost. Separace pomoci GC je idealni
pro sledovani metabolitl s nizkou molekulovou hmotnosti a vysSi tékavosti,
vyzaduje vSak komplexni Upravu vzorku pfed analyzou. Separace pomoci LC

je vhodna pro analyzu hydrofilnich i hydrofobnich metabolitl (Zhou a Yin, 2016).

Po separaci nasleduje detekce napfiklad pomoci MS ¢ NMR. Poté lze
ziskana data procesovat pomoci ruznych softwart, napfiklad MathDAMP,
MetAlign, MZMine nebo XCMS (Kaddurah-Daouk a kol., 2008, Patti a kol., 2012).

Data se posléze vyhodnocuiji a statisticky zpracovavaiji.
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2.3.2 Cilena metabolomicka analyza

Postupy cilené metabolomické analyzy umoziuji ve vzorku analyzovat konkrétni
metabolity, které jsou pfedmétem zajmu (Patti a kol., 2013) a jejichz chemickeé

slozeni je obvykle pfedem charakterizovano (Roberts a kol., 2012).

Tento pfistup je zaloZzen na médu sledovani produktu rozpadu iontu (MRM)
u kazdého cilového metabolitu (Bajad a Shulaev, 2007). Jednotlivé metabolity jsou
specifikovany urcitymi parametry. Molekuly analyzovanych metabolitd (nejCastéji
desitky az stovky slou€enin) je nutné rozliSit od jinych interferujicich sloucenin
napfiklad na zakladé chemického posunu v . NMR spektru, podle doby separace
slou€eniny — tedy podle retencniho ¢asu (RT) v chromatografii nebo podle déleni
analytd na zakladé poméru hmoty k naboji (m/z) v hmotnostnim spektrometru
(Kaddurah-Daouk a kol.,, 2008, Lu a kol., 2008). Obecné se pouziva

chromatograficka separace, nasledovana citlivou MS (Dunn a Ellis, 2005).
2.3.3 Necilena metabolomicka analyza

Zamér necilené metabolomické analyzy je detekce a komplexni zobrazeni v8ech
latek obsazenych ve vzorku, coz zahrnuje analyzu znamych metabolitli a také
metabolitl, které jsou opakované detekovany, ale nebyly dosud identifikovany.
Neni tedy znama identita a chemické sloZeni analytl (Bajad a Shulaev, 2007,
Kaddurah-Daouk a kol., 2008, Patti a kol., 2013).

Ugelem necilené analyzy je vytvofeni souhrnného profilu, coz je zdroj
velkého mnozstvi informaci a je obtizné interpretovatelny. Existuji proto databaze,
do kterych jsou vkladany informace o spektrech z analyz riznych vzorku (Patti
a kol., 2013) a zahrnuiji identitu metabolitd nebo popis jejich vlastnosti. Pfikladem
je databaze METLIN, ktera je urCena pro archivaci, vizualizaci a analyzu dat
metabolitl. Poskytuje informace z vice biologickych zdroju o struktufe a fyzikalnich
udajich znamych endogennich metabolitd (velikosti 100 az 1200 daltonu).
Databaze dale obsahuje vysoce presné udaje spekter z Fourierovy transformacni
MS zrlznych tkani, spektra tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS)
znamych metabolitu, profily LC-MS ze Sirokého spektra vzorkl a metody jejich
zpracovani (Smith a kol., 2005).
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2.4 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je analyticka metoda, jejiz princip je zalozen
na separaci latek v analyzovaném vzorku. Analyzované latky rozpusténé v mobilni
fazi interaguji se stacionarni fazi (ktera je obsazena v separacni koloné) a riznou
mérou jsou tak zadrzovany. Slozeni a charakter mobilni a stacionarni faze ovliviuji
retenci latek. Molekuly silné interagujici se stacionarni fazi se zadrzi v koloné déle
nez molekuly, které se stacionarni fazi interaguji malo nebo vibec (Jandera,
2011).

V souCasnosti je hojné vyuzivanym typem vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) (Jandera, 2011) a pfedevSim ultra-vysokoucinna
kapalinova chromatografie (UHPLC), umoznujici sniZzeni spotfeby rozpoustédel
ve srovnani s HPLC. Poskytuje rovnéz lepSi chromatografické rozliSeni, vySSi

citlivost a kratSi ¢as analyzy (Cielecka-Piontek a kol., 2013).

Pfi pouziti kombinovaného systému LC-MS/MS se nejdfive separuji
metabolity pomoci kapalinové chromatografie, ktera je nasledovana jejich
analyzou v hmotnostnim spektrometru (Zhou a Yin, 2016). Vysledkem jsou
chromatogramy zavislosti intenzity signalu na cCase. Kvantifikace slozek

je provadéna na zakladé plochy pikl (Jandera, 2011).
2.5 Hmotnostni spektrometie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka metoda, poskytujici kvalitativni
(strukturni) i kvantitativni informace o molekulach analytu ve formé iontl
(Ho a kol., 2003), které jsou separovany podle poméru jejich hmotnosti k naboji
(m/z) v hmotnostnim spektrometru. Nasledné jsou tyto nabité Castice detekovany
(Grebe a Singh, 2011, Dunn a Ellis, 2005) a vytvofeny hmotnostni spektra, podle
kterych mUze byt analyt identifikovan a dale charakterizovan (Kaddurah-Daouk
a kol., 2008).
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Analyza biologickych vzorkl pomoci MS se sklada ze ¢tyf zakladnich krokud
(viz Obr. 6):

1. Pevnny, kapalny nebo plynny vzorek (analyt) vstupuje do zafizeni pro vstup

vzorku spole¢né s matrici (napfiklad mobilni faze z LC).

2. Analyty jsou ionizovany v iontovém zdroji a pfechazeji do plynné faze. Vznikaji
kladné nebo zaporné nabité molekularni ionty (M*, M~), aduktové ionty ([M+H],
[M-H]', [M+CH5]", [M+NH4]", [M+HCOO] ap.) nebo fragmenty ionizované

molekuly (v pfipadech méné stabilnich latek).

3. lonty pfechazeji do hmotnostniho analyzatoru a oddéluji se na zakladé m/z.
Analyzatory jsou zalozeny na rGznych principech. Prvnim typem jsou analyzatory,
které pribézné v Case oddéluji ionty a vysilaji je k detektoru (kvadrupodlové
analyzatory nebo sektorové pristroje). Druhou skupinu tvofi analyzatory
s transmisi v8ech iontd souCasné do letové trubice. V trubici dochazi k separaci
iontd v dusledku rozdilné doby letu k detektoru (Quadrupole Time of Flight,
Q-TOF). Dalsi skupinu tvofi analyzatory zachycujici ionty v cele ¢i pasti

(elektrostaticka iontova past — Orbitrap nebo iontové cyklotronova rezonance, ICR)

4. lonty jsou detekovany a kvantifikovany pomoci detektoru. ICR a Orbitrap
vyuzivaji Fourierovu transformaci a kombinuji analyzator a detektor v jedné méfici
cele (Grebe a Singh, 2011, Friedecky a Lemr, 2012).

Vstup lontovy Hmothostni Detektor —
zdroj analyzator o

Vakuowvy
systém

Obr. 6 Schéma postupu analyzy vzorku pomoci hmotnostni spektrometrie
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2.5.1 lontovy zdroj

lontovy zdroj hmotnostniho spektrometru slouzi k ionizaci analyzovanych molekul
na kladné nebo zaporné nabité ionty, které poté pokracuji do dalSich ¢asti pFistroje
(Ho a kol., 2003). Déli se na zdroje s tvrdou a mékkou ionizaci. Do prvni skupiny
patfi napfiklad elektronova ionizace (El), druha skupina zahrnuje napfiklad
elektrosprej (ESI), APPI, APCI, MALDI nebo DESI (Friedecky a Lemr, 2012). NizZe
je popsana metoda ionizace pomoci ESI, jelikoz byla vyuZita jak pfi cilené, tak

necilené analyze.

Pfi ESI (Obr. 7) je analyt rozpustén v rozpoustédle a tento roztok prochazi
pfes kapilaru pod vysokym napétim (2-5 kV). Na hrotu elektrody (kapilary) maji
kapi¢ky mobilni faze i analyt stejnou polaritu, vytvafi tzv. Tayloriv kuzel, ktery
je nasledné rozprasen diky zmlZzovacimu plynu o zvySené teploté. Vznikaji nabité
kapicky (kladného nebo zaporného naboje), jejichz povrchovy naboj se zvysSuje
vlivem proudu plynu o zvySené teploté, ktery z nich odpafuje rozpoustédlo.
Dochazi takto ke zmens$eni povrchové velikosti kapi¢ek (poCet naboju v nich
se vS8ak neméni). Coulombické odpuzovani v uritétm okamziku pFekona
povrchové napéti, dochazi k explozi nabitych kapi¢ek a vznikaji ionty v plynné fazi
(Lu a kol.,, 2008, Friedecky alLemr, 2012). ESI| pracuje v pozitivnim nebo
negativnim iontovém rezimu, kdy je k iontu pfidan proton nebo je naopak proton

z iontu odtrzen (Dunn a Ellis, 2005).
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Obr. 7 Mechanismus elektrosprejové ionizace (upraveno podle: Ho a kol., 2003).



2.5.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory bézné pouzivané pro studium metabolomu se déli
na analyzatory s nizkym rozliSenim a vysokym rozliSenim. Trojity kvadrupdl (QqQ)
je pfikladem techniky s nizkym rozliSenim. Mezi techniky s vysokym rozliSenim
(HRAM) patfi Q-TOF, Orbitrap nebo ICR (Zhou a Yin, 2016).

Kvadrupdlovy analyzator (viz Obr. 8) je sestaven ze Ctyf paralelnich
kovovych tyCi. Kazda dvojice protilehlych tyCi je elektricky spojena. V urcitém Case
maji stejposmérné napéti o stejné velikosti a na diagonalné umistény par tycCi
je aplikovano stfidavé napéti. Vysledné elektrické pole zplsobuje, Ze se ionty
pohybuji dopfedu a v roviné x-y. Amplituda kmitani je zavisla na poméru m/z, ktery

je ovlivnén zménou napéti (Ho a kol., 2003)

Kvadrupolové tyée Detektor

Vystupni $térbina

lon se stabilni trajektorii
(je detekovan)

Zdrojova $térbina lon s nestabilni trajektorii
(neni detekovan)

Obr. 8 Kvadrupolovy hmotnostni analyzator. lon se pohybuje ze zdroje a osciluje v prostoru mezi
4 tyCemi smérem k detektoru. (Upraveno podle: http://www.chm.bris.ac.uk/ms/quadrupole.xhtml)
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Orbitrap se sklada z tenkovrstvé centralni elektrody, elektricky izolované
vnéjSi valcové elektrody a dvou koncovych elektrod. Mezi specialné tvarovanymi
vnéjSimi a vnitfnimi elektrodami vznika stejnposmérné napéti. Stabilni trasy iontd
zahrnuji obézny pohyb kolem centralni elektrody. Sou€asné ionty kmitaji ve sméru

z a frekvence kmitl je umérna poméru m/z(Ho a kol., 2003, Ho a kol., 2005).

Obr. 9 Hmotnostni analyzator Orbitrap. lonty jsou vstfikovany do Orbitrapu v bodé oznaceném
Cervenou Sipkou kolmo na osu z a pohybuji se kolem elektrody (osa r) (Pfevzato z: Ho a kol.,2005).
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Tandemovy hmotnostni spektrometr (MS/MS) umoziiuje identifikaci
a predevsim kvantifikaci metabolitd (Dunn a Ellis, 2005). Kombinuje hmotnostni
analyzatory, coz poskytuje fadu vyhod. Pfikladem je jiz zminény QqQ, Q-TOF
nebo kvadrupdl s Orbitrapem. Trojity kvadrupdl muze pracovat v rezimu skenu
produktovych iontl, skenu prekurzorovych iontl, skenu neutralni ztraty nebo MRM
(Friedecky a Lemr, 2012).

QqQ vrezimu MRM obsahuje dva kvadrupolové hmotnostni analyzatory,
které jsou oddéleny kolizni celou (viz Obr. 10). Prvni kvadrupdl (Q1) slouzi jako
filtr. Ze vzorku je vybran specificky molekularni ion podle hodnoty m/z, vstupuje
do kolizni cely (druhy kvadrupdl, Q2), v niz dochazi k interakci s koliznim plynem
(argonem nebo dusikem) a ion se fragmentuje na produktové ionty. Treti
kvadrupdl (Q3) funguje jako Q1 a propousti pouze vybrané ionty vytvofené v Q2,
které jsou nasledné detekovany v detektoru (Ho a kol., 2003, Lu a kol., 2008).

i Kalizni
Zdroj | =e | MS1(Q1)| = cela razy || MS2(Q3] [ | Detektor

Obr. 10 Schéma analyzatoru tandemového hmotnostniho spektrometru (Upraveno podle: Grebe
a Singh, 2011).

2.5.3 Detektor

Detektory Ize rozdélit do dvou skupin podle schopnosti zaznamu iontl. V prvni
skupiné jsou zafazeny detektory, které zaznamenavaji vSechny ionty bez ohledu
na velikosti m/z. Tyto detektory méfi elektricky proud, ktery vznika pfi srazce iontu
s dynodou a poté je proud zesilen pomoci elektronového nasobiCe. Do druhé
skupiny patfi detektory, které jsou schopny zaznamenat ionty i ve vztahu
k velikosti m/z. V této skupiné je zafazena ICR a Orbitrap. lonty jsou detekovany
jako komplexni obraz vSech pfitomnych iontl s riGznymi hodnotami m/z. Pfi€inou
je indukce proudu v dusledku pohybu iontd v hmotnostnim analyzatoru a signal

je poté zpracovan Fourierovou transformaci (Friedecky a Lemr, 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Acetonitril (LC-MS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), amoniak 25% (LC-MS,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), isopropylalkohol (IPA) (LC-MS,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), kyselina octova (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), methanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), terc-buthyl(methyl)ether (MTBE) (LC-MS,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), voda (LC-MS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA).

3.2 Pristrojové vybaveni

Magnetickd micha¢ka (MSH-300, Biosan, Loty$sko), pH metr (Cyberscan pH 510;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), chlazena centrifuga (Rotina 410;
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Némecko), tfepacka (PSU-10i, Biosan,
LotySsko), vortex (IKA Works, USA), lyofilizator (FreeZone; Labconco, USA),
kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA),
tandemovy hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500 (SCIEX, Framingham, MA,
USA) a hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, Franklin,
MA, USA).
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3.3 Biologicky material

V experimentu byla pouzita plazma potkanu specialniho kmene SHR24
(spontanné hypertenzni krysy) s mutaci v genu MAPT kodujici lidsky zkraceny tau,
konkrétné isoformu 3R (Levarska a kol., 2013). Z celkového poctu
17 transgennich zvifat bylo 15 samiek (F) a 2 samecci (M) o stafi
14 az 15 mésicl. Sestnact zdravych potkant neboli kontrol (C) se lisili stafim, kdy
byla zvifeti plazma odebrana. Kontroly C1 az C4 (F) byly pfi odbéru vzorku staré
14 mésicua, C5, C6 (F) i C7 a C8 (M) 15 mésicu a C9 az C16 (F) 16 mésicu. Odbér
vzorki C9 az C16 probéhl téméf o rok pozdéji ve srovnani s ostatnimi vzorky
(Tab. 3). Veskeré vzorky plazmy byly poskytnuty PharmDr. Andrejem Kovacem,
PhD. z Institutu neuroimunologie Slovenské akademie véd. Zvifata byla chovana
ve standardnich laboratornich podminkach s volnym pfistupem k vodé i potravé
a méla 12 hodinovy cyklus svétla (zaCinajici v 7:00) s nasledujicim 12 hodinovym
cyklem tmy. Ze srdce potkana byly odebrany vzdy pfiblizné 4 ml krve,
a to po anestezii smési tiletaminu/zolazepamu a xylazinu. Krev byla odstfedéna
(10 minut, 5000 rcf, 4 °C), vzorky plazmy byly nasledné zmrazeny v tekutém

dusiku a uchovany pfi -80 °C v hlubokomrazicim boxu.

Tab. 3 Pocet, oznadeni a stafi transgennich (SHR24) a kontrolnich (SHR) potkand.

PoCet OznacCeni PocCet Oznaceni Stari Datum Datum
Fa F2 MP MP (mésice) narozeni  odbéru
SHR24 13 T1-T13 0 - 14 9/2015  11/2016
2 T14,T15 2 T16, T17 15 10/2015 1/2017
SHR 4 Cl-C4 0 - 14 9/2015  11/2016
2 C5, C6 2 C7,C8 15 10/2015 1/2017
8 C9-Cl16 0 - 16 8/2016  12/2017
a— samicka
b samecek

31



3.4 Postup cilené metabolomické analyzy
3.4.1 Extrakce metabolita

Vzorky plazmy byly rozmrazovany pfi 4 °C cca 60 minut, nasledné byly kratce
zvortexovany a poté bylo zkazdé mikrozkumavky odebrano 40 uyl plazmy.
Nasledovala precipitace plazmatickych proteinti 80% methanolem temperovanym
na -80 °C (v poméru 1:4 — 40 yl plazmy a 160 pl methanolu). Vzorky byly znovu
protfepany na vortexu a inkubovany do nasledujiciho dne v hlubokomrazicim boxu
pfi -80 °C. DalSi den byly vzorky centrifugovany 10 min pfi 4 °C a 14 000 rcf.
Z kazdého vzorku bylo odebrano 130 ul supernatantu do Cisté vialky. Vzorek
kontroly kvality (QC) byl pfipraven smichanim 6 pl supernatantu jednotlivych

vzorkd.
3.4.2 LC-MS/MS

Chromatograficka separace byla provedena na pfistroji UltiMate 3000 RS (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA) s pouzitim kolony Luna s aminopropylovou stacionarni fazi
(NH2) (Phenomenex, CA, USA), ktera byla temperovana na teplotu 35 °C, jeji
délka byla 100 mm, pramér 2 mm a Castice stacionarni faze mély velikost 3 um.
Nastfik vzorku/QC byl 2 pl. QC vzorek, byl méfen opakované za kazdym tfetim
vzorkem plazmy. Mobilni fazi A tvofil roztok octanu amonného koncentraci
20 mmol/l. Jeho pfiprava byla nasledujici: do 0,5 | vody bylo pfidano 0,572 mi
kyseliny octové a titrovano amoniakem na pH 9,75. Mobilni fazi B byl acetonitril.
Pro eluci byl aplikovan gradient o pratokové rychlosti mobilni faze 0,3 mi/min.
Prabéh eluce z vodné do acetonitrilové faze je znazornén v Obr. 11. Chromatograf
byl spojen s tandemovym hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500 (SCIEX,
Framingham, MA, USA). Trojity kvadrupdl pracoval v rezimu MRM. lontovy zdroj
byl typu ESI s parametry napéti na kapilafe +5500 V a -4500 V. Tlak susiciho
plynu byl 40 psi, zmizovaci plyn mél tlak rovnéz 40 psi a jeho teplota byla 400 °C.
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Obr. 11 Pribéh gradientové eluce vysokouc¢inné chromatografie u cilené metabolomické analyzy.
Mobilni faze A: 20 mmol/l octan amonny o pH 9,75 (oblast nad kfivkou), mobilni faze B: acetonitril
(oblast pod kfivkou). Na pocatku analyzy byl podil zminénych mobilnich fazi 95 % B a5 % A,
nasledovalo linearni snizeni mobilni faze B na hodnotu 10 % a zvy3eni mobilni faze A na 90 %.
Do étrnacté minuty analyzy byl podil mobilnich fazi navracen na pocate¢ni stav, ktery zlstal
neménny az do konce analyzy.

3.4.3 Zpracovani dat a statisticka analyza

Naméfena data byla procesovana v softwaru MultiQuant™ 3.0 (AB Sciex,
Framingham, MA, USA). Identifikace byla provedena podle specifickych m/z
pfechodi a RT kazdého analytu. Jejich relativni kvantifikace probéhla integraci
ploch zaznamenanych pikd. Vysledna tabulka metabolitd byla exportovana
ze softwaru MultiQuant do softwaru R (verze 3.1.2) ke zpracovani dat
a statistickému vyhodnoceni. Metodou LOESS ,locally weighted regression“ byla
nejdfive provedena interpolace dat, slouzici k odstranéni systematické chyby.
Z QC vzorku byly vypocteny varia¢ni koeficienty (CV) a metabolity s CV vySSimi
nez 30 % byly vyfazeny z dalSiho statistického zpracovani. Na data byla nasledné
aplikovana clIr transformace (centred log ratio) a poté byla centrovana na nulu.
Pomoci t-testu byla vypoc¢tena hodnota p a nasledovala Bonferroniho korekce.
K vizualizaci dat byla provedena analyza hlavnich komponent (PCA), dale byla
na data aplikovana diskriminaéni analyza pomoci ortogonalni projekce
do latentnich struktur (OPLS-DA) a rovnéz byly zhotoveny boxploty neboli
krabicové grafy.
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3.5 Postup necilené lipidomické analyzy
3.5.1 Extrakce lipidt

Vzorky plazmy byly rozmrazovany pfi 4 °C cca 60 minut, nasledné byly kratce
zvortexovany a poté bylo zkazdé mikrozkumavky odebrano 40 uyl plazmy.
Nasledné bylo pfidano ke kazdému vzorku 320 pl smési terc-buthyl(methyl)etheru
a methanolu v poméru 5:1 a vzorky tfepany na tfepacce 60 minut pfi laboratorni
teploté a 240 RPM. Po pfidani 80 pyl LC-MS vody do kazdé mikrozkumavky byly
vzorky znovu umistény na tfepacku na 10 minut. Nasledovala centrifugace (10 min
pfi 4 °C a 14 000 rcf), poté byly vzorky lyofilizovany a inkubovany do nasledujiciho
dne v hlubokomrazicim boxu pfi-80 °C. Dal8i den byl kazdy vzorek rozpustén
v 50 yl smési isopropylalkoholu, acetonitrilu a LC-MS vody v poméru 2:1:1. Poté
byly vzorky protfepany na vortexu a pfepipetovany do vialek. QC byl pfipraven

smichanim 12 pl extraktu z jednotlivych vzorka.
3.5.2 Orbitrap LC-MS

Vzorky byly analyzovany pomoci kapalinového chromatografu UltiMate 3000 RS
(Dionex, Sunnyvale, CA, USA) s pouzitim kolony BEH C18 (Waters, Milford, MA,
USA), ktera byla temperovana na teplotu 55 °C. Kolona méla Castice stacionarni
faze o velikosti 1,7 ym, délku 100 mm a prumér 2,1 mm. Objem jednoho nastfiku
vzorku byl 2 pl a stejné tak nastfiku QC, ktery byl méfen opakované za kazdym
tretim vzorkem. Mobilni fazi A tvofila smés acetonitrilu a vody v poméru 6:4
s pfidavkem 10 mM mravenanu amonného (377,2 pl kyseliny mravenci
a 188,6 yl amoniaku). Mobilni fazi B byla smés isopropanolu a acetonitrilu
v poméru 9:1, rovnéz s pridavkem 10 mM mravencanu amonného. Pro eluci byl
aplikovan gradient o pritokové rychlosti mobilni faze 0,4 mi/min. Pribéh eluce
mobilnich fazi je znazornén v Obr. 12. Chromatograf byl spojen s hmotnostnim
spektrometrem Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, Franklin, MA, USA).
Mé&rfeni probihalo v pozitivnim mdédu, skenovaci rozsah byl 100 —-1600 m/z
a rozliSeni 120 000 FWHM. lontovy zdroj (typu ESI) byl nastaven na tyto
parametry: teplota zdrojové kapilary 350 °C, teplota sprejovaci kapilary 300 °C,
prutok ,sheath® plynu 40 AU, pratok pomocného plynu 15 AU a zdrojové napéti
na kapilare 3 kV.
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Obr. 12 Prubéh gradientové eluce vysokoucinné chromatografie u necilené lipidomické analyzy.
Mobilni faze A: smés acetonitrilu a vody v poméru 6:4 s pfidavkem 10 mM mraven€anu amonného
(oblast nad kfivkou), mobilni faze B: smés isopropanolu a acetonitrilu v poméru 9:1, rovnéz
s pfidavkem 10 mM mravenéanu amonného (oblast pod kfivkou). Na pocatku analyzy byl podil
mobilnich fazi 40 % B a 60 % A, nasledovalo zvySovani faze B az na hodnotu 100 % a zaroven
snizeni mobilni faze A na 0 %. V osmnacté minuté analyzy byl pomér fazi prudce navracen
na pocatec¢ni stav, ktery zlstal neménny az do konce analyzy.

3.5.3 Zpracovani dat a statisticka analyza

Naméfena data byla procesovana v softwaru Compound Discoverer 2.1 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Schéma procesovaciho postupu (workflow)
je znazornéno v Obr. 13. Po nacteni dat do softwaru byla vybrana hmotnostni
spektra, byly srovnany RT mezi jednotlivymi analyzami (s maximalnim posunem
RT 0,5 min). Nasledovala detekce neznamych slouCenin o minimalni hodnoté
intenzity iontd 1000, hmotnostni toleranci 10 ppm a 30% toleranci intenzit izotopu.
Mezi povolenymi aduktovymi ionty v analyze byly ionty [2M+ACN+H]*
[2M+ACN+Na]*; [2M+H]*;  [2M+K]";  [2M+Na]"; [2M+NH4]*;  [M+ACN+H];
[M+ACN+Na]*; [M+H]*; [M+K]*; [M+Na]* a [M+NH4]*. V dalSim kroku procesu byly
slou€eny adukty patfici jedné neznamé slouceniné (hmotnostni tolerance 10 ppm,
RT tolerance 0,5 min). Nasledné byly vyplnény mezery nulovou hodnotou — pokud
nebyla slou€enina v urditém vzorku detekovana (a v jiné analyze ano), byly
integrovany takeé piky pod nastavenymi limity. Dale byly normalizovany plochy piku
na zakladé QC vzorkl (linearni regresni model, s 30% minimalni QC coverage
amaximalni 50% QC area RSD - relativni standardni odchylka). Poté byly

oznaceny slouceniny obsazené v pozadi vzorkl (blank). Zaroven bylo predikovano
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slozeni sloucenin (s hmotnostni toleranci 10 ppm a 30% toleranci intenzit izotopa).
Na zaveér byla softwarem vyuzita databaze ChemSpider, ktera poskytuje informace
o chemické struktufe slouceniny. Vysledna tabulka slou€enin byla exportovana
ze softwaru Compound Discoverer do softwaru RStudio (verze 1.0.143)
ke statistickému zpracovani. Postup statistického zpracovani je shodny

S postupem u cilené metabolomické analyzy.

1) “‘H Input Files ]
\

Select Spectra

\d

Align Retention Times

\d

Detect Unknown
Compounds

4)

<

A

Group Unknown

Compounds

5) (@.
i \
[

'

{
10 { (> Search ChemSpider J

Hormalize Areas J

Mark Background
Compounds

Obr. 13 Schéma pracovniho postupu v softwaru Compound Discoverer: 1) nacteni dat, 2) vybér
hmotnostnich spekter, 3) srovnani retenCnich €ast mezi jednotlivymi analyzami, 4) detekce
neznamych sloucenin, 5) slouceni aduktl patfici jedné neznamé slou¢eniné (hmotnostni tolerance
10 ppm, RT tolerance 0,5 min), 6) doplnéni nulovych hodnot — integrace piku pod nastavenymi
limity, neni-li slou¢enina v uritém vzorku detekovana, 7) normalizace ploch pikl, 8) oznaceni
sloucenin z pozadi (blanku), 9) predikce slozeni, 10) prohledani databaze ChemSpider.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo provedeni cilené a necilené metabolomické analyzy krevni
plazmy transgennich potkand s tauopatii a kontrol, s naslednym vyhodnocenim
namérenych dat. K cilenému metabolomickému pfistupu byla vyuZita technika
HPLC ve spojeni s MS/MS, k necilenému pfistupu technika HPLC ve spojeni
s Orbitrap MS. Bylo analyzovano sedmnact transgennich a Sestnact kontrolnich

vzorku krevni plazmy.

V ramci statistického vyhodnoceni byla pouZita metoda PCA, ktera spocCiva
v transformaci dat. Linearni kombinaci pavodnich proménnych jsou ziskany hlavni
komponenty znazoriujici variabilitu (proménlivost) pivodniho souboru (Meloun
a kol., 2002). Metoda je dullezitda pfi urCovani obecného chovani vzorkd bez
znalosti pfislusnosti vzorkd ke skupiné (Karlikova a kol., 2017). Boxplot umozriuje
vizualizaci dolniho kvartilu, medianu, horniho kvartilu a pfipadné odlehlych hodnot

datového souboru (Spitzer a kol., 2014).
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4.1 Cilena metabolomicka analyza

Pomoci cilené metabolomické analyzy bylo identifikovano celkem 136 metabolitd.
Na Obr. 14 je zobrazen eluéni profil vybranych acylkarnitind, aminokyselin a jejich

derivatl ve vzorku transgenniho potkana s tauopatii. Vysoka intenzita je patrna
u betainu, fenylalaninu, prolinu a tryptofanu.

intenzita [cps]
1.4e7 4
1 betain fenvialani
1267 ] enylalanin
] prolin
1.0e7 )
] isoleucin o serin
8.0e6 - | ‘ tryptofan
. Sl _
butyrylkarnitin ' N 4
6.0¢6 \ \ N tyrosin -h'St'd'_'_‘asparagin
. [ )
1 hexadekanoylkamitin'. ' ‘I
4.0e6 N _ \ utamt
oktadekanoylkarnitin . . ' ‘|‘ glutama
N\ \
2066 1 thymidin . 1\
i \ \ W\ ‘ \ )
0.0 | 1 !
1.0 2.0 3.0 4.0 50 6.0 7.0 8.0 9.0

retenéni ¢as [min]

Obr. 14 Chromatogram z cilené analyzy vzorku plazmy transgenniho potkana
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V ramci statistického vyhodnoceni byla provedena PCA (Obr. 15). Od hlavni
skupiny vzorkl se oddéluji vzorky C7 a C8 — samecci, ktefi maji odlisSny
metabolismus nez samicky. Tuto skuteCnost prokazal napfiklad Nakatomi a kol.
(1979) ve studii zabyvajici se méfenim cerebralniho laktatu, pyruvatu a ATP
u samcu a sami¢ek kmene SHR. Oddéluji se rovnéz vzorky C10, C11, C14 a C16,
které pochazeji z kontrolnich potkanu, od nichz byla krevni plazma odebrana
témér o rok pozdéji nez od ostatnich zvifat (Tab. 3). Vzorky byly uchovavany
v mrazicim boxu kratSi dobu a zaroven stafi zvifat pfi odbéru plazmy bylo nejvyssi
v porovnani s ostatnimi. Preanalytické vlivy jako odbér, transport a uchovavani
vzorkd vyznamné pusobi na vysledky analyzy (Yin a kol., 2015). Ishikawa a kol.
(2014) zjistili pfi studiu plazmatickych lipidovych profild muzi a Zzen rdzného véku,

Ze rozdilné pohlavi i vék jsou dulezitym faktorem v metabolomickych studiich.
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Obr. 15 PCA aplikovana na data ziskana ze vSech 33 vzorkd krevni plazmy u cilené
metabolomické analyzy. RGzové trojuhelniky znazorfiuji vzorky transgennich potkand, modré
Ctverce vzorky kontrolnich potkant a zelené kosoctverce pfedstavuji vzorky kontroly kvality. Soucet
hodnot pod osami grafu (44,16 %) udava procento vysvétlené variability souboru.
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Vzorky novych kontrol (C9 az C16) a samecku (C7, C8, T14 a T15) byly

odstranény ze statistického vyhodnoceni, jelikoz rozdéleni vzork( zplUsobené

preanalytickymi vlivy i rozdilnym pohlavim nejsou pfedmétem zajmu. Rozdéleni

zbyvaijicich vzorkl transgennich potkanu vac&i kontrolam metodou PCA pfi cilené

metabolomické analyze je patrné na Obr. 16.
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Obr. 16 PCA aplikovana na data po odstranéni skupiny sameckd a novych kontrol ze statistického
zpracovani u cilené metabolomické analyzy. R{zové trojuhelniky znazorfiuji vzorky transgennich
potkani a modré ¢tverce vzorky kontrolnich potkand. Soucet hodnot pod osami grafu (40,22 %)
udava procento vysvétlené variability souboru.
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Na data byla aplikovana metoda OPLS-DA (k urCeni nejvice rozdilnych
metabolitd) pro zjisténi kovariance a korelace. Podle absolutni hodnoty korelace
je v Tab. 4. sestupné sefazeno deset metabolitd nejvice diskriminujici transgenni
a kontrolni vzorky, mezi které patfi methionin, kreatinin, hydroxyoktadecenoyl-
karnitin, 2-hydroxyisobutyrat, 3-methylhistidin/N-methylhistidin, dodekanoylkarnitin,
oktadekanoylkarnitin, hydroxytetradecenoylkarnitin, fenylalanin
a tetradekanoylkarnitin. Ctyfi vySe uvedené metabolity: kreatinin,
3-methylhistidin/N-methylhistidin,  dodekanoylkarnitin  a hydroxytetradecenoyl-
karnitin byly rovné&z nalezeny mezi deseti nejvice diskriminujicimi metabolity
ve studii Karlikova a kol. (2017), kde byla zkoumana plazma transgennich potkanu
kmene SHR72. Karnitin ma zasadni vyznam pro beta-oxidaci mastnych kyselin,
coz je jedna ze zakladnich metabolickych drah. Pfenasi aktivované mastné
kyseliny pfes vnitfni mitochondrialni membranu do mitochondrie. Uvedeny proces
je vyuzivan pro mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, ze kterych vznikaji derivaty
karnitinu — acylkarnitiny (estery karnitinu). V téchto formach jsou rovnéz z bunky
odstranovany akumulované acyl-CoA pro nasledné vylou€eni ledvinami (Cibulka,
2005).
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Tab. 4 Prehled 10 metabolitl nejvice diskriminujici skupiny transgennich a kontrolnich potkant
po odstranéni vzorkl samecku a novych kontrol ze statistického zpracovani u cilené
metabolomické analyzy.

Metabolit p12 pcorrl®
methionin 0,628189 0,798587
kreatinin 1,006505 0,78751
hydroxyoktadecenoylkarnitin -1,05378 -0,75835
2-hydroxyisobutyrat -0,71094 -0,7483
3-methylhistidin/N-methylhistidin 0,692803 0,702286
dodekanoylkarnitin -0,68478 -0,68659
oktadekanoylkarnitin -0,66303 -0,68157
hydroxytetradecenoylkarnitin -0,81563 -0,68101
fenylalanin 0,548591 0,669236
tetradekanoylkarnitin -0,71332 -0,66453

aKovariance (pfispévek velikosti vysledkd modelovych komponent) reprezentovana osou x

b Korelace (spolehlivost vysledkt modelovych komponent) je reprezentovana osou y

Pro ukazku distribuce naméfenych dat byly vybrany boxploty prvnich dvou

metabolitl, které byly nejvice diskriminujici v OPLS-DA analyze.

Prvnim z metabolitd je methionin (Obr. 17), coZ je esencialni proteinogenni
aminokyselina, ktera se ziskava ze stravy. Ma velky vyznam v fadé bunécnych
funkci, napfiklad metabolit vznikajici z methioninu — glutathion je dulezity pro
ochranu bunky proti oxidaénimu poskozeni. Methionin se muze také ménit
na S-adenosylmethionin (SAM) pomoci L-methionin-S-adenosyltransferasy. SAM
je donorem methylové skupiny pfi methylaci fosfolipidl, proteini a DNA, coz jsou
reakce ovliviiujici kupfikladu regulaci genu (histonova methylace) ¢i axonalni
transport (methylace mikrotubul(l). Zmény v methylaci substratu histonu
a bunécné DNA pfispivaji k rozvoji chronické neurodegenerace. Rovnéz snizeni
plazmatickych hladin methioninu nebo jeho metabolitt muze pfispivat

k patologickému poskozeni mozku (Dash a kol., 2016).
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Obr. 17 Boxplot metabolitu methioninu u cilené metabolomické analyzy. RlZové trojuhelniky
znazornuji vzorky transgennich potkant a modré &tverce vzorky kontrolnich potkand.
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Druhou latkou diskriminujici analyzované transgenni a kontrolni vzorky
je kreatinin  (Obr. 18). Kreatinin vznikd nevratnou konverzi kreatinu
a kreatinfosfatu. ZvySena koncentrace kreatinu v plazmé nebo moci (a snizené
vylu€ovani kreatininu) bylo zaznamenano u nékterych neurosvalovych poruch
a u zivoCichll s nedostatkem vitaminu E (Spencer, 1986). Snizena hladina tohoto
vitaminu byla zaznamenana v plazmé pacientd s AD (Zaman a kol., 1992). Tyto
nalezy koresponduji s hladinou kreatininu, ktera byla pozorovana u transgennich
potkanu s tauopatii SHR72 (Karlikova a kol., 2017).
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Obr. 18 Boxplot metabolitu kreatininu u cilené metabolomické analyzy. RUzové trojuhelniky
znazornuji vzorky transgennich potkanud a modré ¢tverce vzorky kontrolnich potkand.
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4.2 Necilena lipidomicka analyza

Pomoci  necilené  metabolomické analyzy bylo detekovano celkem
1507 neznamych, potencionalnich metabolitld. Zavislost sumy intenzit iontovych

proudd v8ech m/z ve spektru na ¢ase zobrazuje TIC chromatogram (PFiloha A).

V ramci statistického vyhodnoceni byla provedena PCA (Obr. 19). Od hlavni
skupiny vzorkG se oddéluji vzorky C7, C8, T14 a T15, coz jsou kontrolni
a transgenni samecci, ktefi maji odliSny metabolicky profil nez samicky. Dale
se oddéluje skupina vzorka C9 az C16, tedy vzorky kontrolnich potkant, od nichz
byla krevni plazma odebrana témér o rok pozdéji nez od ostatnich zvirat (Tab. 3).
Mozné vysvétleni pro toto pozorovani jiz bylo zminéno u cilené metabolomické

analyzy.
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Obr. 19 PCA aplikovana na data ziskana ze vSech 33 vzorku krevni plazmy u necilené lipidomické
analyzy. RGzové trojuhelniky znazorfiuji vzorky transgennich potkan(i, modré c&tverce vzorky
kontrolnich potkanU a zelené kosoCtverce predstavuji vzorky kontroly kvality. Soucet hodnot pod
osami grafu (44,68 %) udava procento vysvétlené variability souboru.
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Vzorky novych kontrol (C9 az C16) a samecku (C7, C8, T14 a T15) byly
odstranény ze statistického vyhodnoceni, jelikoz vySe uvedené rozdéleni vzorkd,
zpusobené preanalytickymi vlivy &i rozdilnym pohlavim nejsou pfedmétem zajmu.
Rozdéleni zbyvajicich vzorkd transgennich potkand vaci kontrolam metodou PCA

pfi necilené lipidomické analyze je patrné na Obr. 20.
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Obr. 20 PCA aplikovana na data po odstranéni skupiny sameckud a novych kontrol ze statistického
zpracovani u necilené lipidomické analyzy. RUzové trojuhelniky znazorhuji vzorky transgennich
potkani a modré ¢tverce vzorky kontrolnich potkand. Soucet hodnot pod osami grafu (34,61 %)
udava procento vysvétlené variability souboru.
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Na data byla aplikovana OPLS-DA (k ureni nejvice rozdilnych metabolitd)
a nasledné byla zjiSténa kovariance a korelace. Tyto hodnoty jsou uvedeny spolu
s jejich absolutnimi hodnotami v Tab. 5. Podle absolutni hodnoty korelace
je sestupné sefazeno deset metabolitl nejvice diskriminujici transgenni a kontrolni
vzorky.
Tab. 5 Pfehled 10 neznamych metabolitt, které nejvice diskriminuji skupiny transgennich

a kontrolnich potkant po odstranéni vzorki samec¢kl a novych kontrol ze statistického zpracovani
u necilené lipidomické analyzy.

m/z? p1P pcorrl®
992,71848 -6,10354 -0,92803
1250,17733 -4,98883 -0,91222
1589,14385 7,374877 0,90219
369,35203 -4,50855 -0,90008
870,03537 -4,63491 -0,8979
997,72544 -5,39094 -0,89391
784,53952 7,212744 0,880067
104,10737 -5,7653 -0,8711
267,65144 -5,09269 -0,86934
1587,64127 5,901132 0,86612

2 Pfesna hmota neznamé latky
b Kovariance (pFispévek velikosti vysledkt modelovych komponent) reprezentovana osou x

¢ Korelace (spolehlivost vysledki modelovych komponent) je reprezentovana osou y
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Pro ukazku distribuce dat byly vybrany boxploty prvnich dvou potencialnich
metabolita, které nejvice odliSuji vzorky plazmy transgennich a kontrolnich
potkant pfi necilené lipidomické analyze. Distribuce prvniho neznamého
metabolitu s hmotou m/z 992,71848 u analyzovanych vzorkd je znazornéna
na Obr. 21.
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Obr. 21 Neznamy metabolit s pomérem m/z rovnym 992,71848 detekovany metodou necilené

lipidomické analyzy. Rizové trojuhelniky znazornuji vzorky transgennich potkan( a modré ctverce
vzorky kontrolnich potkanu.
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u analyzovanych vzorku je znazornéna na Obr. 22.
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Distribuce dalSiho neznamého metabolitu s hmotou m/z 1250,17733

=
YAREAN

/

&

/

Con

T

Obr. 22 Neznamy metabolit s pomérem m/z rovnym 1250,17733 detekovany metodou necilené
lipidomické analyzy. Rizové trojuhelniky znazornuji vzorky transgennich potkan( a modré ctverce

vzorky kontrolnich potkanu.

Identifikace metabolitl detekovanych metodou necilené lipidomické analyzy

bude provedena v budoucnu a neni soucasti této bakalarské prace. Probéhne

na zakladé fragmentace jednotlivych analytu.
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5 ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byly charakterizovany tauopatie a spojitost
téchto onemocnéni s hyperfosforylovanym tau proteinem. Pozornost byla
vénovana rovnéz Alzheimerové chorobé, coz je nejCastéjsSi forma tauopatie. Dale
byly shrnuty zakladni poznatky o metabolomice a pouZitych separacnich
a analytickych metodach. V experimentalni ¢asti byla provedena analyza krevni
plazmy kontrolnich potkant SHR a plazmy transgennich potkand SHR24. Analyza
probéhla metodou cilené metabolomické analyzy, kdy byla vyuzZita vysokoucinna
kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Dalsi pouZitou metodou byla necilena lipidomicka analyza pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim analyzatorem Orbitrap.
Cilenou metabolomickou analyzou bylo v krevni plazmé potkanl identifikovano
136 metabolitl. Po statistickém zpracovani a aplikaci metody hlavnich komponent
se oddélovali samecci a vzorky kontrolnich potkanu u nichz byla plazma odebrana
pozdéji. Toto rozdéleni nebylo zadouci, proto byly tyto skupiny odebrany z dalSiho
vyhodnocovani. Mezi nejvyznamné&jSimi metabolity oddélujicimi jednotlivé skupiny
podle OPLS-DA byly pfedevS§im aminokyseliny a acylkarnitiny. Metabolitem
nejvice diskriminujicim skupinu transgennich a kontrolnich potkan byl methionin.
Necilenou lipidomickou analyzou bylo detekovano celkem 1507 potencionalnich,
neznamych metabolitd. Po statistickém zpracovani a aplikaci metody hlavnich
komponent doSlo k oddéleni stejnych skupin vzorkl podobné jako u cilené
metabolomické analyzy. Latka nejvice diskriminujici skupinu transgennich
a kontrolnich potkant méla pomér m/z rovny 992,71848. Identifikace metabolitl
detekovanych metodou necilené lipidomické analyzy bude provedena v budoucnu

a neni soucasti této bakalarské prace.
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Priloha A Celkovy iontovy chromatogram znazornujici zavislost souctu intenzit iontovych proud
vSech m/z ve spektru na €ase u necilené lipidomické analyzy.



