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Organické acidurie tvoria pocetni skupinu dedi¢nych
metabolickych poruch (DMP), pocas ktorych dochadza
k akumulacii organickych kyselin aich konjugatov
(hlavne  acylkarnitiny  a acylglyciny) v bunkach
atelovych tekutinach. Dosledkom akumulacie tychto
latok dochadza k naruSeniu acidobazickej rovnovahy
organizmu a d’alej k takym symptomom, ktoré mozu
v najhorSom pripade skoncit’ smrtou pacienta. Rutinne
si organické acidurie diagnostikované metodou
plynovej chromatografie s hmotnostnou spektrometriou
(GC-MYS), avsak tato metdda prinasa urcité nedostatky,

preto je snaha o jej nahradenie.

V teoretickej Casti bola spracovana literarna reSer§ -
uvod do problematiky dediénych metabolickych porach
a organickych acidurii aj s prikladmi, ako je leucinoza,
izovalerova aciduria a deficit acyl-CoA dehydrogenazy
mastnych kyselin so stredne dlhym retazcom. Bola
spracovana aj reSer§ zaoberajuca sa sucasnymi
moznostami analyzy organickych kyselin a teoriou
metody  kvapalinovej  chromatografie v spojeni
s tandemovou hmotnostnou spektrometriou

(LC-MS/MS).
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Organic acidurias are group of inherited errors of
metabolism (IMDs), when organic acids and their
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are accumulated in cells and body fluids. The
accumulation of these metabolites causes acidosis and
symptoms that may even end with the patient’s death.
Organic  acidurias are diagnosed by  gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-
MS), but this method has specific negatives, so efforts

are being made to replace the method.
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Ciele prace

- Vypracovanie literarnej reSerSe o doterajSich poznatkoch diagnostiky dedi¢nych
metabolickych porich so zameranim na organické acidurie

- Vypracovanie literarnej reSerse o aktuadlnom stave analyzy organickych kyselin
a ich konjugatov v biologickych vzorkach

- Validacia metdody vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie v spojeni
s tandemovou hmotnostnou spektrometriou

- Priprava biologickych vzoriek a ich analyza metoédou LC-MS/MS, vyhodnotenie

a Statistické spracovanie vysledkov, interpretacia nameranych dat



1 Uvod

Organické acidurie tvoria rozsiahlu skupinu dedi¢nych metabolickych poruch. Ich
hlavnym znakom je akumulacia hlavne organickych kyselin, pripadne ich konjugatov
s karnitinom a glycinom v bunkach a telovych tekutindch. Ako dosledok akumulécie
tychto latok dochéadza k narusSeniu acidobazickej rovnovahy organizmu, laktatovej
acidoze a ketdéze. Zasahuji do mnohych metabolickych drdh, ako je napriklad
mocovinovy cyklus a metabolizmus aminokyselin, mastnych kyselin, sacharidov atd’.
Mnohé z organickych acidurii sa vyznacuji tazkym priebehom a vaznymi akutnymi

stavmi.

Rutinne st organické kyseliny analyzované metodou plynovej chromatografie
v spojeni s hmotnostnou spektrometriou, ktora sa okrem mnohych pozitiv vyznacuje aj
nevyhodami, ktoré ovplyviiuju diagnostiku. Jednym hlavnym nedostatkom je povaha
organickych kyselin aich obmedzena tekavost, ktord je pre analyzu plynovou
chromatografiou jednou z vyzadovanych vlastnosti. Preto je potrebné zvysit' ich
tekavost’ a analyty vo vzorke derivatizovat' a nasledne ich extrahovat do vhodného
rozpustadla. Z toho dovodu je celd analyza Casovo naro¢na a pracna. Preto je v dnesnej
dobe snaha mnohych vyskumov o zavedenie inej vyhodnejsej metody pre diagnostiku
organickych acidurii. Jednou zmoznosti ako ucinnejSie a zarovenl jednoduchsie
analyzovat' organické kyseliny spolu sich konjugatmi je pouzitie metody
vysokoucinnej kvapalinove] chromatografie v spojeni standemovou hmotnostnou

spektrometriou.
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2 Teoreticka cast’

2.1 Dedicné metabolické poruchy
Dedi¢cné metabolické poruchy (DMP) predstavuju S§iroki skupinu vzacnych
genetickych ochoreni, z ktorych kazda ovplyviuje S$pecificki chemickt reakciu

v ramci mnohych normalnych metabolickych drah. (Saudubray et al., 2016).

Viacsina DMP sa dedi autozomalne recesivne. Su sposobené mutaciou jedného
génu (tzv. single-gen-diseases), ktora moze predstavovat odstranenie jedného
alebo viac nukleotidov  DNA, ich inverziu, premiestnenie na iné miesto génu,
opakovanie urcite] sekvencie apod. (Racek a Rajdl, 2021). Naslednou transkripciou
a translaciou chybného génu dochadza k Struktirnym zmenam proteinu v Castych
pripadoch enzymu (Racek a Rajdl, 2021). Deficit takého enzymu spdsobi akumulaciu
substratu (Davison, 2020) za su¢asného nedostatku produktu. Nahromadeny substrat
modze byt pre organizmus toxicky, pripadne moze byt alternativhou reakciou
premeneny na toxicku latku (Davison, 2020). DMP mo6zu byt sposobené dysfunkciou
aj inych proteinov, napr. transmembranového prenasaca (v pripade cystickej fibrozy),
krvnych proteinov (hemoglobin, ai-inhibitor proteaz), Strukturnych membranovych
proteinov (zmena tvaru, funkcie buniek), regulacnych proteinov a receptorov, pripadne

dysfunkciou celych organel, (Racek a Rajdl, 2021).

Klinicky DMP maju rdzne prejavy od akutnych po chronické a moézu sa objavit
v roznych obdobiach od narodenia az po dospelost’ (Lie ef al., 2021). Z dévodu ich
rozmanitosti, st rozne aj ich priebehy, ktoré su Casto Specifické pre kazdu jednu z nich.
Niektoré znich si Tahko zvladnutel'né, zatial ¢o mnohé =znich spdsobuju
multisystémovu dysfunkciu a su spojené s progresivnym zhorSovanim zdravotného
stavu (Davison, 2020). Medzi priznaky patri potravinova intolerancia, ospalost,
hypotonia, zachvaty apri rychlom klinickom zhorSeni nastava koma aaz smrt

(Saudubray et al., 2006, Pulido et al., 2021)

Aj ked su DMP v populécii zriedkavé, ich nasledky moézu byt az zivot
ohrozujuce (Joseph and Russo, 2000). Z toho dovodu je dolezité, aby boli vCasne
diagnostikované. Nie vSetky geneticky podmienené deficity proteinov v metabolickych
drahach vedu k ochoreniu s klinickymi priznakmi ako napr. hydroxyprolinémia

(OMIM #237000), ktora Casto byva pric¢inou falo§nej pozitivity skriningu pre leucinézu
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- MSUD (OMIM 248600), tzv. ochorenie javorového sirupu (Dimitrov et al., 2021;
Staufner et al., 2016; Baykal et al., 2004)

Niektoré DMP maju k dispozicii Specifickt liecbu, ktord je zalozena na ich
povahe. Jednou z moznosti je diétna liecba (Uprava stravy, nahradenie vitaminov
a enzymovych kofaktorov, vynechanim urcitych zloziek) alebo enzymova substitucna
lieCba, pripadne transplantacia hematopoetickych kmetiovych buniek, ¢i celych
organov, pricom pristupy génovej terapie sa ¢im dalej, tym CastejSie uplatiiuju
tiez pri liecbe DMP (Davison, 2020, Davidson and Rahman, 2017). V¢asna detekcia
a diagnostika DMP moze viest k lepSej lieCbe, pretoze nasledky, ktoré sa vyvinu

pred samotnou lieCbou su Casto nezvratné (Lie et al.,2021 Davison, 2020).

Pre zavaznost problematiky DMP je v krajinach uskutociiovany tzv.
novorodenecky skrining (NBS), ktory mé za ulohu vyhl'adavanie najcastejSich DMP
u vSetkych novorodencov. Spektrum vyhladavanych chordb zavisi ako na ich
pocetnosti v danej geografickej oblasti, tak aj na z&vaznosti choroby a dostupnosti
vSeobecne uznavanych skriningovych testov, nie len =z organizacnej ale
aj z ekonomickej stranky (Racek a Rajdl, 2021; novorozeneckyskrining.cz). NBS je
prvoradym hodnotenim DMP a v ramci neho st identifikované dedicné poruchy
u zdravych novorodencov v presymptomatickom §tadiu s cielom v€asného zachytenia
poruchy anasadenia liecby (Lie er al., 2021). V niektorych pripadoch jedinci
s potencialne zivot ohrozujucou diagnézou DMP sa narodili ako asymptomaticki
a prvé symptomy sa zacali prejavovat az v ich postnatdlnom §tadiu zivota (Harting et

al., 2009).

2.2 Organické acidirie

Organické acidarie su jednou z skupin DMP centralneho metabolizmu (Ozand and
Gascon, 1991). Viacsina organickych acidurii vykazuji autozoméalne recesivnu
dedicnost, aj ked existuju aj vynimky - napriklad deficit (S)-3-hydroxyacyl-
CoA:NAD+ oxidoreduktazy (2-metyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogendza, MHBD,
EC 1.1.1.35) - (HSD10, OMIM #300438), ktory je viazany na chromozom X (Wajner,
2019).

Spolo¢nym biochemickym znakom organickych acidurii je akumulacia neamino-
karboxylovych organickych kyselin v bunkach a v biologickych tekutinach

avzhl'adom na ich polaritu st dobré rozpustné vo vode a 'ahko vylu¢ované mocom
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(Dimitrov et al., 2021). Akumulaciu tychto latok je mozné zistit v moci (acidarie)
alebo v krvi, kedy sa jedna o acidémie. Ako dosledok hromadenia organickych kyselin
dochadza k naruSeniu acidobazickej rovnovahy organizmu, laktatovej acidoze
a ketdze. V ramci metabolizmu dochédza k vzniku konjugatov organickych kyselin,
hlavne acylkarnitinov a acylglycinov, ktoré sa tvoria v mitochondriach pecene

a obliciek (De Keyzer et al., 2009).

Acylkarnitiny su medziprodukty metabolizmu mastnych kyselin (Ramsay et al.,
2001). Ich tvorba je kIi¢ova pre transport jednotlivych acylov mastnych kyselin (obr.
1A, obr. 1B) cez mitochondrialne membrany a je to ddlezity mechanizmus bunky
zaucCelom eliminovat potencidlne hromadenie toxickych medziproduktov
acyl-koenzymu A (acyl-CoA) v mitochondriach (Ventura et al., 1998). Acylglyciny su
syntetizované hlavne v peceni a v oblickach aradia sa medz sekundarne metabolity
pochéadzajuce hlavne z oxidacie mastnych kyselin. Vznikaju konjugéciou glycinov
a acyl-CoA prostrednictvom enzymu S-adenozyl-L-metionin:glycin
N-metyltransferazy (glycin-N-tranferaza, GlyAT, EC 2.1.1.20) (obr. 1B) (Gregersen et
al., 1984).

Toxicita organickych kyselin aich konjugatov je Casto spdsobena indukciou
mitochondridlnej dysfunkcie, energetického poskodenia a mézu sposobit’ aj oxidacny
stres bunky. Tieto dosledky mozu zapri€init' dysfunkciu celych organov, ktoré sa
vyznacuju vysokou potrebou energie (Dimitrov et al., 2021). Organické acidurie sa
prejavuju hlavne v detstve s akutnymi priznakmi katabolického stresu, avSak sa mozu

prejavit kedykol'vek od narodenia az po starobu (Kolker, 2015).
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Obr. 1 A - Prenos a tvorba acylkarnitinov na mitochondrialnej membrane. CPT1, CPT2
— acyl-CoA:karnitin O-acetyltransferaza, EC 2.3.1.7; 1 - B Tvorba acylkarnitinu
aacylglycinu  zacyl-CoA. CPT1-karnitinacyltransferaza 1 GIyAT -
glycin-N-tranferaza

V niektorych pripadoch organickych acidurii je postatujica vcasna diagnostika
a dodrziavanie diétnej lieCby. AvSak niekedy ani to najprisnejSie dodrziavanie liecby
zaroven s vcasnou diagnostikou nezabrania rozvoju ochorenia dokonca aj u jedincov,

ktori netrpeli ziadnym z akutnych stavov (Tuncel et al., 2018).

2.2.1 Vybrané organické acidurie
Organické aciduarie tvoria velku cast DMP (tisicky) a zasahuju do intermedialneho
metabolizmu (Adams a Venditti, 2007). V tejto kapitole s uvedené organické acidurie,

ktoré s bezne vySetrované v populacii a su ¢asto popisované v literature.

V nasledujucich podkapitolach st detailnejSie popisané 3 organické acidurie,

s ktorymi som sa stretla poCas vypracovavania praktickej Casti. Prva podkapitola sa
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venuje deficitu acyl-CoA so stredne dlhym retazcom:elektron-transfer flavoprotein
2,3-oxidoreduktazy (acyl-CoA dehydrogenaza mastnych kyselin so stredne dlhym
retazcom, MCAD, EC 1.3.8.7). V druhej podkapitole je Cast venovana izovalerovej

acidurii a tretia podkapitola je venovana leucinoze.

2.2.1.1 Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin so stredne
dlhym ret’azcom

Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin so stredne dlhym retazcom
(MCADD, OMIM #607008) je jednou z najcCastejS§ich metabolickych porach
B-oxidacie mastnych kyselin v mitochondriach (obr. 2). Ide o mutaciu v ACADM géne
(Ibrahim a Temtem, 2022; Tucci et al., 2021). Podla databazy metagene.de je
celosvetovy vyskyt tejto poruchy u jedného cloveka z 9000 az 13000 l'udi.

Vplyvom deficitu enzymu MCAD, dochadza v tkanivach k nedostato¢nej
produkcii energie z mastnych kyselin (Koolman a Rohm 2012; Ibrahim a Temtem,
2022). Hlavne v hepatocytoch B-oxidacia mastnych kyselin poskytuje acetyl-CoA
pre ketogenézu, ktora sluzi ako hlavny zdroj energie po vyCerpani zasob glykogénu
(obr. 2) (Nohara et al, 2022). Ako dosledok nastava akumulacia nie len
nepremenenych acylov mastnych kyselin so stredne dlhym retazcom, ale aj ich

konjugatov vo forme glycinov a karnitinov (Ibrahim a Temtem, 2022).

Medzi symptoémy patri zvracanie, hypoketoticka hypoglykémia a encefalopatia
(Schuck et al., 2009), aj ked’ je ¢asto u novorodencov asymptomaticky, prvé symptomy

sa zvyknu prejavit v obdobi od troch mesiacov do troch rokov (Kennedy et al., 2010).

Diagnostika je zalozena na detekcii hlavne zvySeného oktanoylkarnitinu
vsuchej krvnej Skvrne metdodou tandemovej hmotnostnej spektrometrie
(novorozeneckyskrining.cz; Waisbren et al., 2013). U pacientov s pozitivnym
vysledkom v ramci skriningu nasleduju dalSie diagnostické testy ako je analyza
organickych kyselin a genetické potvrdenie mutacie v ACADM géne (Kennedy et al.,
2010).
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Obr. 2 Zjednodusena schéma metabolizmu triacylglycerolu v ramci B-oxidacie mastnych
kyselin. Krok katalyzovany defektnym enzymom MCAD, LIP — triacylglycerol acylhydrolaza
(lipaza, LIP EC 3.1.1.3), LCAD - acyl-CoA s dlhym retazcom:elektron-transfer flavoprotein
2,3-oxidoreduktaza (acyl-CoA dehydrogenaza mastnych kyselin s dlhym retazcom, LCAD,
EC 1.1.1.211), ¢ast’ metabolizmu oznacena Ciernou farbou predstavuje metabolické deje
prebichajuce u pacienta s deficitom MCADD a ¢ast metabolizmu oznacena sivou farbou
predstavuje metabolické deje, ktoré prebichaju u zdravej populacie

Vo vieobecnosti pacienti s defektom v oxidacii mastnych kyselin maja v tele
zvySené estery karnitinov a glycinov. (novorozeneckyskrining.cz; Waisbren et al.,
2013). Naslednou analyzou organickych kyselin aich konjugatov v moci su
pozorované¢ zvySené hodnoty aj dalSich markerov ako je suberylglycin,
fenylpropionylglycin, heptanoyl- a hexanoylglycin, hexanoylkarnitin a suberat (Mason

etal.,2023).

Dolezita je vCasna diagnostika tohto deficitu, ktora moze zabranit d’alS§im
zavaznym dosledkom. Nasledna lieCba spociva v Gprave stravovacich navykov
za vysokého prijmu sacharidov a za nizkeho prijmu tukov vo forme triacylglyceridov

so stredne dlhym retazcom (Ibrahim a Temtem, 2022).

2.2.1.2 Izovalerova aciduria

Izovalerova aciduria (IVA, OMIM #243500) patri medzi klasické organické acidurie.
Je spdsobena defektom mitochondrialneho enzymu 3-metylbutanoyl-CoA:elektron-
transfer flavoprotein oxidoreduktazy (izovaleryl-CoA dehydrogenaza, IVD, EC
1.3.8.4), ktory katalyzuje premenu izovaleryl-CoA na 3-metylkrotonyl-CoA - 3. krok
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metabolizmu leucinu (obr. 3) (Dionisi-Vici et al., 2004; Mohsen a Vockley, 2015)
a nastava akumulacia samotného izovaleryl-CoA a jeho metabolitov v biologickych

tekutinach (obr. 3) (Grinert et al, 2012).

IVA bola v roku 1966 prvou diagnostikovanou organickou acidiriou metodou
plynovej chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou (Tanaka, et al.,
1966). Od roku 1990 je izovalerova aciduria sucastou novorodeneckého skriningu
v mnohych krajinach po celom svete (Miitze et al., 2020). Podl'a databazy metagene.de
je vyskyt tejto acidurie u jedného zo 100 000 jedincov.

IVA sa deli na dva typy a to na: akutna novorodenecka IVA a chronicka IVA.
Akuatna novorodeneckd izovalerova aciduiria sa prejavuje symptomami ako je
encefalopatia, letargia, zapach spotenych noh, triaSkou a vyvojovym oneskorenim.
Prejavy chronickej izovalerovej acidarie si spojené s prijmom potravin s vysokym

obsahom proteinov a s infekciami (Dercksen et al., 2012).

leucin
TA

2-oxoizokaproat
lBCKDH

izovaleryl-CoA

—l— IVD

Obr. 3 Zjednodusena schéma metabolizmu leucinu. Krok katalyzovany defektnym enzymom
IVD vyznaceny na cerveno. TA - aminokyselina:2-oxokyselinaa aminotransferaza
(transaminaza, TA, EC2.6.1.x) BCKDH - 3-metyl-2-oxobutanoat:[dihydrolipoyllyzin
(2-metylpropanoyl)transferaza]-lipoyllyzin 2-oxidoreduktaza (dehydrogenaza alfa-ketokyselin
s rozvetvenym retazcom, BCKDH, EC 1.2.4.4), ¢ast’ metabolizmu oznacena ¢iernou farbou
predstavuje metabolické deje prebichajice u pacienta s deficitom IVA a ¢ast’ metabolizmu
oznacena sivou farbou predstavuje metabolické deje, ktoré prebiechaju u zdravej populacie
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Laboratorna diagnostika izovalerovej acidirie v ramci novorodeneckého
skriningu je zalozena na detekcii zvySenych karnitinov s piatimi acylovymi uhlikmi
v suchej krvnej Skvrne tandemovou hmotnostnou spektrometriou. Ide o zmes izomérov
izovalerylkarnitinu, z ktorych 1 nie je fyziologicky pritomny v telovych tekutinach —
pivaloylkarnitin (Diep, 1995; Brass, 2002).

Detekovany pivaloylkarnitin (izomér izovalerylkarnitinu) sposobuje falosnu
pozitivitu pre IVA (Murko et al., 2023). Pivaloylkarnitin nie je fyziologicky v telovych
tekutinach pritomny a v tele vznika dosledkom uzivania antibiotik (Diep, 1995) alebo
jeho derivaty su pouzivané ako aditiva v kozmetike, pripadne mézu byt pritomné
v mise (Dembitsky, 2006). Pomocou druhostupiiovych metod (tzv. second-tier metdd),
ktoré zahriiaji metodu ako je UPHLC-MS/MS je mozné rozlisit’ jednotlivé C5 izoméry
pivaloyl-, 2-metylbutyryl-, izovaleryl-, and valerylkarnitin (Minkler et al., 2017).
V biologickych tekutindch su pritomné aj metabolity izovaleratu ato hlavne 3-

a 4-hydroxyizovalerat a 3-hydroxybutyrat (Villani et al., 2017).

Pre pacientov je ddlezité dodrziavat diétu s obmedzenym mnozstvom
bielkovin. Terapia Casto spociva v p.o. aplikacii L-karnitinu a L-glycinu. Pacientom,
hlavne novorodencom je podavana zmes aminokyselin bez obsahu leucinu, aby bol

zabezpeCeny normalny rast a vyvoj dietat’a (Baulny a Saudubray, 2002)

2.2.1.3 Leucino6za

Leucindza alebo inak nazyvana choroba javorového sirupu (Maple Syrup Urine
Disease - MSUD, OMIM #248600) je znama od roku 1954 (Blackburn et al., 2017;
Dancis et al., 1959). Ide o defekt dehydrogenazového komplexu alfa-ketokyselin
s rozvetvenym retazcom (Branched Chain Keto Acid Dehydrogenase - BCKDH),
ktory sa uplatiiuje v metabolizme leucinu, izoleucinu a valinu (obr. 4) (Blackburn et
al., 2017). Medziprodukty metabolizmu esencialnych aminokyselin s rozvetvenym
retazcom su sucastou d’al§ich metabolickych drah v bunkach, ako je glukoneogenéza,

proteosyntéza, syntéza mastnych kyselin a cholesterolu (Hassan a Gupta, 2022).
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BCKDH

Obr. 4 Zjednodusena schéma metabolizmu leucinu, izoleucinu a valinu. Krok katalyzovany
defektnym enzymom - BCKDH zvyrazneny na ¢erveno, ¢ast’ metabolizmu ozna¢ena ¢iernou
farbou predstavuje metabolické deje prebichajuce u pacienta s deficitom IVA a cast
metabolizmu oznacena sivou farbou predstavuje metabolické deje, ktoré prebiechaji u zdravej
populacie

Existuje 5 klinicky réznych fenotypov MSUD na zaklade miesta mutécie
v tetramére BCKDH. Pri prvom type, ktory oznaCovany ako klasicky ide o mutaciu
podjednotiek Ela, E1p a E2 a tento typ je naj¢astejSie diagnostikovany v neonatalnom
veku pacientov. Dalsie 4 typy byvaju diagnostikované u pacientov v roznom veku. Ide
otzv. bezny typ (mutacia podjednotiek Ela, E1B aE2), zriedkavy typ (mutécia
podjednotiek Ela, E1B a E2), typ citlivy na tiamin (mutacia podjednotky E2) a E3
deficientny typ (mutéacia podjednotky E3) (Blackburn ef al, 2017).

Celosvetovy vyskyt pre MSUD je 1:185000 (metagene.de). Diagnostika
MSUD je v novorodeneckom skriningu zalozena na sledovani pomeru
Leu+Ile/Phe+Ala v suchej krvnej skvrne (Strauss er al., 2020). MSUD je dalej
detekovana pomocou tandemovej hmotnostnej spektrometrie avSak touto metddou
nemusi byt diagnostikovana prave I'ah§ia forma MSUD. Této I'ahSia forma MSUD sa
vyznacuje normalnymi hladinami leucinu v biologickych tekutinach (Blackburn et al.,
2017). V. moci su detekované okrem zvyseného leucinu, izoleucinu a valinu aj d’alsie
marrkery ako je napriklad 2-hydroxyizovalerat, 2-hydroxyizokaproat, 2-oxoizovalerat

a 3-hydroxybutyrat (Villani et al., 2017).

Hydroxyprolinémia byva casto pri¢inou faloSnej pozitivity skriningu
pre MSUD z dovodu zhodne; molekulovej hmotnosti hydroxyprolinu, leucinu

aizoleucinu (Staufner et al., 2016; Baykal er al., 2004). Tato porucha z vel'kej Casti
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nesposobuje ziadne fyzické tazkosti a neboli pozorované ani zmeny v kognitivnych
funkciach jedinca (Kim et al., 1997). V niektorych pripadoch bola u jedincov s touto
poruchou pozorovand hematuria (metagene.de). Prave druhostupiiové metody su
napomocné pri odliSeni MSUD od hydroxyprolinémie, d’alSie laboratérne testy
zahfmaju plynovu alebo kvapalinovu chromatografiu s hmotnostnou spektrometriou

a testovanie aktivity enzymov (Blackburn et al., 2017).

Novorodenci s MSUD su ¢asto asymptomaticky, avSak prvé symptomy sa
zaCinaju prejavovat’ uz par hodin po narodeni. Medzi prvé symptomy patri vel'mi nizka
hmotnost, letargia, apnea a zdpach mocu — zapach javorového sirupu. Ak sa MSUD
nepodchyti v€as uz po 10 diioch moze nastat’ edém, koma a zlyhanie dychania (Strauss
et al., 2020). Terapia zahfiia vylacenie aminokyselin srozvetvenym retazcom
zo stravy, podavanie tiaminu, avSak obcas je Vv tychto pripadoch potrebna

transplantacia peCene (Blackburn ef al., 2017, Hallam et al., 2005)

2.2.2 Diagnostika organickych acidurii

Z definicie DMP vyplyva aj podstata ich diagnostiky. V biologickom materiali su
analyzované markery vyplyvajuce z defektnej metabolickej drahy, ako su
nahromadené substraty, znizené hodnoty pre analyty urcujuce nedostatok produktu
alebo je mozné detekovat’ produkty tvorené alternativnymi metabolickymi drahami.
Laboratorna diagnostika organickych acidarii je vSeobecne zalozena na detekcii
vysokej koncentracie charakteristickych organickych kyselin v moci a v sére (Wajner,
2019). Prvou diagnostikovanou organickou aciduriou bola v 1966 izovalerova acidaria
metddou plynovej chromatografie s hmotnostnou spektrometriou — GC-MS (Tanaka,
et al., 1966). KoneCna diagnostika je zalozena az na genetickom testovani

(novorozeneckyskrining.cz).

V dnesnej dobe sa najCastejSie vyuziva pre analyzu organickych kyselin
hmotnostnd spektrometria, ktora je uz dnes nenahraditelna pri diagnostike DMP.
Rutinne je analyza organickych kyselin stadle doménou GC-MS, ale pretrvava snaha
o0 jej nahradenie. V mnohych §tadiach boli na diagnostiku organickych acidurii pouzité
metody kvapalinovej chromatografie ako st napriklad vysokoucinna kvapalinova
chromatografia v spojeni s tandemovou hmotnostnou spektrometriou
s kvadrupolovym analyzatorom a analyzatorom doby letu - HPLC-QTOF/MS

(Korver-Keularts er al., 2018) aultra vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia
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v spojeni s hmotnostnou spektrometriou s trojitym kvadrupdlom - UHPLC-QqQ
(Minkler et al., 2017).

Na analyzu organickych acidurii méze byt vyuzivana aj nuklearna magneticka
rezonancia (NMR). NMR je casto preferovanou analytickou metodou
pre reprodukovatelnu detekciu zlaCenin s nizkou molekulovou hmotnost'ou
v biologickych tekutinach a v toxikologickych metabolomickych studiach (Pasinkanti
et al., 2008). Ide o rychlu a u¢inni metddu. Na analyzu je potrebné malé mnozstvo
vzorky ajej spracovanie a interpretacia vysledkov nie je Casovo naro¢na, ale ma
obmedzenu citlivost’ (Pulido et al., 2021). V diagnostike organickych acidurii moze
byt metoda H-NMR pouzivana spolocne s GC-MS. Ide hlavne o diagnostiku
acidémii, ako su izovalerova, propionova, metylglutakonova a glutarova typ I, d’ale;j
poruchy metabolizmu fenylalaninu a deficity acyl-CoA dehydrogenazy so stredne

dlhym retazcom (Pulido et al., 2021).

Dal3ou star§ou metodou pre analyzu organickych acidrii je aj chromatografia
na tenkej vrstve (TLC). TLC je nenakladna, reprodukovatelna metdda jednoducha
na prevedenie. Poskytuje kvalitativnu identifikaciu niekol'kych organickych acidurii
hromadnom skriningu a aj pri akutnych stavoch pacientov. Tato metoda moze sluzit
na predbeznu diagnostiku a na intervenciu este pred tym, ako sa diagnoza potvrdi inou
diagnostickou metodou. Odportca sa d’al§ia analyza pomocou GC-MS na potvrdenie
diagnozy (Shetty er al., 2021). Z dovodu svojej nizkej nakladnosti sa moze vyuzivat
na diagnostiku organickych acidurii v rozvojovych krajinach ako je napriklad India
(Shetty et al., 2021, Kulshrestha et al, 2014). Analyzované boli markery ako
acetoacetat, sukcinylaceton, homogentisat, kyselina metylmalonova, laktat, glutarat

a pyruvat (Shetty et al., 2021).

2.2.2.1 Plynova chromatografia v spojeni s hmotnostnou
spektrometriou

Plynovéa chromatografia s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS) je od roku 1970
popularnou metoddou na profilovanie metabolitov a stadle sa pouziva na diagnostiku
mnohych metabolickych porich (Chace, 2011). GC-MS nasla svoje zastupenie
v diagnostike celej rady organickych acidurii a dodnes sa vyuziva pre rutinnu
laboratornu diagnostiku organickych acidurii. Toto spojenie sa ukazalo ako vel'mi
uzito¢na metdda z dévodu svojej vysokej citlivosti a reprodukovatelnosti (Jin er al.,
2022; Chace, 2001).
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GC-MS ma vyhody ako je napriklad vysoka separa¢na ucinnost’, Specifita,
citlivost’, nizke matricové efekty a mnozstvo dostupnych popisanych hmotnostnych
spektier na identifikaciu v§etkych metabolitov pritomnych vo vzorke (Korver-Keularts
et al., 2018). Celt analyzu komplikuje skuto¢nost’, ze vyhladavanie v dostupnych
hmotnostnych spektrach vyzaduje Skoleny personal a celé vyhladavanie je Casovo
narocné, pretoze treba prechadzat jednotlivé piky. V diagnostike organickych acidurii
je dolezité diagnostikovat nie len samotné organické kyseliny, ale aj ich konjugaty.
Acylglyciny su tazko analyzovateIné metodou GC-MS, z dovodu nizkej citlivosti
atvorby Sirokych pikov aich zlého tvaru v chromatograme. Prave pre analyzu
acylglycinov a acykarnitinov v biologickych tekutinach je vhodnejSia prave LC-MS

(Korver-Keularts et al., 2018; Ivanovova et al., 2021).

Hlavnym znakom latok, ktoré su vhodné pre analyzu GC-MS je prave
prchavost a tepelna stabilita. Organické kyseliny a d’alSie metabolity v moc¢i su polarne
a neprchavé a vzorky je potrebné pred samotnou analyzou derivatizovat (Pasikanti et
al., 2008). Preto je cela analyza od pripravy vzorky az po jej vyhodnotenie pracna a
casovo narocna (Korver-Keularts et al., 2018). Vo vSeobecnosti sa ako derivatizacné
¢inidla sa pre amino- a organické kyseliny pouzivaju kyselina perfluoropropionova,
kyselina perfluorobutanova, anhydrid kyseliny trifluoroctovej, N-acetylimidazol,
pentafluorobenzylbromid, = hydroxid  tetrametylamonny,  metylchloroformiat
a diazometan (McCullagh a Oldham, 2019). Na derivatizaciu organickych kyselin sa
v klinickej praxi pouZiva samotny N,O-bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid alebo
v kombinacii s trimetylchlérosilanom, ktoré st uclinné pre derivatizaciu analytov
obsahujucich karboxy- a hydroxy- skupinu. Vzorky sa pred analyzou extrahuju
najcastejsie do etylacetatu (Christou et al 2014, Villani et al., 2017). Ako nosny plyn
je vyuzivany inertny plyn —hélium (Wajner et al., 2009).

Cas analyzy sa skratil s prichodom techniky dvojrozmernej plynovej
chromatografie (GCxGC) v spojeni s hmotnostnou spektrometriou s analyzou doby
letu (TOF-MS). Tym sa zvySsilo aj mnozstvo analytov, ktoré je mozné detekovat’ pocas

jednej analyzy (Pasikanti et al., 2008).

GC-MS méa svoje postavenie v klinickej diagnostike nielen organickych
acidurii, ale aj inych skupin DMP uz od 90. rokov 20. storocia, ale pre porovnanie

kvapalinova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou poskytuje vyssiu Specifitu.
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LC-MS je vhodnejsia pre polarne analyty ako su organické kyseliny a ich konjugaty
(McCullagh a Ordham, 2019). Ako uz bolo spomenuté, GC-MS je ¢asovo naro¢na
metoda, ako z pohladu pripravy a analyzy vzorky, ale aj z hl'adiska vyhodnotenia,
preto vel'mi nie je vhodna pre vzorky urcené k urgentnému laboratornemu vySetreniu,

tzv. STATIM vzorky.

2.2.2.2 Kvapalinova chromatografia v spojeni s hmotnostnou
spektrometriou

Pre nedostatky GC-MS pre analyzu organickych kyselin v moci je snaha o zavedenie
vhodnej$ich metod. Pre matricu mocu vyzera slubne prave LC-MS/MS, ktora sa zaina
vyuzivat ako druhostupriovd metdda novorodeneckého skriningu pre jej mnohé
vyhody. Je pouzitelna hlavne pre metabolizmus aminokyselin, organickych kyselin

a mastnych kyselin (Jin et al., 2022; Gelb, et al., 2022).

Techniky LC-MS pre diagnostiku organickych acidurii si v porovnani
s GC-MS jednoduchsie na prevedenie z dovodu povahy organickych kyselin. Uz
prvotné experimenty ukazali, ze LC-MS je buducnost pre laboratornu diagnostiku
organickych kyselin, pretoze poskytuje lepSie vysledky oproti doteraz vyuzivanej
GC-MS (Jin et al., 2022; Korver-Keularts et al., 2018).

Diagnostika je mozna aj pomocou komer¢ne dostupnych diagnostickych kitov,
ktoré boli vyvinuté firmami Zivak Technologies a Jasem. Oba kity st urCené

pre LC-MS/MS diagnostiku organickych kyselin (zivak.com, jasem.com.tr).

Zivak Technologies kitmi je mozné analyzovat' az 73 organickych kyselin,
ktoré sluzia ako napriklad nutri¢né, mitochondridlne markery, markery Krebsovho
cyklu, metabolizmu aminokyselin, ketonov a mastnych kyselin, ale aj oxalatové
a neurotransmitérové metabolity. Podla odporti¢ani vyrobcu analyza organickych
kyselin prostrednictvom kitu od firmy Zivak Technologies trva priblizne 20 mint.

V tom case je zahrnuta nie len samotna analyza vzorky, ale aj jej priprava (zivak.com).

Pomocou kitu od firmy Jasem je mozné analyzovat' 54 organickych kyselin
bez derivatizacie vzorky. Firma takisto deklaruje uspe$nu separédciu aj izomérnych

foriem organickych kyselin (Jasem.com.tr).
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Pocas niektorych studii bola klinicky validovana UHPLC-QTOF-MS, kedy sa
podarilo separovat’ a identifikovat’ 258 metabolitov, ktoré zahffiali aj acylkarnitiny,

aminokyseliny, puriny a pyrimidiny (Steinbusch et al., 2021).

Talianski vedci (Ruopollo et al., 2022) analyzovali vzorky suchych krvnych
Skvfn novorodencov narodenych v rokoch 2017-2020. Jednotlivé vzorky boli testované
v roznych laboratoriach v Taliansku a rozdiely pre jednotlivé laboratoria boli v sposobe
derivatizacie vzoriek. Boli pouzivané aj komer¢ne dostupné kity. Detekcia metabolitov
v DBS prebiehala pomocou tandemovej hmotnostnej spektrometrie a po analyze
nasledovali druhostupriové metddy na vyradenie faloSne pozitivnych vysledkov.
NajcastejSie ako druhostupriova metdda bola pouzita LC-MS/MS. Testované boli
aminoacidémie, organické acidémie, defekty v betaoxidacii mastnych kyselin
a v mocCovinovom cykle. Vysledky jednotlivych laboratorii sa lisili prave pri prevedeni
druhostupiiovych metdd a zaverom bola snaha o harmonizaciu tychto metod aj

pre d'alSie laboratoria (Ruopollo et al., 2022).

V Cine sa rutinne na diagnostiku pouziva MS/MS alebo GC/MS (Ngan ef al.,
2022), avSak uz prebehli niektoré studie analyzy metabolitov pomocou HPLC-MS/MS
pre kvantitativnu analyzu, kde na pripravu vzorky boli pouzité kity pre MS/MS analyzu
bez derivatizacie analytov. Z metabolitov boli testované aminokyseliny, acylkarnitiny

a ketony (Zhang et al, 2022).

LC-MS/MS sa pouziva aj v proteomickych analyzach DMP - bottom up
proteomicka stratégia, kde si proteiny separované bud’ 2D SDS-PAGE alebo
kvapalinovou chromatografiou a nasledne si proteiny analyzované tandemovou
hmotnostnou spektrometriou s pouzitim hlavne MALDI ako ionizac¢nej techniky

(Chantada-Vazquez et al., 2022).

2.3 Metoda kvapalinovej chromatografie v spojeni s hmotnostnou
spektrometriou

Chromatografické techniky v biochemickej praxi st jednou znajddlezitejSich
separacnych metdd, ktoré si vyuzivané ako na analytické tak aj na preparativne ucely
(Pingoud 2002). ZvySené naroky na kvalitativhu a kvantitativhu analyzu
komplexnejSich vzoriek s vyzvou pre modernu analyzu. Pre komplexné organické
vzorky ako st napr. telesné tekutiny, tak tieto naroky spifiaji prave chromatografické

alebo elektroforetické separacie s hmotnostnou detekciou (Kromidas, 2017).
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Vo vseobecnosti hlavnym principom separacie je rozdielna distribiicia latok
medzi dvoma navzajom nemiesatelnymi komponentami, ako napriklad kvapalina-tuha
latka (LC-liquid chromatography) (Pingoud 2002). V pripade kvapalinovej
chromatografie je mobilnou fazou kvapalina — rozpustadlo alebo zmes rozpustadiel
a stacionarna faza moze byt rozprestretd na plochom podklade (chromatografia
na tenkej vrstve) alebo uzavreta v stipci (Foldra, 2013, McCullagh a Ordham, 2019).
Tekuta vzorka je vstrekovana do mobilnej fazy, ktora preteka po povrchu stacionarne;
fazy (McCullagh a Ordham, 2019). Techniky kvapalinovej chormatografie je mozné
rozdelit na zéklade povahy mobilnej fazy na NP-LC (normal phase — normalna faza)
a RP-LC (reverse phase — obratené faze). V systéme normalnej fazy je stacionarna faza

polarnejSia nez mobilna faza a v systéme obratenej faze je to naopak (Foldra, 2013).

V spojeni LC-MS su analyty separované z chromatografickej kolony selektivne
detekované pomocou hmotnostnej spektrometrie (Foldra, 2013). V ramci detekcie
latok  hmotnostnou  spektrometriou, ktoré boli separované kvapalinovou
chromatografiou dochadza k trom krokom —ionizacia analytov, rozdelenie ionov podla
pomeru m/z aich urychlenie v analyzatore a nakoniec detekcia i6nov (obr. 5)
(Novakova et al, 2013). Spojenie LC s MS nie je jednoduchd uloha vzhladom
na techniku, pretoze kvapalna faza kvapalinovej chromatografie sa musi spojit
s plynnou fazou hmotnostnej spektrometrie (Foldra, 2013).Vyuzitie LC-MS v analyze
biologickych vzoriek ,otvara brany“ novym moznostiam (McCullagh a Ordham,

2019).

Hmotnostny spektrometer

solvent 4[ LC-koléna ]74‘ i6novy zdroj ‘

+—— vzorka

analyzator |

pumpa

‘ detektor |

vystup

Obr. 5 Schéma LC-MS
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Medzi vyhody spojenia tychto dvoch technik patri: moznost’ analyzy zlozitych
zmesi, menSia spotreba vzorky, lepsSia kvalita spektralnych dat, nizSia interferencia
a celkovo vyssia spol'ahlivost’ analyzy. Spojenie LC-MS technik sa vyuziva nie len
k identifikacii analytov, ale aj na ich kvantifikaciu, pripadne na urCenie molekulovej

hmotnosti (Novakova et al., 2013).

2.3.1 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Zakladny princip vysokoucinnej kvapalinove] chromatografie je zalozeny
na rovnakom principe ako klasicka kvapalinova chromatografia. Na rozdiel
od klasickych technik sa vyznacuje lepsim celkovym vykonom, ktory zahrfiia vlastnosti
ako lepSie rozliSenie, kratSi Cas samotnej analyzy a lepSia reprodukovatelnost

(Pingoud 2002).

Chromatografické HPLC kolény maju vySSiu kapacitu aje nimi mozné
uskutocnit’ analyzy, ktoré vyzaduju vysoké prietoky. Tieto vysoké prietoky su
zabezpecené vysokym tlakom, pri¢om je mozné dosiahnut’ tlak az 107 Pa (100 bar),
pripadne viac, zalezi od samotnej kolony a eluentu (Pingoud 2002). HPLC kolény su
naplnené malymi poréznymi Casticami a mobilna faza je cez cely systém poharana

vysokotlakovou pumpou alebo ¢erpadlom (David, 2013).

HPLC je dnes jednou z najrozsirenejSich separacnych technik nie len
v analytickych a vyskumnych laboratoriach, ale aj v tych rutinnych. Medzi vyhody
tychto technik patri robustnost’, vysoka zivotnost’ systému a rozsah pouzitia. Je vhodna
pre analyzu malych molekul ako su nizkomolekularne latky a anorganické iony, ale aj

pre biopolyméry ako su cukry, peptidy a lipidy. (Novakova et al., 2012.).

2.3.2 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria je analytickd metoda, ktord je zalozend na interakcii
nabitych cCastic vo vakuu s magnetickym alebo elektrickym polom — tvorba iénov
z atbmov alebo molekul (Pingoud, 2002, McCullagh a Ordham, 2019). Intenzita
meran¢ho signalu zavisi na pomere m/z interagujucich Castic v plynnej faze, takze ak je
znamy naboj je mozné urcit’ hmotu (molarnu hmotnost'...) (Pingoud, 2002; McCullagh

a Ordham, 2019).

Tato technika sa vyznacuje vysokou citlivostou a selektivitou, pretoze vel'mi

malo i6nov je potrebnych na produkciu merate'ného signalu. Udéva sa, ze technika je
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taka citliva, ze je mozné urcit m/z pre jednu zlozku z 10* bez nejakych vicsich
problémov (Pingoud, 2002). Takze MS je vhodna pre analyzu tuhych, kvapalnych
a plynnych vzoriek v malom mnozstve. V spojeni s chromatografickymi technikami

predstavuje MS spol'ahlivy a citlivy detekor (McCullagh a Ordham, 2019).

Vdaka svojej selektivite je mozné analyzovat' aj komplexnejSie zmesi, Co je
vyhoda pre analyzu biologickych vzoriek (McCullagh a Ordham, 2019). Casto sa
pomocou hmotnostnej spektrometrie analyzuji malé molekuly. S postupnym vyvojom
je uz mozné analyzovat aj velké molekuly, makromolekuly a makromolekulové
komplexy s pouzitim vhodnych ionizanych technik ako je ESI a MALDI (Pingoud
2002).

Dolezitym krokom pre MS je ionizdcia analytu aceld analyza prebieha
v plynnej faze. Aby to bolo mozné MS vyzaduje vysoké vakuum, aby i6ny v plynnej
faze boli analyzované bez toho, aby boli ovplyvnené molekulami okolia. Dal3ou
poziadavkou je, aby vzniknuté i6ny v plynnej faze boli dostatocne stabilné az
po detektor (McCullagh a Ordham, 2019). Ionizacia analytov je mozna réznymi
sposobmi — strata elektronu (eletrobnova ionizacia, Penningova ionizicia,
fotoionizacia), zachyt elektronu, vymena naboja, odoberanie anidénu, prenos protonu
a tvorbou aduktov. Dnes sa uplatiiuje hlavne pri spojeni hmotnostnej spektrometrie

s plynovou a kvapalinovou chromatografiou (Lemr a Borovcova, 2020).

Elektrosprejova ionizacia (ESI, obr. 6) sa uplatiiuje v analyze polarnych
malych organickych latok a makromolekal. Ide o spdsob rozpraSovania roztoku
posobenim elektrického pol'a. Pocas rozprasovania sa tvoria vel'mi malé nabité kvapky
(obr. 6). Elektrosprejovanie je vyvolané vlozenim napétia medzi sprejovaciu kapilaru
avstup do vakuovanej Casti hmotnostného spektrometru. Analyty su privadzané
vo vhodnom rozpustadle, tvoria sa nabité kvapky, nasledne sa tieto kvapky zmensuju
aiény sa uvolnia do plynnej fazy (Lemr a Borovcova, 2020; Fenn 2000). Pri
elektrosprejovani je na vzniknutych kvapkach akumulovany néaboj, kedy dochadza
k zmene tvaru kvapociek na kuzelovity utvar, tzv. Taylorov lievik (obr. 6) (Taylor,

1969).
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Obr. 6 Ionizacia elektrosprejom (ESI), (prevzaté a upravené Konnerman et al., 2013)

Existuje niekol’ko typov analyzatorov pre MS. Medzi Casto pouzivané patria
analyzatory doby letu (time of flight — TOF) a kvadrupdlové analyzatory (Pingoud,
2002) atzv.i6nové pasce. V pripade spojenia hmotnostne] spektrometrie
s kvapalinovou chromatografiou sa stretavame s kvadrupolovymi analyzatormi, ako je

jednoduchy a trojity kvadrupol (Chester, 2013).

Rozvoj hmotnostnej spektrometrie pomohol rozvijat analyzy v klinickej,
toxikologickej a forenznej oblasti. Je ddlezitou sucastou v oblasti diagnostiky —
v oblasti klinickej biochémie a v klinickej mikrobiologie v ramci diagnostiky

infekEnych ochoreni (Pluhacek a Havlicek, 2020; Palyzova a Havlicek 2020).

Vyuzitie technik hmotnostnej spektrometrie pre diagnostiku DMP zahfria
detekciu a kvantifikaciu vopred ur€eného biomarkeru — metabolitu, ktory je mimo
referenéné rozmedzie. MS techniky st pre tito diagnostiku vhodné, pretoze urCeny
metabolit obsiahnuty v biologickom materiali je Casto vo vel'mi nizkej koncentracii

v porovnani s ostatnymi metabolitmi (McCullagh a Oldham, 2019).

2.3.2.1 Kvadrupdlové analyzatory
Analyzatory tvoria zaklad hmotnostného spektrometra a su navrhnuté tak, aby mohli

separovat’ 16ny na zaklade rozdielneho m/z (McCullagh a Ordham, 2019).
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Kvadrupolovy analyzator je jeden z najrozSirenejSich analyzatorov v ramci
hmotnostnej spektrometrie. Bol popisany v roku 1953 (Paul a Steinwedel, 1953).
Vyznacuje sa jednoduchou obsluhou je robustny, poskytuje vysoké a presné rozliSenie
hmoty a vyzaduje relativne jednoduchua obsluhu. Je vhodny na spojenie so separaénymi
technikami (Havli¢ek a Turecek, 2020; Friedecky a Lemr 2012; McCullagh a Ordham,
2019).

Kvadrupol je preletova varianta hmotnostného analyzatoru. Podstatou
kvadrupolového analyzatoru je oscilujuce elektrické pole, ktoré ovplyviiuje trajektoriu
nabitych castic, ktoré nim bud prejda alebo sa zachytia. Je tvoreny kombinaciou
Styroch ty¢i, na ktoré je privedend kombinacia jednosmerného a striedavého napétia
(Havlicek a Turecek, 2020; Friedecky a Lemr 2012). Kvadrupdlové analyzatory su
dynamické pristroje, ktoré ovplyviluju trajektorie 16nov suborom casovo zavislych

a dynamickych sil (March a Todd, 2005).

Hmotnostné spektrometre s trojitym kvadrupdlom st vhodné pre kvantifikaciu
malych molekual (Volny, 2020) a v experimentoch tandemovej hmotnostnej je vel'mi
flexibilny a silny nastroj, ktory zaistuje vysoku citlivost’ a flexibilitu (McCullogh
a Oldham, 2019). Typické meranie v tandemovej spektrometrii spociva v troch
zakladnych krokoch: izolacia i6nov s naslednou aktivaciou avybudenim energie
i6nov, ¢o modze nastat’ napriklad zrazkou s neutralnym plynom a ako posledna

nasleduje analyza vzniknutych fragmetov (Sadilek, 2020).

Trojity kvadrupdl je najCastejSie spojeny so separacnou HPLC technikou
v metabolomike (McCullogh a Oldham, 2019). Tento typ analyzatoru v konfiguracii
v LC-MS mé mnozstvo vyhod pre analyzu malych molekul. Ide o nizku hranicu
stanovitelnosti a detekcie pri pouziti napriklad MRM modu (multiple reaction
monitoring mode, obr. 7), takisto ma najvacsi dynamicky linearny rozsah a prijatelnu
cenu (Volny, 2020). Jednotlivé analyty sa v prvom kvadrupole (Q1) rozdelia podla
molekulovej] hmotnosti a d’alej putuju do koliznej cely (Q2), kde nastava fragmentacia.
Pomocou tretieho kvadrupolu sa monitoruju produktové i6ny na zaklade vyberu vopred

ur¢enych parov prekurzorovych a produktovych ionov (Xien et al., 2015).
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Obr. 7 MRM mod trojitého kvadrupdlu tandemovej hmotnostnej spektrometrie

Kvadrupoly nemusia byt spojené v tandemovej hmotnostnej spektrometrii len
navzajom, ale v praxi sa stretdvame aj s inymi variantami, ako je napriklad spojenie
kvadrupolu s analyzatorom doby letu (QTOF-MS) (Steinbusch ef al., 2021). Spojenie
viacerych hmotnostnych analyzatorov je v modernych analyzach bezné (McCullagh
a Ordham, 2019). Tandemova hmotnostna spektrometria dnes zaujima vyznamné
postavenie v analytickej oblasti. Pristroj umoziujici postupna dvoj- a viacstupiiova
hmotnostnt analyzu otvara Siroké pole moznosti ako §tudovat’ ionizované molekuly.
Pojem tandemova hmotnostna spektrometria pomenuva experimenty a vysledky
z minimalne dvoch typov hmotnostnych spektrometrov — dva hmotnostné analyzatory
za sebou alebo jeden analyzator, ktory zachyti jeden Specificky 16n, ktory moze byt
excitovany a nasledne je merané hmotnostné spektrum vzniknutych produktov
(Sadilek, 2020). VSeobecne ide o viacnasobnu fragmentaciu. NajcastejSim
usporiadanim je dvojstupriovy tandemovy pristroj, v ktorom je zrazkova komora
vlozend medzi dva hmotnostné analyzatory (Sadilek, 2020). Pristup v tandemovej MS
umoziuje kontrolovanu fragmentaciu a spolahlivi selekciu m/z hodnét (McCullagh

a Ordham, 2019).
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3 Experimentalna ¢ast’

3.1
3.1.1

Material

Chemikalie

Acros Organics (Cina): kyselina 4-aminobutanova

Aldrich (Nemecko): kyselina 2-ketoglutatorva, kyselina
a-hydroxyizobutanova

Avanti (USA): 3-metylglutaryl-L-karnitin

Calbiochem (USA): kyselina pipekolova

Cambridge Isotope Laboratories (USA) — D9-izovalerylkarnitin, kyselina '3C6
30 homovanilova, kyselina orotova ’N2, L-laktat sodny '*C3

CDN Isotopes (Kanada): kyselina 2-metyl-D3-citronova

Fluka (Nemecko): kyselina adipova, kyselina suberova

Fluka (Svajéiarsko): kyselina 5-hydroxyindol-3-octové, kyselina fumarova,
kyselina jantarova

Fluka (USA): citramalat, kyselina oxaloctova

Fluka: (Taliansko): N-acetyl-L-aspartat

Honeywell (Nemecko): LC-MS acetonitril, LC-MS kyselina mrav¢ia, LC-MS
metanol, LC-MS voda

ChemCruz (Holandsko): kyselina 3-hydroxysebakova

ICN Biochemicals (USA): kyselina orotova

Lachema (Ceska republika): kyselina hipurova, kyselina malénova

Matrix Scientific (USA): kyselina hydantoin-5-propiénova

MCA Laboratory (Belgicko) —level 1, level 2

Santa-Cruz biotechnology (USA): vanillaktat

Sigma-Aldrich  (Australia): adipoyl-L-karnitin, =~ malonyl-L-karnitin
hydrochlorid, sebakoyl-L-karnitin, suberoyl-L-karnitin, tigloyl-L-karnitin,
trans-2-decenoyl-L-karnitin, trans-2-oktenoyl-L-karnitin, valeryl-L-karnitin
Sigma-Aldrich (Cina) — etylacetoacetat, kyselina 3-hydroxyglutarova, kyselina
3-hydroxyizovalerové, kyselina 4-hydroxybenzoovd, kyselina azealova,
kyselina DL-o-hydroxyglutarova, kyselina fenoxyoctova, kyselina gentisova,
kyselina glyoxylova, kyselina mandlova, kyselina pimelova, kyselina
pyrohroznova

Sigma-Aldrich (Francuzsko): kyselina fenyloctova
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Sigma-Aldrich ~ (India):  kyselina  2-hydroxyizovalerov4,  kyselina
3-metylglutarova

Sigma-Aldrich (Izrael): sukcinylaceton

Sigma-Aldrich (Japonsko): kreatinin, kyselina (#)-3-hydroxyoktanova,
kyselina  (S)-(-)-2-hydroxyizokaproova, kyselina 2-hydroxybutanova,
kyselina 3-hydroxypropionova

Sigma-Aldrich ~ (Kanada):  kyselina  3-hydroxymandlova,  kyselina
DL-3,4-dihydroxymandl'ova

Sigma-Aldrich (Nemecko): 4-metyl-2-oxovalerat, acetoacetat,
butyryl-L-karnitin, dekanoyl-L-karnitin, glutaryl-L-karnitin,
hexanoyl-L-karnitin, kyselina 2-hydroxyfenyloctova, kyselina

3-hydroxy-3-metylglutarovd, kyselina 3-hydroxyfenyloctova, kyselina
cis-akonitova, kyselina D,L-glycerova, kyselina D,L-jabl¢na, kyselina
etylmalonova, kyselina citronova, kyselina y-hydroxybutanova, kyselina
glutakonova, kyselina glutarova, kyselina glykolova, kyselina homovanilova,
kyselina L-pyroglutamovéa kyselina metylmalonova, kyselina sebakova,
lauroyl-L-karnitin, myristoyl-L-karnitin, O-acetyl-L-karnitin hydrochlorid,
oktanoyl-L-karnitin, N-acetyl-L-tyrozin, palmitoyl-L-karnitin,
propionyl-L-karnitin, stearoyl-L-karnitin

Sigma-Aldrich (Slovensko): kyselina 3-metyladipova

Sigma-Aldrich (Spanielsko): (£)-karnitin hydrochlorid

Sigma-Aldrich (Svajéiarsko): (+)-B-hydroxyizobutyrat sodny, (+)-mevalo-
nolakton, [(3R)-3-hydroxyhexanoyl]-L-karnitin, [(3R)-3-hydroxyhexadeka-
noyl]-L-karnitin, [(3R)-3-hydroxyoktadekanoyl]-L-karnitin, [(3R)-3-hydro-
xytetradekanoyl]-L-karnitin, 2-metylbutyryl-L-karnitin, 2-metylcitrat, 3-me-
tylkrotonyl-L-karnitin, arachidonyl-L-karnitin, D,L-indol-3-laktat, izobu-
tyryl-L-karnitin, izovaleryl-L-karnitin, kyselina (+)-2,4,dihydroxybutanova,
kyselina (2R,35)-2,3-dihydroxybutanova, kyselina (4R)-4-hydroxy-L-gluta-
mova, kyselina (E)-2-metylglutakonova, kyselina (S)-3,4-dihydroxybutanova,
kyselina 2-oxoadipova, kyselina 2-oxobutyrova, kyselina 3,4-dihydro-
xyfenyloctova, kyselina 3-metylglutakonova, kyselina D,L-2 aminoadipova,
kyselina D,L-4-hydroxy-2-ketoglutarovd, kyselina fenylpyrohroznova,
L-(-)-3-fenyllaktat, L-laktat sodny, N-glutarylglycin

Sigma Aldrich (Svédsko): kyselina (£)-3-hydroxydekanova

32



- Sigma-Aldrich (Taliansko): kyselina L-(+)-vinna

- Sigma-Aldrich (USA): kyselina 3-hydroxybutanové, kyselina 4-hydroxyfenyl-
pyrohroznova, kyselina D, L-izocitronové, kyselina D,L-p-hydroxyfenyl-
mlie¢na, kyselina maleinovd, kyselina metyl-D3-malonova, kyselina
metyljantarova, kyselina oxalova, N-glycyl-L-prolin, Sigmatrix — synteticky
mo¢, valproat sodny

- Sigma-Aldrich (UK): kyselina 2-pikolinova, kyselina 4-hydroxyfenyloctova,
kyselina homogentisova, kyselina kynurenova

- TRC Canada (Kanada): hexanoylglycin (1*C2, '>N), kyselina (2R,3R)-rel-
2,3-dihydroxy-2-metylbutanova, kyselina 3-hydroxyvalerova, kyselina rac-3-
hydroxypentanova

- VU Medical Center (Holandsko): (D,L)-2-metylbutyrylglycin,
3-metylkrotonylglycin, acetylglycin, butyrylglycin, fenylpropionylglycin,
heptanoylglycin,  hexanoylglycin, izobutyrylglycin, izovalerylglycin,
pivaloylglycin, propionylglycin, suberylglycin, tiglylglycin, valerylglycin

- Winlab (UK): kyselina glykolova

3.1.2 Biologicky material

Vsetky vzorky mocu (zdravé kontroly a pacientske vzorky), ktoré boli pouzité pre
analyzu boli k dispozicii v Laboratoriu dedi¢nych metabolickych porach vo Fakultne;j
Nemocnici Olomouc (LDMP FNOL). Pouzité boli vzorky pacientov z FNOL
a z Centra pre DMP Narodného ustavu detskych chordb v Bratislave (NUDCH, BA).

Tieto vzorky boli uchovavané v mraze pri teplote -80 °C.

Pouzity bol aj zmesny moc¢ - kontrolny material pochadzajuci z programu
externého hodnotenia kvality laboratorii zaoberajucich sa diagnostikou DMP (Quality
Assurance in Laboratory Testing for IEM — ERNDIM - kvantitativna analyza
organickych kyselin v moc¢i Quantitative Organic Acids in Urine - QLOU a tG¢innosti
testovania Diagnostic Proficiency Testing — DPT. Tieto vzorky boli pre analyzu
k dispozicii zamrazené na -80 °C priamo v LDMP FNOL, ktoré st na pracovisku

LDMP skladované od roku 2010.

3.1.3 Pouzité roztoky
- Mobilna faza A — 0,5 % kyselina mrav¢ia v LC-MS vode
- Mobilna faza B — LC-MS acetonitril
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- Zasobny roztok laktatu sodného '*C3 o koncentracii 2,24 mol.I'!

- Zasobny roztok kyseliny metyl-D3-malonovej o koncentracii 41,3 mmol.I"!
v LC-MS vode

- Zasobny roztok kyseliny orotovej ’N2 o koncentracii 100 pmol.I"! v LC-MS
vode

- Zasobny roztok D9-izovalerylkarnitinu o koncentracii 10 mmol.I'" v LC-MS
vode

- Zasobny roztok kyseliny *C6 ®0O homovanilovej o koncentracii 10 mmol.I"!
v LC-MS vode

- Zasobny roztok kyseliny metyl-D3-citréonovej o koncentracii 6830 pmol.1'!

- Zasobny roztok hexanoylglycinu (**C2, N) o koncentracii 10 mmol.l"!
v LC-MS vode

- Standardy organickych kyselin (n=95) aich konjugatov (acylglyciny n=15,
acylkarnitiny n=30) (zoznam vid 9. Prilohy - tab. 4) o koncentracii

10 mmol.l"!

3.1.4 Priprava internych Standardov

Bol pripraveny roztok zmesi internych Standardov do 10 ml odmernej banky. Zasobny
roztok znaceného laktatu bol nariedeny 10x na celkovy objem 100 pl. 22 pl 10x
zriedeného roztoku bolo pridanych do odmernej banky. Zasobny roztok
D9-izovalerylkarnitinu bol najskor nariedeny 100x a 10 pl takto zriedeného roztoku

bolo pridanych do odmernej banky.

Do odmernej banky bolo d’alej pridanych 50 ul zasobného roztoku kyseliny
metyl-D3-malonovej, 1 ml zasobného roztoku znacenej kyseliny orotovej, 200 pl
zasobného roztoku znacenej kyseliny homovanilovej, 50,5 ul zasobného roztoku
kyseliny  metyl-D3-citronove; al1l,5 pl zésobného roztoku znaceného
hexanoylglycinu. Objem v odmernej banke bol doplneny do 10 ml LC-MS vodou.
Takto pripravend zmes internych Standardov bola rozdelena na 1 ml alikvoty

do mikroskumavok a uchovavana v mraze pri teplote -20 °C.

3.1.4.1 Priprava kalibracnych roztokov
Pripravenych bolo 11 zmesi po 9-15 analytov v jednej zmesi z dovodu vel'kého poctu
analytov (rozdelenie jednotlivych analytov do zmesi zoznam vid’ 9. Prilohy — tab. 4).

Z kazdej zmesi bola pripravena 10 bodova kalibra¢na rada ziskana 2-ndsobnym

34



riedenim v syntetickej moci Sigmatrix (Sigmatrix Urine Diluent) (koncentracia
roztokov vid’ 9. Prilohy —tab. 5). Kalibracné roztoky zmesi boli analyzované jednotlivo

pocas troch dni. Kalibra¢né rozpétie bolo urcené na zaklade Pisklakova, 2020.

3.1.4.2 Priprava vzoriek kontroly kvality

Pre ucely merania presnosti a spravnosti merania metody boli pripravené vzorky
kontroly kvality (quality control — QC) na troch urovniach koncentracie (vysoka
koncentracia - HQC — high concentration quality control, stredna koncentracia - MQC
— medium concetration quality control, nizka koncentracia - LQC — low concentration

quality control). Pripravenych bolo 11 zmesi pre kazdy level koncentracie.

Jednotlivé trovne koncentracie boli urCené nasledovne — HQC koncentrac¢na
uroven predstavovala 75 % kalibracnej rady, MQC — ekvivalent k strednej hodnote, Co

predstavuje 50 % a LQC predstavuje spodnu hranicu fyziologickych hodnot.

Rozdelenie analytov v kazdej zmesi aich koncentracia pre kazda uroven je

uvedena v prilohe vid' 9. Prilohy — tab. 4.

3.1.4.3 Priprava zmesnych vzoriek

Pre validacné experimenty bol pripravovany tzv. poolovany mo¢ (zmesna vzorka,
zdruzeny moc). Poolovany mo¢ bol pripraveny zmiesanim mocu zdravych kontrol
(n = 38) o koncentracii kreatininu 2 mmol.I"' a objeme 500 ul. Pokial mo¢ obsahoval
viac ako 2 mmol.I"' kreatininu, tak bol nariedeny vodou. Ak mo¢& obsahoval
koncentraciu kreatininu nizsiu nez 2 mmol.1"! bol tento mod neriedeny a odpipetovany
v celom objeme 500 ul do 10 ml banky. Zmesny moc¢ bol rozdeleny na 1 ml alikvoty,

ktoré boli uchovavané pri teplote -20 °C.

3.1.4.4 Priprava pacientskych vzoriek a vzoriek zdravych kontrol

Vzorky mocu s koncentraciou kreatininu nad 1 mmol.l! boli nariedené na tito
koncentraciu LC-MS vodou, na objem 100 pl. Vzorky mocu s koncentraciou kreatininu
nizou ako 1 mmol.I"! boli analyzované nenariedené (bol upraveny objem IS a nastrek
adekvatny k danej koncentracii kreatininu). Ku 100 pl vzorkam bolo pridanych 10 pl
zmesi internych Standardov pripravenych v kap. 3.2.1. Findlny objem zmesi
pre analyzu vo vialkach s inzertom je 110 pl a kone¢né koncentracia IS vo vzorkach
vid’ tab. 1. Bolo pripravenych 94 vzoriek pacientov (35 organickych acidurii) a d’alSie

vzorky, z ktorych bolo vybranych 200 vzoriek zdravych kontrol.
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Tab. 1 Konecna koncentracia IS vo vzorkach pripravenych pre analyzu

Interny Standard ¢ [umol .1'"]
kyselina metyl-D3-malonova 18,8
hexanoylglycin-"*C2 >N 1
kyselina 2-metyl-D3-citronova 3,1
kyselina homovanilova - *C6, '*0O 18,2

izovaleryl-D9-L-karnitin 0,009
kyselina orotova N2 0,9
kyselina mlie¢na - *C3 44.8

3.1.5 Overenie a vyhodnotenie valida¢nych parametrov

Metdda bola validovana na zéklade smernic Eurdpskej liekovej agentury — European
Medical Agency (EMA) a Spravy potravin a lieciv - U.S. Food and Drug
Administration (FDA) (EMA, 2018; FDA, 2020). Boli overované parametre: linearita,
presnost’ a spravnost’, matricové efekty a carry-over celkom pre 140 latok. Celkovo je
v metode zahrnutych 146 latok, ktoré pozostavaju z organickych kyselin,
acylkarnitinov a acylglycinov. Metoda nebola validovana pre 6 latok z dovodu
nedostupnosti §tandardov (metylacetoacetat, Hawkinsin, 3-hydroxyizovalerylkarnitin,
3-hydroxybutyrylkarnitin) alebo pre analyty, ktoré nie su priamym diagnostickym
markerom (kreatinin, mocovina). VSetky validované analyty maji diagnosticky

vyznam pre organické acidurie.

Pre prevedenie a vyhodnotenie linearity, presnosti a spravnosti bolo
analyzovanych 11 zmesi vzoriek - QC zmesi na troch leveloch koncentracie (high,
medium, low) v 5 replikatoch pocas troch dni s pouzitim 10 bodov kalibracie.
Pre analyzu boli zmiesanych 50 ul QC vzorky, 50 ul QC poolovaného mocu a 10 ul
zmesi IS. Linearita bola vyhodnotena na zaklade pomerov plochy pikov pre jednotlivé
analyty k ploche piku interného Standardu. Limit detekcie (LOD) a limit kvantifikacie
(LOQ) boli vypocitané ako mnozstvo koncentracie (cs), ktoré zodpovedalo trojnasobku

a desatnasobku signalu k Sumu (S/N) (obr. 8).
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L0Q =10 X = X ¢s

Obr. 8 Vypocet limitu detekcie (LOD) a kvatifikacie (LOQ). S je signal, N je Sum, cs je
koncentracia

Zo ziskanych dat boli zostrojené kalibra¢né krivky a z prislusnych rovnic
kalibranych kriviek bol ziskany korelacny koeficient (R) a koeficient determinacie
(R?) pre kazdy analyt. Pre ugely vyhodnotenia presnosti bol vypoéitany variacny
koeficient (CV). Spravnost’ bola vyhodnotena ako percento z pomeru uréenych hodnét

koncentracie QC vzoriek ku skutocnej koncentracii.

Matricové efekty boli vyhodnotené na zaklade analyzy mocu 10 zdravych
jedincov ablanku (LC-MS voda) s postkolonovou infuziou interného Standardu -
kyselina metyl-D3-malonova (-MRM mod) a izovaleryl-D9-L-karnitin (+MRM mod)
pri prietoku 7 pL. za minutu. Vyhodnotené boli na zaklade zmeny intenzity signalu
v chromatograme (obr. 9), kde doslo k narastu alebo supresii signalu pre vzorku mocu
oproti blanku. Matricové efekty boli vypocitané pre kazdy moc zvlast (obr. 9)
avypocitané hodnoty boli nasledne spriemerované. Carry-over bol analyzovany
avyhodnoteny na zaklade LC-MS/MS analyzy vody po analyze vzorky, ktora

obsahovala analyty o znamej koncentracii — najvyssi bod kalibracie.

3.1.6 Pristroje a vybavenie

Kvapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex), hmotnostny spektrometer QTRAP 6500
(Sciex), kolona Acquity UPLC HSS T3 C18 (Waters), automatické pipety (Eppendorf),
automatickd elektronickd pipeta eVol (SGE Analytical Science), vortex (ArgLab)
mikroskimavky, vialky, pocitacové softvéry Cytoscape 3.9.1, GraphPad Prism 9.5.1,
Sciex-OS 3.0 a Excel 2021

I
Mg = (— X 100) — 100
In

Obr. 9 Vypocet matricovych efektov, kde Is je intenzita analytu v blanku, Iy je intenzita analytu
v moci
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3.2 Metody
3.2.1 Analyza vzoriek metédou kvapalinovej chromatografie
v spojeni s tandemovou hmotnostnou spektrometriou

Analyza vsetkych vzoriek pacientov, zdravych kontrol avzoriek na overenie
validaénych parametrov bola prevedend podla Pisklakova, 2020 a Pisklakova et al.,
2023. Pouzity bol hmotnostny spektrometer QTRAP 6500 s ionovym zdrojom - ESI:
gas 1/2: 50 psi, -4500/+5500 V, 450 °C. Pred samotnou analyzou vzoriek bol spusteny
proces premyvania autosampleru (teplota autosampleru 5 °C) - 2 cykly po 10 minat.
Bolo nastavené vyhrievanie kolony na 30 °C. Pomocou programu Analyst bol napisany
batch (nastavenie a pomenovanie vzoriek, umiestnenie vzoriek). Po nastaveni
binarneho gradientu (obr. 10) — 100 % mobilnej fazy A, 0 % mobilnej fazy B. Prietok
bol nastaveny na hodnotu 0,37 ml.min™!. Idealny tlak na zadiatku analyzy je 460-480
bar, ktory postupne klesa na 200 bar. Po kontrole tlaku bol systém 1 minutu
ekvilibrovany a po skonceni ekvilibracie bola spustena analyza. Nastrek vzoriek bol

nastaveny na objem 1 pl.

Analyza jednej vzorky trvala 26 minut a bola uskutocnena s vopred uréenymi

MRM prechodmi (scheduled MRM mode) so systémom zmeny polarity.

100
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Obr. 10 grafické znazornenie zmien koncentracie mobilnych faz pocas gradientovej elucii
z chromatografickej kolony
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3.2.2 Vyhodnotenie vysledkov analyzy pacientskych vzoriek

Namerané data boli spracované v programe SCIEX-OS, kde prebehlo prvotné
spracovanie dat. V ziskanych chromatogramoch analyz boli piky pre jednotlivé analyty
ainterné Standardy integrované. Retencné Casy jednotlivych analytov st uvedené
v prilohe vid’ 9. Prilohy — tab. 4. Ziskané data boli exportované ako pomer pikov
analytu k ploche piku zodpovedajuceho interného standardu do tabulkového programu
Excel 2021. Déata boli nasledne transformované na robustne Standardizovant hodnotu

(obr. 11).

Vypocitané robustne Skalované hodnoty boli nasledne pouzité na vizualizaciu
vysledkov v programoch GraphPad Prism 9.5.1 a Cytoscape 3.9.1 na zaklade
porovnania s hodnotami zdrave] populacie. Bolo ziskané rozmedzie robustne
Skalovanych hodndt 200 zdravych kontrol, pre ktoré bolo pouzity vypocet podl'a obr.
11.

V programe GraphPad Prism 9.5.1 boli vlozené vysledky robustne S§kalovanych
hodnét pre zdravé kontroly a pacientov, z ktorych boli vytvorené krabicové grafy
s viac premennymi - vysledky zobrazené ako robustne Skalované hodnoty pacienta

v porovnani so zdravou populaciou.

V programe Cytoscape 3.9.1 (Shannon et al., 2003) bola vytvorena mapa
organickych acidurii. Jednotlivé organické acidurie su v Cytoscape mape rozdelené
na zaklade metabolizmu, do ktorého zasahuju. Koncové uzly predstavuju jednotlivé
biomarkery priamo spojené s danym ochorenim. Hodnoty RS pre kazdy biomarker
kazdého pacienta boli do softvéru importované a na zaklade vel'kosti tychto hodnot boli

nastavené zmeny parametrov koncovych uzlov, ako je vel'kost’, farba uzlu a popiskov.

x — median

RS = ———
(@3-0Q1)

Obr. 11 Vypocet robustne Skalovanych hodndt, kde RS predstavuje robustne Skalovanu
hodnotu pre dany biomarker pacienta, x je povodne namerana hodnota biomarkeru (pomer
plochy piku analytu ku piku interného Standardu), Q1 a Q3 je prvy atreti kvartil. Median
a hodnoty Q1 a Q3 boli urené z nameranych hodnét analytu pre zdravé kontroly (n=200),
(Swallow a Kianfard, 1996; Dazsykowki et al., 2007)
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4 Vysledky
4.1 Validacia metody

V ramci vyhodnotenia linearity bol stanoveny limit detekcie a kvantifikacie, korelacny
koeficient (R) a koeficient determinacie (R?) pre jednotlivé analyty (zoznam vid® 9.
Prilohy — tab. 5). Kritériu R2>0,980 nevyhovelo 10 analytov uvedené v tab. 2. Jedna sa
o dlhsie karnitiny (hexadekanoylkarnitin), oxokyseliny (acetoacetat)
a hydroxykyseliny (homogentisat). Najnizsie LOD a LOQ bolo stanovené analyt
zo skupiny karnitinov - oktanoylkarnitin a najvyssie pre analyt zo skupiny oxokyselin,
konkrétne 2-oxoglutarat. LOD sa pohybovalo v rozmedzi od LOD = 3,07x10™!! mol.1'!
(oktanoylkarnitin) po LOD = 3,29x10° mol.I"! (2-oxoglutarat). LOQ bolo uréené
v rozmedzi od LOQ = 1,02x10™!'! mol.1"! (oktanoylkarnitin) po LOQ = 10x10™* mol.I"!
(2-oxoglutarat).

Pre meranie spravnosti podla dokumentov EMA a FDA by stredna
koncentracia mala byt 100+ 20 % ur¢enych hodnot pre vzorky kontroly kvality (HQC,
MQC a LQC) a pri merani presnosti by variany koeficient nemal presiahnut’ 20 %
(Zheng et al., 2020). Na obr. 12-14 je mozné vidiet' vysledky merania presnosti
a spravnosti v ramci jedného dna (takze pre 1., 2. a 3. del). Stanovenym poziadavkam
nevyhoveli napriklad dlhé karnitiny (hexadekanoylkarnitin — C16:0-kar), ktoré maju
vysSie retencné Casy alebo latky vel'mi polarne, ktoré su eluované v mftvom case,
aj kyseliny s dlhsim alifatickym retazcom alebo oxokyseliny, pripadne analyty

zadrziavané v kolone, pri ktorych doslo k interakcii s nepolarnou zlozkou kolony.
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Tab. 2 Limity detekcie a kvantifikacie, korelaény koeficient a koeficient determinacie
pre vybrané analyty, pre ktoré plati R?<0,980, rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky

analyt (ol [moll' [nlﬁ.]l)-l] [nlig.%] R K
homogentisat 1,00x10°  1,95x10% 5,64x10® 1,88x107 0,9216 0,8391
3,4-diOH-mandelat 1,00x10° 1,95x10° 6,33x107  2,11x10° 0,9413 0,8665
4-OH-fenylpyruvat 1,00x10* 1,95x107 2,78x107  9,25x107 10,9539 0,8889
acetoacetat 1,00x10* 1,95x107 1,30x10° 4,33x10° 0,9789 0,8973
2-oxoadipat 1,00x10°  1,95x10% 3,35x107 1,11x10° 0,9642 09141
3-metylglutakonat 1,00x10* 1,95x107  3,44x10° 1,14x10° 0,9917 09214
2-metylglutakonat 1,00x10* 1,95x107  4,55x10° 1,52x10° 0,9726 0,9332
hexadekanoylkarnitin 1,00x107 1,95x10°'° 457x10'° 1,52x10° 0,9834 0,9670
3-OH-oktadekanoylkarnitin | 1,00x107 1,95x10"° 6,74x10'  2,24x10° 0,9780 0,9566
3-OH-tetradekanoylkarnitin | 1,00x107 1,95x10° 1,21x10'° 4,04x10'° 0,9795 0,9594
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Tab. 3 Merané matricové efekty pre vybrané analyty v pozitivnom a negativhom mode,
s prislu§nymi retenénymi asmi a s percentualnym vyjadrenim obohatenia (+) a supresie (-)

-MRM +MRM
RT RT
[min] analyty ME [min] analyty ME
0.8 gly?xy‘lét 0,71 4—hydr(‘)xyglutarlnét 38.0%
mocovina 0,8 4-aminobutyrat
tartarat 0,9 karnitin 77.0%
0,9 4-OH-2-oxoglutarat 1,0 aminoadipat
oxaloacetat 1,3 malonylkarnitin
lycerat 1,52 ipekolat
=L —1368,0% R
2,4-diOH-butyrat 1,55 pikolinat
glyko/lat 1,59 orotat : 23.0%
1,1 malat 1,6 glycylprolin
3,4-diOH-butyrat 1,75 N-acetylaspartat
pyruvat 1,92 acetylkarnitin
1,2 izocitrat 2,3 acetoacetat
2,5 citrat 2,47 pyroglutamat 35,0%
8,65 3-metyladipat -32,0%
8,66 4-OH-fenylacetat
8,7 suberylglycin 28,0%
8,75 pimelat

Boli vyhodnotené matricové efekty na zaklade zmeny intenzity signalu
v pozorovanych oblastiach chromatogramu. V tab. 3 st uvedené analyty aj s retenénymi
Casmi, v ktorych oblastiach bol pozorovany efekt matrice v obidvoch modoch, ako
v negativnom aj v pozitivnom. Prislusné obohatenie alebo supresia bola vyjadrena
v percentach. V danych retenénych Casoch je pozorovana zmena (narast alebo supresia)
signalu interného §tandardu, ktory modze znamenat' ovplyvnenie stanovenia latok, ktoré

eluuji v danom case uvedenych v tab. 3.

Carry over bol ur€eny nizsi ako 5 % po analyze blanku po vzorke s najvy$sim bodom

kalibracie pre vSetky analyty.

4.2 Analyza pacientskych vzoriek
Validovana LC-MS/MS metoda bola otestovana a aplikovana na analyzu 94 vzoriek
pacientov, ktoré zahrnali 35 organickych acidurii a vzoriek zdravych kontrol, z ktorych bol

vybrany subor kontrol pre vypocet referencného rozmedzia robustne Skalovanych hodnot
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(n=200). Pre ucely tejto prace boli spracované a vyhodnotené vysledky analyz troch
pacientov s deficitmi popisanymi v kap. 2.2.1.1 —2.2.1.3.

4.2.1 Analyza vzorky pacienta s deficitom acyl-CoA dehydrogenazy
mastnych kyselin so stredne dlhym ret’azcom

Bola analyzovana vzorka pacienta s MCADD (chlapec, vek 5 rokov), ktora bola povodom

z Centra pre DMP Narodného ustavu detskych chordb v Bratislavy (NUDCH, BA).

Po vypocitani robustne Skalovanych hodndt pre vSetky markery boli tieto hodnoty
graficky vyobrazené (obr. 15,16). Podla grafického vyobrazenia v diagrame a v mape
organickych kyselin (obr. 15,16) boli urcené zvySené robustne Skalované hodnoty
pre dolezité acylkarnitiny a acylglyciny so Siestimi az 6smimi acylovymi zbytkami (C6-C8):
suberylglycin (RS=3951,5), hexanoylglycin (RS=554,4), heptanoylglycin (RS=375,1)
a hexanoylkarnitin (RS=213,2), oktanoylkarnitin (RS=393,2). Pozorujeme zvySené hodnoty
v moci pre Specificky biomarker MCADD - fenylpropionylglycin (RS=427,7).

4.2.2 Analyza vzorky pacienta s izovalerovou aciduriou

Vzorka pacienta (dievca, 10 mesiacov) bola povodom z Centra pre DMP Narodného ustavu

detskych chorob v Bratislavy (NUDCH, BA).

Pre vzorku mocu pacienta s IVA boli (obr. 17,18) zvySené hodnoty biomarkerov:
izovalerylkarnitinu (RS=29,5) aizovalerylglycinu (RS=221,1) v porovnani so zdravou

populéciou.

4.2.3 Analyza vzorky pacienta s leucin6zou
Vzorka tretieho pacienta (vzorka DPT-2018-F) je vzorka, ktora bola sucastou externého
hodnotenia kvality laboratorii zaoberajucimi sa diagnostikou DMP. Podla oficialneho

dokumentu s vysledkami je to vzorka od 8-ro¢ného pacienta s MSUD.

Analyzou organickych kyselin, acylglycinov a acylkarnitinov boli detekované
dolezité biomarkery: 2-oxoizokaproat (RS=84,6), 2-hydroxyizokaproat (RS=1001,4)
a 2-hydroxyizovalerat (RS=2716,2).
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Obr. 15 Profil (robustne skalované hodnoty - osa x) organickych kyselin, acylkarnitinov a acylglycinov (osa y) v mo¢i pacienta s MCADD (Cervena farba)
v porovnani so zdravou populaciou (siva farba) v programe GraphPad Prism 9.5.1
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Obr. 19 Profil (robustne skalované hodnoty - osa x) organickych kyselin, acylkarmitinov a acylglycinov (osa y) v moci pacienta s leucindzou (Cervena farba)
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Obr. 20 Mapa organickych acidurii s vysledkami analyzy mocu pacienta pacienta s leucindzou. Velkost a farba koncového uzlu a pisma metabolitu je priamo
umerna robustne skalovanym hodnotam pre dany analyt
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5 Diskusia

Vyvinuta LC-MS/MS metoda pre analyzu organickych kyselin, acylkarnitinov
a acylglycinov podla Pisklakova, 2020 a Pisklakova et al., 2023 je v porovnani
s rutinnou  GC-MS metodou vhodnejSou pre diagnostiku organickych acidurii.
LC-MS/MS je v porovnani s GC-MS jednoduchsia na prevedenie z hl'adiska pripravy
vzorky, pretoze pre analyty nie su potrebné zdihavé kroky derivatizacie a extrakcie
do vhodného rozpustadla a z toho hl'adiska nie je potrebné ani vel'’ké mnozstvo vzorky
(iba 100 pul). Z toho dévodu sa cela priprava vzorky pred samotnou analyzou skracuje
len na potrebné kroky, ktoré su nariedenie na jednotni koncentraciu kreatininu,
zmieSanie so zmesou IS a vzorka je pripravena na analyzu. Samotna analyza vzorky
trva 26 minut a vyhodnotenie analyz je jednoduchsie na prevedenie a metoda poskytuje

moznost’ automatizacie niektorych krokov (Pisklakova et al., 2023).

Cas od zisku vzorky az po ziskanie vysledku zohrava délezitu ulohu
pri akatnych klinickych stavoch, ked'ze mnohé DMP sa vyznacuju rychlym nastupom
a tazkymi stavmi z dovodu nefunkcnosti enzymov a proteinovych transportérov. Prave
preto je LC-MS/MS v porovnani s rutinnou GC-MS vhodnejsia, pretoze sa skracuje
celkovy cas, nie len pripravy vzorky, analyzy ale aj vyhodnocovania vysledkov
(Jin et al., 2022; Ruopollo et al., 2022). Vysledok analyzy moze byt znamy uz o jednu
hodinu od zisku vzorky (Pisklakova et al., 2023).

Celosvetovo bezi mnoho vyskumov ohl'adom alternativnych metod, ktoré by
mohli rutinna GC-MS nahradit’ a celt diagnostiku zjednodusit’ a skratit’ jej ¢as. Pocas
tychto studii je snaha aj o zahrnutie véacSieho spektra analytov a zaroven rozsirit
moznosti diagnostiky viacerych porach (Jin ef al., 2022; Ruopollo et al., 2022). V¢asna
diagnostika a zaroven rychle nasadenie terapie znizuje umrtnost na organické acidurie

(Kolker et al., 2023).

St skumané moznosti diagnostiky anovych moznosti pomocou metody
LC-MS/MS s derivatizaciou analytov alebo moznost’ diagnostiky bez derivatizacie
(ako st uz vyvinuté niektoré LC-MS/MS kity) analytov v telovych tekutinach

(Jasem.com.tr; Ueyanagi et al., 2021).
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Korver-Keularts et al., 2018 testovali metodu LC-MS/MS (LC-QTOF/MS),
ktora bola nakoniec pouzita na 78 DMP, ktora sa ukézala ako vel'mi ucinna a rychlejsia
metoda pre diagnostiku organickych acidurii (Korver-Keularts er al., 2018). Prebehli
dalsie Stadie pre metdédu LC-QTOF/MS na plne automaticku analyzu organickych
kyselin s derivatizaciou a deproteinizaciou vzorky pomocou 3-nitrofenylhydrazinu
(tzv. systém CLAM-2030), ktoré sa ukazalo ako ucinné na analyzu nie len organickych
kyselin ale aj acylkarnitinov a acylglycinov v sére pacientov s troma organickymi
aciduriami — propidonova, metylmalonova aciduria a 3-metylkrotonylglycinuria. Doba
analyzy bola menej nez 1 hodinu a vo vzorkach bolo analyzovanych 19 organickych
kyselin. Nevyhodou tohto systému je nie len derivatizacia vzorky, ale aj jej potrebna

inkubacia (Ueyanagi et al., 2021)

Uz spominané LC-MS/MS kity v kap. 2.2.2.2 od firmy Jasem, vd’aka ktorym
je mozné analyzovat’ 54 organickych kyselin bez derivatizacie vzorky. Firma takisto

deklaruje uspesnu separaciu aj izomérnych foriem organickych kyselin (Jasem.com.tr).

Vyskum Jin er al., 2022 testoval rychlu a jednoducht analyzu organickych
kyselin aich konjugatov bez derivatizacie vzoriek. Tato metdda bola vyvinuta
na analyzu organickych kyselin ako v sére, tak aj v moci pacientov. Testované vzorky
pacientov s organickymi acidiriami — 3-hydroxy-3-metylglutarova, izovalerova,
metylmalonova a glutarova aciduria typu I. LC-MS/MS analyza organickych kyselin
sa ukézala ako rychly a ti¢inny nastroj na kvantifikaciu viacerych organickych kyselin
a autori spominaju buducnost’ na rozSirenie pre d’alSie organické acidurie (Jin er al.,

2022).

Vyvinuta metdda bola validovana. Presnost’ a spravnost bola vyhodnotena
na zaklade nezavislych analyz QC vzoriek pocas troch dni a v porovnani
so stanovenym kritériom (spravnost merania 100+ 20 % a presnost CV < 15%)
nevyhoveli latky s nizkym alebo vysokym retenénym ¢asom (dlhé karnitiny, vel'mi
polarne latky, vid obr. 12-14). Pri vyhodnoteni efektov matrice mocu v urcitych
reten¢nych Casoch v pozitivhom aj negativnom mode dochadzalo k supresii alebo
obohateniu signalu pre analyty (tab. 3), avSak tieto latky maju len doplnkovy vyznam
pri diagnostike. V podobnej praci z roku 2018 bola metdda, ktora zahriala 75 analytov
(markery pre DMP a markery liekov) validovana. V ramci validacie bolo

analyzovanych 99 diagnostickych vzoriek pacientov (32 DMP) a 88 zdravych kontrol.
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Vysledky boli vyhodnotené pomocou z-skore (Korver-Keularts er al., 2018). V praci
Jin et al., 2022 boli v ramci validacie pre LC-MS/MS overované linearita, LOD, LOQ,
carry-over, matricové efekty, vytaznost, presnost’ a spravnost. Kalibra¢né krivky
pre vSetky organické kyseliny poskytovali spolahlivé vysledky (dobra linearita,
korelacny koeficient a koeficient determindcie). Pri overovani carry-over neboli
pozorované ziadne ciel'ové piky v blanku po analyze 6. roztoku kalibracnej rady. Boli
pozorované efekty matrice pre analyty — metylmalonat, glutarat, 3-hydroxypropionat,
3-hydroxy-3-metylglutarat a izovalerylglycin, ktoré boli kompenzované po korekcii

internym Standardom (Jin et al., 2022).

Validovana metoda bola otestovana na pacientskych vzorkach. Bola otestovana
na 94 vzorkach a tri z nich boli vyhodnotené pre ucely tejto diplomovej prace. Vybrané
boli MCADD, IVA aMSUD. Vysledky analyz boli relativne kvantifikované,
na zaklade zavedenia robustne §kalovanych hodnét. Relativna kvantifikécia je zalozena
na samotnej vlastnosti biomarkerov ochoreni — tzv. odl'ahlych hodnét, pretoze sa ich
koncentracie v telovych tekutinach znac¢ne lisia v porovnani so zdravou populaciou.
Pouzita transformacia dat bola zvolena z dovodu velkého rozsahu a variability
analytov a z dovodu povahy dat, ktoré nemaju povahu klasického Gaussovského

rozdelenia (Swallow a Kianfard, 1996; Dazsykowki et al., 2007).

Ako vel'mi ucinny je aj nastroj grafického zobrazovania robustne Skalovanych
hodnét. Jednou z moznosti grafického zobrazenia je pouzitie krabicového grafu s viac
premennymi v programe GraphPad Prism, kde je mozné vyobrazit' vysledky analyz
pacienta v porovnani so zdravou populaciou. Pri tomto grafickom zobrazeni je mozné

sledovat’ vSetky zmeny pre biomarkery zahrnuté v metdde naraz u jedného pacienta.

Ako druha moznost’ grafického zobrazenia bolo pouzitie programu Cytoscape.
Ide o grafické interaktivne zobrazenie organickych acidurii. Jednotlivé ochorenia su
rozdelené podla metabolizmu a ku kazdému ochoreniu su priradené biomarkery
ochorenia a aj robustne Skalované hodnoty pre kazdy jeden biomarker (Shannon et al.,
2003). V tomto type zobrazenia je mozné vidiet nie len zvysené robustne Skalované
hodnoty pre zvoleného pacienta, ale vd’aka priradeniu biomarkerov k jednotlivym
organickym aciduriam je mozné vidiet priamo, ktory metabolizmus moze byt

u pacienta zasiahnuty a moze fungovat’ ako ucinny nastroj k diagnostike pacientov.
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Z hladiska diagnostiky je pre MCAD deficit dolezita spravna detekcia nie len
zvySenych hodndt organickych kyselin, ale aj zvysenych hodndt acylkarnitinov
a acylglycinov (Couce et al., 2013), pre ktoré nie je vhodna GC-MS/MS, ale prave
LC-MS/MS (Mason et al., 2022; Korver-Keularts et al., 2018). Pre pacientske vzorky
sa ¢asto vyznacuju zvySenymi hodnotami oktanoyl- a dekanoylkarnitinu, avsak tieto
karnitiny mozu sposobit’ aj faloSni negativitu pre MCADD (Couce et al., 2013).
Pri analyze vzorky pacienta s MCADD boli pozorované zvySené hodnoty pre karnitiny
so Siestimi a O6smimi acylovymi zvySkami (hexanoylkarnitin, oktanoylkarnitin)
a glyciny, ale aj Specificky marker — fenylpropionylglycin. Fenylpropionylglycin je
zvySeny utychto pacientov, pretoze crevné baktérie vytvaraju fenylpropionat
(Tuchman et al., 1991). Fenylpropionat (PPA) je netoxicky a je produkovany crevnymi
baktériami ako produkt degradacie ligninu, flavonoidov a aromatickych aminokyselin
(Smith et al., 2003), avSak ako substrat (9 uhlikova skelet — stredne dlhy ret'azec)
enzymu MCAD u pacientov s MCADD deficitom nemdze byt metabolizovany.
Pacienti s MCADD nedokazu PPA metabolizovat a po zatazeni PPA ho vylucuju
po konjugacii s glycinom (Tuchman er al, 1991). Podla vyobrazenia pomocou
softvéru Cytoscape by bolo mozné urcit' niekol'ko moznych organickych acidurii,
pretoze jednotlivé markery su spolo¢né pre viac acidurii, ktoré vyplyvaju
z metabolizmu mastnych kyselin, ale boli detekované prave zvySené hodnoty pre
fenylpropionylglycin, ktory je ako marker len u MCADD. Dalsie markery MCADD su
spojené s dysfunkciou mitochondrii. Pri dysfunkcii mitochondrii dochadza k masivne;j
produkecii reaktivnych kyslikovych radikalov, ktoré ovplyviiuja viacero biologickych
molekul, ako napriklad st napriklad lipidy. Mdze nastat k oxidacii fosfocholinov
a fosfatidylserinov, ktoré mozu sluzit’ ako biomarkery oxidativneho stresu, dysfunkcie

mitchondrii a MCADD (Najdekr ez al., 2015).

Analyzou vzorky pacienta s IVA boli ur€ené zvySené hlavne zvySené hodnoty
izovalerylkarnitinu a izovalerylglycinu, ktoré su doplnkové markery pre diagnostiku
(Villani et al., 2017). U pacientov s touto aciduriou je snaha organizmu tieto
nepremenené acyly vylucit’ z organizmu alebo ich premenit’ na alternativny produkt,
pretoze volny izovalerat je pre organizmus toxicky, je konjugovany s glycinom
a karnitinom a tieto konjugaty mdze organizmus l'ahko vylucit mocom (Sweetman et
al., 2001). Pri analyze vzoriek pacientov sa v zavislosti od pacienta mozu byt

detekované metabolity izovaleratu 3-hydroxyizovalerat a 3-hydroxybutyrat (Villani et
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al., 2017), ktoré pripade analyzovanych vzoriek v tejto praci dosahovali normalne
hladiny. Pri analyze vzoriek byva ¢asto problémom nedostatoné rozliSenie izomérov
karnitinov s piatimi acylovymi zbytkami, ¢o zjednodusuje pouzitie LC-MS/MS
metody, vd’aka ktorej je tieto izoméry mozné separovat’ a vylucit faloSnu pozitivitu

vysledkov (Murko et al., 2023).

V metode nie su zahrnuté esencialne aminokyseliny valin, leucin a izoleucin,
ktoré sluzia ako spolahlivé biomarkery MSUD, pretoze ich metodou nie je mozné
analyzovat’ z dovodu aminoskupiny, ktora spdsobuje vysoku polaritu a neposkytuju
ziadnu interakciu s nepolarnou zlozkou chromatografickej kolony. Avsak metddou je
mozné detekovat zvySené hodnoty pre produkty ich transaminazovej reakcie, ako je
napriklad 2-oxoizokaproat a 2-oxoizovalerat, ktoré mozu naznacovat nizku aktivitu
pripadne nefunkénost BCKDH komplexu. Ako dalSie makre pre MSUD sluzia
2-hydroxyizovalerat, 2-hydroxyizokaproat, a 3-hydroxybutyrat (Villani et al., 2017).
V pripade analyzy vzorky pacienta s MSUD boli zo spominanych markerov
detekované zvySené hodnoty pre 2-oxoizokaproat, 2-hydroxyizokaproat
a 2-hydroxyizovalerat. U tychto pacientov zvySené hodnoty prislusnych oxokyselin,
ktoré nie je mozné metabolizovat predstavuju riziko z dévodu ich neurotoxicity

(Yunus et al., 2011).
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6 Zaver

V praci bola vypracovana literdrna reSer§ zaoberajica sa tedriou kvapalinovej
chromatografie s hmotnostnou spektrometriou, dedi¢nych metabolickych poruch,
organickych aciduarii a o stave ich sucCasnej diagnostiky. Ako priklady organickych
acidurii boli vysvetlené 3 deficity - MCADD, IVA a MSUD, ktoré boli aj vyhodnotené

v praktickej Casti.

Testovana LC-MS/MS metdda bola validovana pre 140 latok. Testované boli
matricové efekty, carry-over, linearita a presnost a spravnost. LC-MS/MS metoda bola
pouzita pre analyzu organickych kyselin spolu s ich konjugatmi (karnitiny a glyciny)

v moci pacientov.

Vo vysledku pouzita LC-MS/MS metoéda poskytuje spolahlivé vysledky
pre diagnostiku organickych acidarii. Metodou je mozné rozlisit’ izoméry, ktoré su
Casto kl'icové pre spravnu diagnostiku a metoda je jednoduchsia z pohladu pripravy
vzorky, Casu analyzy, ale aj ¢asu potrebného pre vyhodnotenie. Metéda LC-MS/MS
ma budicnost vramci zahrnutia dalSich biomarkerov a nasledne sa zaradit do

diagnostiky nie len organickych acidurii, ale aj d’alSich DMP.
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8 Zoznam pouzitych skratiek

2D SDS PAGE - dvojrozmerna denatura¢na akrylamidova elektroforéza
BCKDH - dehydrogenaza alfa-ketokyselin s rozvetvenym retazcom
C5-kar — karnitin s 5 uhlikovymi acylovymi zbytkami

CPT1 - kamitinacyltransferaza 1

CPT2 - karnitinacyltransferaza 2

DBS - sucha krvna skvma

DMP - dedi¢né metabolické poruchy

DPT - program ucinnosti testovania

EI - elektronova ionizacia

EMA - Europska liekova agentira

ERNDIM - program externého hodnotenia kvality laboratorii zaoberajucich sa

diagnostikou DMP

ESI - ionizacia elektrosprejom

FDA - Sprava potravin a lieciv

GC - plynova chormatografia

GlyAT - glycin-N-tranferaza

HPLC - vysokoucinna kvapalinova chromatografia

HSDI10 - deficit 2-metyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenazy
IMDs — inherited metabolic disorders

IS — interny Standard

IVA - izovalerova aciduria

LCAD - acyl-CoA dehydrogenaza mastnych kyselin s dlhym retazcom
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LLOQ - lower limit of quantification — najnizsi limit kvantifikacie

LDMP - Laboratorium dediénych metabolickych poruch

LIP - lipaza

LOD - limit detekcie

LOQ - limit kvantifikacie

MALDI - Laserova desorpcia/ionizacia za ucasti matrice

MCAD - acyl-CoA dehydrogenaza mastnych kyselin so stredne dlhym retazcom

MCADD - deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin so stredne dlhym

retazcom

MF — mobilna faza

MHBD - 2-metyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenaza
MRM - multiple reaction monitoring mode

MS — hmotnostna spektrometria

MS/MS - tandemova hmotnostna spektrometria
MSUD - choroba javorového sirupu, leucindza

NBS - novorodenecky skrining

NP - normalna faza

NRM - nuklearna magneticka rezonancia

NUDCH BA - Narodny ustav detskych choréb v Bratislave
OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man

p.o. — oralna aplikacia

Q - kvadrupodlovy analyzator
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QC - vzorky kontroly kvality (HQC, MQC a LQC- high, medium and low

concentration quality control)

QLOU - program kvantitativnej analyzy organickych kyselin v moci
QqQ - trojity kvadrupol

RP - reverzna faza

RS — robustne skalované

STATIM vzorky — vzorky uréené pre rychlu analyzu

TA - transminaza

TLC - tenkovrstvova chromatografia

TOF - analyzator doby letu

UPHLC - ultra vysokou¢inna kvapalinova chormatografia

69



9 Prilohy
Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedeny prislusny retencny ¢asy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky

i icky i HQC | MQC LQC
S-kuprlna orgafnckycl} kryselln a , Organicka kyselina/konjugat RT [min] | Zmes Q 1 Q 1 Q 1 Interny Standard
konjugatov podla funk¢nych skupin [pmol.l"] | [umol.l ]| [umol.l"']
kyselina valproové 13,83 | 6 75 25 5 hexanoylglycin-""C2 °N
. glycylprolin 1,6 5 165 55 2,2 kyselina metyl-D3-malonova
amino-
kyselina 4-aminobutanova 0,8 4 75 25 5 kyselina metyl-D3-malonova
aromatické kyselina fenyloctova 11,47 8 7,5 2,5 2 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina 2-hydroxyfenyloctova 9,79 8 7,5 2,5 0,1 hexanoylglycm-13C2 5N
kyselina 3-hydroxyfenyloctova 921 | 6 75 25 5 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina 3-hydroxymandl'ova 571 | 2| 075 0,25 0,05 hexanoylglycin-""C2 °N
Mono- kyselina 4-hydroxybenzoovi 818 | 2 | 15 025 0,5 hexanoylglycin-"C2 "N
karboxylové . . . 13n 15
L kyselina 4-hydroxyfenyloctova 8,66 4 75 25 10 hexanoylglycin- "C2 ~N
aromatické, hydroxy- - - B 15
kyselina 4-hydroxyfenylmliecna 7,44 3 75 25 0,1 hexanoylglycin- "C2 ~N
kyselina fenylmlie¢na 1044 | 8 7.5 2,5 0,05 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina homovanilova 9,2 6 75 25 5 kyselina homovanilova - °C6, '*O
kyselina mandl'ova 7,95 6 75 25 10 hexanoylglycin-"C2 °N
kyselina vanilmandl'ova 5,22 6 75 25 1 kyselina metyl-D3-malonova
ammatl:rlr{lei;l;?dmxy" N-acetyltyrozin 785 | 3 75 25 10 hexanoylglycin-"C2 N
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Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislusné reten¢né Casy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky - pokraovanie

i icky i HQC MQC LQC
S-kuprlna orgafnckycl} kryselln a , Organicka kyselina/konjugat RT [min] | Zmes Q 1 Q 1 Q 1 Interny Standard
konjugatov podla funk¢nych skupin [pmol.l ]| [umol.]" ]| [umol.]l"]
3.4-dihydroxyfenyloctova 7,29 2 7.5 2,5 1 hexanoylglycin-""C2 °N
o 3,4-dihydroxymandl'ova 1,91 2 0,75 2,5 0.1 hexanoylglycin-""C2 °N
aromatické, dihydroxy - — YT
kyselina gentisova 8,57 2 7,5 2,5 0,05 hexanoylglycin- "C2 ~N
kyselina homogentisova 6,12 2 7.5 2,5 1 hexanoylglycin-""C2 °N
aromatické, oxy- kyselina fenoxyoctova 11,53 3 75 25 1 kyselina homovanilova - °C6, '*O
o kyselina fenylpyrohroznova A 10,05 8 7.5 2,5 0,5 kyselina homovanilova - °C6, "0
aromatické, oxo- - - B 18
kyselina fenyIpyrohroznova B 12,8 8 7,5 2,5 0,5 kyselina homovanilova - “C6, °O
aromatické, oxo-, | kyselina 4-hydroxyfenylpyrohroznova A | 6,8 6 75 25 1 kyselina homovanilova - °C6, "*O
hydroxy- kyselina 4-hydroxyfenylpyrohroznova B | 10,44 6 75 25 1 kyselina homovanilova - Bee, o
Mono- kyselina 2-oxobutanova 2,4 5 165 55 44 kyselina metyl-D3-malonova
karboxylové kyselina 2-oxoizokaproova 9,28 8 7,5 2,5 1 hexanoylglycin-""C2 °N
0xo0-
kyselina glyoxylova 0,78 7 75 25 20 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina pyrohroznova 1,15 6 75 25 1 kyselina mlic&na - °C3
o kyselina kynurénova 8,42 2 7.5 2,5 0,5 hexanoylglycin-""C2 °N
0x0-, heterocyklické - -
kyselina pyroglutamova 2,48 1 75 25 1 kyselina metyl-D3-malonova
dioxo- sukcinylaceton 6,51 8 7,5 2,5 1 kyselina homovanilova - °C6, "*O
. . kyselina hydantoin-5-propionova 3,1 6 75 25 1 kyselina metyl-D3-malonova
dioxo-, heterocyklické - - EPNST
kyselina orotova 1,59 8 7.5 2,5 0,1 hexanoylglycin- "C2 °N
. kyselina 2-pikolinova 1,55 8 7.5 2,5 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
heterocyklické - - - -
kyselina pipekolova 1,52 6 75 25 0,1 kyselina metyl-D3-malonova
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Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu$né reten¢né Casy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky — pokracovanie

» :ﬁ;r:;i t;;)gda;r:cfl;y:{lclri;ycslfl;lr{lui " Organicka kyselina/konjugéat RT [min] | Zmes [HESS_I] mﬁﬁf_l] [u;((:)zlﬁ-l] Interny §tandard
kyselina 2,3-dihydroxy-2-metylbutanova | 1,86 3 75 25 0,1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 2,3-dihydroxybutanova 1,36 7 75 25 10 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 2,4-dihydroxybutanova 15 4 75 25 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 2-hydroxybutanova 3,07 7 75 25 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 2-hydroxyizobutanova 2,92 7 75 25 1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 2-hydroxyizokaproova 9,09 2 7,5 2,5 0,1 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina 2-hydroxyizovalerova 6,49 7 75 25 1 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina 3,4-dihydroxybutanova 1,1 3 75 25 0,1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 3-hydroxybutanova 2,67 4 75 25 5 kyselina metyl-D3-malonova
Mono- ’ hydroxy- kyselina 3-hydroxydekanova 13,49 8 7,5 2,5 1 hexanoylglycin-""C2 °N
karboxylové kyselina 3-hydroxyizobutanova 2,96 6 75 25 5 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 3-hydroxyizovalerova 5,66 1 75 25 1 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina 3-hydroxyoktanova 11,98 | 5 16,5 55 1,1 hexanoylglycin-"C2 "N
kyselina 3-hydroxypropiénova 1,62 5 165 55 4.4 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina 3-hydroxyvalerova 6,12 8 7.5 2,5 0.1 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina 4-hydroxybutanova 2,13 8 7,5 2,5 2 kyselina mlie¢na - °C3
kyselina glycerova 1,08 4 75 25 1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina glykolova 1,07 3 75 25 10 kysclina mlie¢na - °C3
kyselina mlieéna 1,72 4 75 25 5 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina vanilmlie¢na 8,25 1 7.5 2,5 0,05 hexanoylglycin-""C2 °N
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Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu$né reten¢né Casy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky — pokracovanie

Conjutos podfafnkéngen | TSt kscimahoniugit | RT i s || ) e Sandard
Mono- hydroxy-, kyselina 5-hydroxyindoloctové 8,51 7 75 25 5 hexanoylglycin-"C2 "N
karboxylové|  heterocyklické kyselina indolmlie¢na 11,06 | 6 75 25 0,1 hexanoylglycin-"C2 °N
kyselina 3-metyladipové 8,65 7 75 25 0,5 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina 3-metylglutarova 7,19 7 75 25 10 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina adipové 7,15 1 75 25 5 hexanoylglycin-""C2 °N
kyselina azealova 11,5 6 75 25 2 kyselina homovanilova - °C6, '*O
kyselina etylmalonova 6,25 1 75 25 5 hexanoylglycin-"C2 °N
kyselina glutarova 5,1 7 75 25 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
Dikarboxylové kyselina jantarova 3,03 3 75 25 5 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina malonova 1,24 2 7.5 2,5 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina metyljantarova 5,96 8 7.5 2,5 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina metylmalonova 3,77 1 75 25 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina pimelova 8,75 5 165 55 2,2 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina sebakova 12,17 1 75 25 1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina suberova 10,47 1 75 25 2 hexanoylglycin-""C2 °N
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Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu$né reten¢né Casy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky — pokracovanie

i icky i HQC MQC LQC
Skupina organickych kyselina Organicka kyselina/konjugt | RT [min]|zmes| —oC | MQC | LQC Interny Standard
konjugatov podla funk¢nych skupin [pmol.l"'] | [umol.l" ]| [umol.l"']
selina 2-hydroxyglutarova 1,68 5 165 55 11 kyselina metyl-D3-malonova
ky ydroxy ty
kyselina 3-hydroxy-3-metylglutarova 4,05 4 75 25 10 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 3-hydroxyglutarova 1,87 8 7,5 2,5 1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 3-hydroxysebakova 10,34 7 75 25 1 hexanoylglycin-""C2 °N
hydroxy- kyselina 4-hydroxy-2-oxoglutarova 0,9 5 165 55 1,1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 4-hydroxy glutamova 0,71 8 7,5 2,5 1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina citrajabléna 2,57 7 75 25 1 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina jabléna 1,11 4 75 25 1 kyselina metyl-D3-malonova
Dikarboxy- . , . .
lové kyselina vinna 0,9 5 165 55 11 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 2-metylglutakonova 7,3 7 75 25 10 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 3-metylglutakonova 7,4 6 75 25 10 kyselina mlic&na - °C3
nenasytené kyselina fumarova 2,37 1 75 25 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina glutakonova 5,72 4 75 25 10 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina maleinova 1,82 7 75 25 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
kysclina 2-oxoadipova 3,17 8 7,5 2,5 0,5 hexanoylglycin-"C2 °N
0X0- kyselina 2-oxoglutarova 1,57 6 75 25 10 hexanoylglycin-"C2 °N
kyselina oxaloctova 0,9 7 75 25 10 hexanoylglycin-""C2 °N
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Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu$né reten¢né Casy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky — pokracovanie

ko:;;ugl;'i:i ;ﬁ?’:ﬁiﬁxﬁgm o Organicka kyselina/konjugit RT [min] | Zmes [u}:lﬁf_l] [ul\:mQSI] [ull;l((:)zlﬁ-l] Interny tandard
Dikarboxy- amino- kyselina 2-aminoadipova 1 6 75 25 1 kyselina mlie¢na - °C3
lové imino- N-acetylasparat 1,75 5 165 55 2,2 kyselina metyl-D3-malonova
kyselina 2-metylcitronova A 4,1 5 165 55 2,2 kyselina metyl-D3-malonova
Trikarboxy- hydroxy- kyselina 2-metylcitronova B 5,71 5 165 55 2,2 kyselina metyl-D3-malonova
lové kyselina citronova 2,71 3 150 50 10 hexanoylglycin-"C2 "N
kyselina izocitronova 1,42 7 75 25 5 hexanoylglycin-""C2 °N
nenasytené kyselina akonitova 3,36 4 75 25 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
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Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu$né reten¢né Casy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky — pokracovanie

Conjugionpods fnkdoh shupin| _ OTEIKS ysciarionugdt | R i) Zns| U ] e andara
acetylglycin 1,43 9 37,5 12,5 0,1 kyselina metyl-D3-malonova
propionylglycin 2,66 9 37,5 12,5 0,05 kyselina metyl-D3-malonova
butyrylglycin 5,87 9 37,5 12,5 0,01 kyselina metyl-D3-malonova
izobutyrylglycin 5,66 9 37,5 12,5 0,05 hexanoylglycin-""C2 °N
glutarylglycin 411 9 37,5 12,5 0,05 kyselina metyl-D3-malonova
valerylglycin 7,94 9 37,5 12,5 0,05 hexanoylglycin-"C2 °N
izovalerylglycin 7,38 9 37,5 12,5 0,01 hexanoylglycin-"C2 "N
Acylglyciny 2-metylbutyrylglycin 7,13 9 37,5 12,5 0,05 hexanoylglycin-""C2 °N
pivaloylglycin 7,45 9 37,5 12,5 1 hexanoylglycin-""C2 °N
hexanoylglycin 1041 | 9 37,5 12,5 0,01 hexanoylglycin-"C2 °N
heptanoylglycin 11,81 | 9 37,5 12,5 0,005 hexanoylglycin-""C2 °N
suberylglycin 8,7 9 37,5 12,5 0,05 hexanoylglycin-""C2 °N
aromatické fenylpropionylglycin 1098 | 9 37,5 12,5 0,005 hexanoylglycin-"C2 "N
nenasjtené 3-metylkrotonylglycin 7.4 9 37,5 12,5 0,05 hexanoylglycin-""C2 °N
tiglylglycin 7,23 9 37,5 12,5 0,1 hexanoylglycin-"C2 "N
Arylglyciny kyselina hipurova 8,59 3 75 25 1 hexanoylglycin-""C2 °N
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Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu$né reten¢né Casy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky — pokracovanie

ko:ﬁlugr:tr:; t;;)gda;r:cfl;y:{lclri;ycslfl;lr{lui " Organicka kyselina/konjugat RT [min] | Zmes [HESS_I] mﬁﬁf_l] [u;((:)zlﬁ-l] Interny Standard
karnitin 0,84 10 15 5 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
acetylkarnitin 1,93 10 7.5 2,5 0,1 kyselina metyl-D3-malonova
propionylkarnitin 5,43 10 0,75 0,25 0,5 kyselina metyl-D3-malonova
butyrylkarnitin 6,78 10 | 075 0,25 0,025 hexanoylglycin-""C2 °N
hexanoylkarnitin 10,61 10 0,75 0,25 0,005 izovaleryl-D9-L-karnitin
oktanoylkarnitin 12,09 10 0,75 0,25 0,0025 izovaleryl-D9-L-karnitin
dekanoyIkarnitin 1299 | 10 | 075 0,25 0,002 hexanoylglycin-""C2 °N
lauroylkarnitin 13,81 11 0,075 0,025 0,001 izovaleryl-D9-L-karnitin
myristoylkarnitin 14,62 11 0,075 0,025 0,001 izovaleryl-D9-L-karnitin
Acyl- palmitoylkarnitin 15,41 11 0,075 0,025 0,0001 izovaleryl-D9-L-karnitin
karnitiny stearoylkarnitin 16,16 | 11 | 0,075 | 0,025 | 0,0001 izovaleryl-D9-L-karnitin
2-mety Ibutyryl-L-karnitin 8,3 11 0,75 0,25 0,01 izovaleryl-D9-L-karnitin
izovaleryl-L-karnitin 8,47 11 0,75 0,25 0,02 izovaleryl-D9-L-karnitin
3-metylkrotonyl-L-karnitin 8,01 11 0,75 0,25 0,05 izovaleryl-D9-L-karnitin
tigloyl-L-karnitin 7,89 11 0,75 0,25 0,05 izovaleryl-D9-L-karnitin
monokarboxylové izobutyryl-L-karnitin 6,6 10 7,5 2,5 0,1 izovaleryl-D9-L-karnitin
trans-2-oktenoyl-L-karnitin 11,87 10 0,75 0,25 0,005 izovaleryl-D9-L-karnitin
arachidonyl-L-karnitin 15,09 11 0,75 0,25 0,001 izovaleryl-D9-L-karnitin
valeryl-L-karnitin 8,68 11 0,75 0,25 0,005 izovaleryl-D9-L-karnitin
trans-2-dekanoyl-L-karnitin 12,8 11 0,75 0,25 0,001 izovaleryl-D9-L-karnitin
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Tab. 4 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu$né reten¢né Casy, interny Standard, ¢islo zmesi a koncentracie pre HQC, MQC a LQC vzorky — pokracovanie

. e, o HQC MQC LQC
Skupina organickych kyselin a Organicka kyselina/konjugst RT [min] | Zmes Q . Q . Q 4 Interny §tandard
konjugatov podla funkénych skupin [wmolLl™ ]| [pmolLI"] | [umolL.I™]
(3R)-3-hydroxyhexanoyl-L-karnitin 7,47 10 0,75 0,25 0,005 izovaleryl-D9-L-karnitin
monokarboxylové, | (3R)-3-hydroxytetradekanoyl-L-karnitin | 13,77 11 0,075 0,025 0,0001 izovaleryl-D9-L-karnitin
hydroxy- (3R)-3-hydroxyhexadekanoyl-L-karnitin | 14,55 11 0,075 0,025 0,0001 izovaleryl-D9-L-karnitin
(3R)-3-hydroxyoktadecanoyl-L-karnitin | 15,35 11 0,075 0,025 0,0001 izovaleryl-D9-L-karnitin
Acyl- adipoyl-L-karnitin 6,42 | 10 75 2,5 0,5 hexanoylglycin-""C2 °N
karnitiny 3-metylglutaryl-L-karnitin 6,47 10 7.5 2.5 0,5 hexanoylglycin- B2 PN
dikarboxylové suberoyl-L-karnitin 8,94 11 0,75 0,25 0,001 izovaleryl-D9-L-karnitin
malonylkarnitin 1,3 10 0,75 0,25 0,1 kyselina metyl-D3-malonova
sebakoyl-L-karnitin 11,05 10 0,75 0,25 0,025 izovaleryl-D9-L-karnitin
glutarylkarnitin 5,74 10 7,5 2.5 0,1 izovaleryl-D9-L-karnitin
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Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu§né Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie

ko:;“g‘;,‘;i;Z%ﬁfziﬁziglgy:ﬁls‘ltulin Organicka kyselina/konjugat | Zmes |cxur; [mold™]| cxario [mol.1"] | LOD [molI"]|LOQ [molI"]| R | R?
kyselina valproova 6 1,00x10™* 1,95x107 2,30x107 7,66x107 0,9988]0,9973
_ glycylprolin 5 1,00x10™* 1,95x107 1,14x10°° 3,78x10° |0,9990(0,9982
amino- kyselina 4-aminobutanové 4 | 100x10* | 195107 | 699x10° | 233x107 |0,9989|0,9978
aromatické kyselina fenyloctova 8 1,00x107 1,95x10° 1,98x10” 6,59x107  0,9935/0,9708
kyselina 2-hydroxyfenyloctova 8 1,00x107 1,95x10°® 7,70x10°® 2,56x107  {0,9972/0,9934
kyselina 3-hydroxyfenyloctova 6 1,00x10™* 1,95x107 6,99x10” 2,33x10°  |0,9991|0,9971
kyselina 3-hydroxymandlova 2 | 1,00x10° 1,95x10” 6,24x10™ 2,08x107  0,9968|0,9822
Mono- kyselina 4-hydroxybenzoova 2 1,00x107 1,95x10°° 8,12x10°° 2,71x107  0,9950{0,9849
karboxylove aromatické, hydroxy. | KYseina d-hydroxyfenyloctovs 4 | 100x10* | 1,95x107 | 1,52x10° | 508x10° |0,9914/09829
’ kyselina 4-hydroxyfenylmlieéna 3 | 1,00x10™ 1,95x10° 2,51x10° | 8,36x10° |0,9984]0,9967
kysclina fenylmlie¢na 8 | 1,00x10” 1,95x10° 4,89x10” 1,63x10°  0,9996]0,9991
kyselina homovanilova 6 | 1,00x10" 1,95x107 3,22x10” 1,07x10°  0.9959]0,9917
kyselina mandl'ova 6 | 1,00x10" 1,95x10” 1,64x10° | 546x10° |0,9953/0,9907
kyselina vanilmandlova 6 | 100x10" 1,95x107 | 9,11x10” | 3,03x10° |0,9980/0,9961
aromatiele, hydroxy- N-acetyltyrozin 300 Loox10™* | 1,95x107 | 7,08x107 | 236x10°  [0,9992(09984
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Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislusné Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie — pokraovanie

ko:ﬁl“g‘:t‘(‘i ‘;):)g;‘chﬁzgc‘;y:ﬁ';‘{‘uz " Organicka kyselina/konjugat | Zmes | cxar, [mol1™] | cxarso [molI'] |[LOD [molI']|LOQ [moll']| R | R
3.4-dihydroxyfenyloctova 2 1,00x10°° 1,95x10® 1,31x10°’ 436x107 0,9858/0,9621
aromatickeé, dihydroxy- 3,4-dihydroxymandlova 2 1,00x10°® 1,95x10° 6,33x10” 2.11x10°  [0,9413|0,8665
kyselina gentisova 2 1,00x107 1,95x10°® 6,84x10” 2.28x10°  |0,9891(0,9690
kyselina homogentisova 2 1,00x10°° 1,95x10° 5,64x10°® 1,88x107 10,9216/0,8391
aromatické, oxy- kyselina fenoxyoctova 3 1,00x10™ 1,95x107 1,57x10° 5,24x107  0,9969(0,9939
aromatické, oxo- kyselina fenylpyrohroznova 8 1,00x10°° 1,95x10® 1,74x10°" 5,8x107  ]0,9886(0,9774
ar"“}‘};ﬁi‘;ﬁ;’“’" kyselina 4-hydroxyfenylpyrohroznova | 6 | 1,00x10* | 195x107 | 2,78x107 | 9,25x107 |0,9539|0,8889
kyselina 2-oxobutanova 5 1,00x10™ 1,95x107 4,12x10°° 1,37x10°  0,9917(0,9834
Mono- kyselina 2-oxoizokaproova 8 1,00x10°° 1,95x10° 1,01x10°° 3,35x10°  0,9869|0,9604
karboxylové oxer kyselina glyoxylova 7 | 1,00x10" 1,95x10” 1,25x10° | 4,16x10° |0,9901|0,9803
kyselina pyrohroznova 6 1,00x10™* 1,95x10°" 3,87x10°° 1,29x10° 0,9936(0,9872
ox0-, heterocyklické kyselina kynurénova 2 1,00x10” 1,95x10°® 1,77x107 5,90x107  0.9974]0,9943
kysclina pyroglutamova 1 1,00x10™ 1,95x10” 3,14x10™ 1,05x107  0,9994]0,9989
dioxo- sukcinylaceton 8 1,00x10” 1,95x10°® 2,63x107 8,76x107  [0,9798/0,9598
dioxo-, heterocykické kyselina hydantoin-5-propiénova 6 1,00x10™ 1,95x107 2.48x107 8,27x1077  0,9995/0,9990
kyselina orotova 8 1,00x107 1,95x10° 1,98x10™® 6,58x10° |0,9972|0,9941
heterocyklicks kyselina 2-pikolinova 8 1,00x10°° 1,95x10® 5,33x10® 1,78x1077  |0,9988|0,9975
kyselina pipekolova 6 1,00x10™ 1,95x107 5,36x10” 1,79x10°  0,9992{0,9984
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Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu§né Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie — pokraovanie

ko:;“g‘:;i‘;;%’:;ﬁig:{gy:ﬁlslﬁuiln Organick kyselina/konjugat | Zmes | cxur; [mold'] | exario mol.I'] |[LOD [mol1"]|LOQ [mol1"]| R | R
kyselina 2,3-dihydroxy-2-metylbutianova | 3 1,00x10™* 1,95x10°" 2,39x10® 7.97x10°  0,9996|0,9993
kyselina 2,3-dihydroxybutinova 7 1,00x10™* 1,95x10°" 2,99x107 9,94x107 {0,9982(0,9965
kyselina 2.4-dihydroxybutinova 4 1,00x10™* 1,95x10°" 1,28x10°" 427x107  10,9975/0,9951
kyselina 2-hydroxybutanova 7 1,00x10™* 1,95x10” 9,59x10” 3,19x10°  [0,9995/0,9990
kyselina 2-hydroxyizobutanova 7 1,00x10™ 1,95x107 2.30x107 7,67x107  10,99940,9988
kyselina 2-hydroxyizokaproova 2 1,00x107° 1,95x10°® 1,80x10°® 5,99x10°  0,9973(0,9942
kyselina 2-hydroxyizovalerova 7 1,00x10™* 1,95x10°" 3,35x10°® 1L,11x107  10,9992]0,9983
kyselina 3.4-dihydroxybutanova 3 1,00x10™* 1,95x10°" 1,32x10® 438x10°  10,9987|0,9975
kyselina 3-hydroxybutanova 4 1,00x10™* 1,95x107 8,65x107 2.88x10°  [0,9964(0,9928
Mono- ’ hydroxy- kyselina 3-hydroxydekanova 8 1,00x10°° 1,95x10® 6,11x10™"° 2,03x10°  0,9996(0,9992
karboxylové kyselina 3-hydroxyizobutanova 6 1,00x10* 1,95x107 2,36x1077 7.84x107  10,9992(0,9984
kyselina 3-hydroxyizovalerové 1 1,00x10™* 1,95x107 3,90x10°® 1,30x107  [0,9993/0,9987
kyselina 3-hydroxyoktanova 5 1,00x10°° 1,95x10® 7,19x10° 2,40x10°  0,9995|0,9989
kyselina 3-hydroxypropiénova 5 1,00x10™* 1,95x10°" 5,41x107 1,80x10°%  [0,9988(0,9927
kyselina 3-hydroxyvalerova 8 1,00x107 1,95x10°® 3,00x10°® 9.99x10°  ]0,9972|0,9946
kyselina 4-hydroxybutdnova 8 1,00x10° 1,95x10® 9,65x10” 321x10°  |0,9885(0,9772
kyselina glycerova 4 1,00x10™ 1,95x107 2,17x10°® 7,23x10°  |0,9951(0,9903
kyselina glykolova 3 1,00x10™ 1,95x10”’ 6,68x10” 2,22x10°  [0,9816[0,9636
kyselina mlie¢na 4 | 1,00x10" 1,95x107 3,24x10” 1,08x10°  0,9967/0,9933
kyselina vanilmlieéna 1 1,00x10°° 1,95x10® 5,43x10” 1,81x10°  10,9975(0,9950
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Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu§né Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie — pokraovanie

ko:;“g‘;,‘t‘(‘; ‘l’;)g;‘:?;igc‘;;ycsﬁls‘l‘{‘ul | Organicka kyselina/konjugdt | Zmes| cxyrs [moLI"]| egarso (moLI'1{LOD [mol1"]| LOQ [mol1"]| R | R’
Mono- hydroxy-, kyselina 5-hydroxyindoloctova 7 1,00x10™ 1,95x107 1,56x10°® 5,20x10°  0,9972/0,9941
karboxylové|  heterocyklické kyselina indolmlieéna 6 1,00x10™* 1,95x107 4,05x10” 1.35x10°  0,9995|0,9989
kyselina 3-metyladipova 7 1,00x10™ 1,95x107 2,07x10°® 6,91x10°  0,9992/0,9984
kyselina 3-metylglutarova 7 1,00x10™ 1,95x107 1,42x10°° 4,73x10°%  ]0,9954/0,9868
kyselina adipové 1 1,00x10™ 1,95x10”’ 8,11x10™® 2,70x107  [0,9979|0,9958
kyselina azealova 6 1,00x10™ 1,95x107 1,91x10° 6,35x10°  {0,9983(0,9960
kyselina etylmalonova 1 1,00x10™* 1,95x10°" 1,20x10°’ 4,00x107  |0,9978|0,9965
kyselina glutarova 7 1,00x10™ 1,95x107 1,88x107 6,26x107  |0,9967|0,9935
Dikarboxylové kyselina jantarova 3 1,00x10™* 1,95x10°" 9,71x10”’ 3.24x10°  |0,9976/0,9953
kyselina malénova 2 1,00x10°° 1,95x10® 6,28x10® 2,09x107  0,9954|0,9851
kyselina metyljantarova 8 1,00x107° 1,95x10°® 3,29x10°® 1,09x107  {0,9963/0,9926
kyselina metylmalonova 1 1,00x10™* 1,95x107’ 3,93x10™® 1,31x107  [0,9995]0,9991
kyselina pimelova 5 1,00x10™* 1,95x107 2,70x1077 8,99x107  |0,9970(0,9939
kyselina sebakova 1 1,00x10™* 1,95x10°" 8,38x10™° 2,79x10°  0,9983|0,9966
kyselina suberova 1 1,00x10™* 1,95x10” 5,62x10” 1,87x10°  0,9991|0,9984
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Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu§né Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie — pokraovanie

ko:;“g‘:t‘(‘; ‘;):)%T:iﬁig;;ﬁsﬁls‘l‘{‘ui | Organicka kyselina/konjugdt | Zmes| cxyrs [moLI"]| egarso (moLI'1{LOD [mol1"]| LOQ [mol1"]| R | R’
kyselina 2-hydroxyglutarova 5 1,00x10™* 1,95x10°" 2,01x10® 6,68x10°  10,9982(0,9964
kyselina 3-hydroxy-3-metylglutarova 4 1,00x10™* 1,95x10°" 1,70x10® 5,66x10°  {0,9993|0,9985
kyselina 3-hydroxyglutarova 8 1,00x10°° 1,95x10® 4,46x10 1,49x107  |0,9988]0,9975
kyselina 3-hydroxysebakova 7 1,00x10™* 1,95x10°" 1,89x10” 6,29x10°  0,9999(0,9984
hydroxy- kyselina 4-hydroxy-2-oxoglutarova 5 1,00x10™ 1,95x107 6,32x107 2,10)(10'6 0,9910(0,9822
kyselina 4-hydroxyglutamova 8 1,00x107° 1,95x10°® 1,58x107 5,27x107  0,9986(0,9973
kyselina citrajabléna 7 1,00x10™ 1,95x10°7 5,99x10° 2,00x107  [0,9987|0,9975
kysclina jabléna 4 1,00x10™ 1,95x107 2,34x10°° 7,78x10°  |0,9983|0,9967

Dikarboxy- . , 4 7 7 7

lové kyselina vinna 5 1,00x10 1,95x10 1,02x10 3,39x10”"  [0,9957/0,9915
kyselina 2-metylglutakonova 7 1,00x10™* 1,95x10°" 4,55x10°° 1,52x10°  0,9726{0,9332
kyselina 3-metylglutakonova 6 1,00x10™ 1,95x107 3,44x10°° 1,14x10°  |0,9917(0,9214
nenasytené kyselina fumarova 1 1,00x10™ 1,95x107 4,15x107 1,38x10°  10,9994|0,9981
kyselina glutakonova 4 1,00x10™* 1,95x10”’ 1,81x10°° 6,03x10° {0,9936/0,9873
kyselina maleinova 7 1,00x10™ 1,95x10” 7,36x10°" 2,45x107  {0,9989/0,9976
kyselina 2-oxoadipova 8 1,00x10°° 1,95x10® 3,35x107’ 1,11x10°  10,9642(0,9141
oxo0- kyselina 2-oxoglutarova 6 1,00x10™* 1,95x10°" 3,29x10° 1,10x10™*  |0,9982(0,9965
kyselina oxaloctova 7 1,00x10™* 1,95x10°" 8,40x107’ 2,80x10° 0,9855(0,9713
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Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu§né Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie — pokraovanie

ko:;“g‘;,‘t‘(‘; ‘l’;)g;‘:?;igc‘;;ycsﬁls‘l‘{‘ul | Organicka kyselina/konjugdt | Zmes| cxyrs [moLI"] | egarso (moLI'1{LOD [mol1"]| LOQ [mol1"]| R | R’
Dikarboxy- amino- kyselina 2-aminoadipova 6 1,00x10™* 1,95x10°" 2,13x10® 7.10x10°  0,9972|0,9945
lové imino- N-acetylasparat 5 1,00x10™* 1,95x10” 2,52x10° 8,40x10° [0,9961(0,9921
kyselina 2-metylcitrénova 5 1,00x10™* 1,95x10°" 2,72x10® 9,06x10° {0,9987|0,9975
Trikarboxy- hydroxy- kyselina citréonova 3 2,00x10™* 3,91x10” 5,88x10" 1,96x107  [0,9950(0,9897
lové kyselina izocitronova 7 1,00x10™ 1,95x10”’ 1,53x10” 5.09x107  [0,9936(0,9863
nenasytené kyselina akonitova 4 1,00x10™ 1,95x10” 3,56x10™ 1,19x107  |0,9993/0,9986
kyselina acetoctova 7 1,00x10™* 1,95x10°" 1,30x10°° 433x10°  |0,9789|0,8973
Estery oxe kyselina etylacetoctova 3 1,00x10™ 1,95x107 1,12x10°° 3,72x10°  |0,9982/0,9965
hydroxy- mevalonolakton 2 1,00x10°° 1,95x10® 1,36x10® 4,52x10°  10,9977]0,9957

84



Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu§né Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie — pokraovanie

ko:;“g‘;,‘t‘(‘; ‘l’;)g;‘:?;igc‘;;ycsﬁls‘l‘{‘ul " Organicka kyselina/konjugat Zmes | cap; [molI ]| excarso (moLI'] | LOD [mol1"]|LOQ [mol1"]| R | R
acetylglycin 9 5,00x107 9,77x10°® 1,19x10° 3,95x10°  |0,9994/0,9988
propionylglycin 9 5,00x107 9,77x10°® 4,07x10” 1,35x10°  0,9996(0,9993
butyrylglycin 9 5,00x107 9,77x10°® 1,26x10” 4,20x10”  ]0,9990|0,9980
izobutyrylglycin 9 5,00x107 9,77x10°® 2,59x10™ 8,63x10”  [0,9986/0,9973
glutarylglycin 9 5,00x10” 9,77x10°® 5,19x10°° 1,73x10°  [0,9996/0,9993
valerylglycin 9 5,00x10” 9,77x10°® 2,08x10 6,94x10”  10,9979|0,9956
izovalerylglycin 9 5,00x107 9,77x10™ 1,78x10” 5,92x10°  [0,9990(0,9979
Acylglyciny 2-metylbutyrylglycin 9 5,00x107 9,77x10°® 1,72x10° 5,74x107  0,997210,9944
pivaloylglycin 9 5,00x107 9,77x10™ 1,24x10” 4,14x107  0,9994(0,9988
hexanoylglycin 9 5,00x107 9,77x10™ 5,60x10™"° 1,87x107  0,9992|0,9985
heptanoylglycin 9 5,00x10” 9,77x10°® 1,20x10" | 3,99x10"° [0,9986|0,9972
suberylglycin 9 5,00x10” 9,77x10°® 1,46x10° 4,85x10°  [0,9982/0,9964
aromatické fenylpropionylglycin 9 5,00x10” 9,77x10°® 2,35x10" | 7,83x107" ]0,9993]|0,9986
nenasjtené 3-metylkrotonylglycin 9 5,00x107 9,77x10™ 2,87x10” 9,55x10° [0,9985(0,9970
tiglylglycin 9 5,00x10” 9,77x10°® 2,42x10° 8,07x10°  |0,9981/0,9963
Arylglyciny kyselina hipurova 3 1,00x10™* 1,95x10°" 4,04x10 1,34x10°  10,9975(0,9951
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Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu§né Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie — pokraovanie

ko:;“g‘:;i‘;;%’:;ﬁig:{gy:ﬁlslﬁuiln Organicka kyselina/konjugat | Zmes| cyar [mold™] | cgarso [mol.I"] | LOD [mol1"]|LOQ [mol1']| R | R?
karnitin 10 | 2,00x10” 3,91x10™ 5,64x10°° 1,88x107  |0,9985/0,9970
acetylkarnitin 10 | 1,00x10” 1,95x10°® 1,48x10” 4,93x10”  ]0,9997|0,9994
propionylkarnitin 10 | 1,00x10° 1,95x10” 1,24x10” 4,14x10”  ]0,9996|0,9992
butyrylkarnitin 10 | 1,00x10° 1,95x10” 4,65x10™"° 1,55x107  0,9945|0,9904
hexanoylkarnitin 10 1,00x10°° 1,95x10”° 7.71x10™" 2,57x10'%  0,9991|0,9982
oktanoyIkarnitin 10 | 1,00x10° 1,95x10™° 3,07x10™" 1,02x10"°  0,9993[0,9986
dekanoylkarnitin 10 | 1,00x10° 1,95x10° | 455x10"" | 1,51x10™° ]0,9999/0,9998
lauroy lkarnitin 11 | 1,00x107 1,95x10" | 4,69x10™" 1,56x10° |0,9922/0,9845
myristoylkarnitin 11 1,00x10°’ 1,95x10™"° 4,57x107"° 1,52x10°  |0,9834(0,9670
Acyl- palmitoy karnitin 11 1,00x10°’ 1,95x10™"° 4,57x107"° 1,52x10°  |0,9834(0,9670
karnitiny stearoylkarnitin 11 1,00x1077 1,95x107"° 326x107"° 1,00x10°  [0,9853(0,9708
2-metylbutyryl-L-karnitin 11 1,00x10°° 1,95x10”° 1,27x1071° 422x10'" 10,99940,9987
izovaleryl-L-karnitin 11 1,00x10°° 1,95x10 1,11x107"° 3,69x107'7  0,9991(0,9983
3-metylkrotonyl-L-karnitin 11 1,00x10°° 1,95x10 8,60x10™"! 2,86x10™""  10,9980(0,9960
tigloyl-L-karnitin 11 1,00x10°° 1,95x10 2,35x107"° 7,81x107'°  10,9993|0,9985
monokarboxylové izobutyryl-L-karnitin 10 | 1,00x10° 1,95x10® 3,58x10"° 1,19x10°  ]0,9963]0,9926
trans-2-oktenoyl-L-karnitin 10 | 1,00x10° 1,95x10” 3,61x10™" 1,20x107'°  10,9997(0,9994
arachidonyl-L-karnitin 11 1,00x10°° 1,95x10™° 8,58x10"° 2.86x107°  [0,9902(0,9806
valeryl-L-karnitin 11 1,00x10° 1,95x10” 1,12x10" | 3,73x10"" [0,9974|0,9947
trans-2-dekanoyl-L-karnitin 11 1,00x10°° 1,95x10 5,81x10™"" 1,93x107"°  {0,9995|0,9991
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Tab. 5 Zoznam organickych kyselin a ich konjugatov (acylkarnitiny, acylglyciny a arylglyciny) zoradené podl'a funkénych skupin. K jednotlivym
analytom su uvedené prislu§né Cislo zmesi a rozmedzie koncentracie pre kalibraéné roztoky, limit detekcie, limit kvantifikacie, korelaény koeficient
a koeficient determinacie — pokraovanie

ko:;“g‘;,‘t‘(‘; ‘l’;)g;‘:?;igc‘;;ycsﬁls‘l‘{‘ul | Organicka kyselina/konjugdt | Zmes| cxyrs [moLI"] | egarso (moLI'1{LOD [mol1"]| LOQ [mol1"]| R | R’
(3R)-3-hydroxyhexanoyl-L-karnitin 10 1,00x10°° 1,95x10 1,79x107"° 5,95x107'  0,9982(0,9963

monokarboxylové, | (3R)-3-hydroxytetradekanoyl-L-karnitin | 11 1,00x10°’ 1,95x10™"° 1.21x107"° 4,04x10"° 0,979 | 0,959
hydroxy- (3R)-3-hydroxyhexadekanoyl-L-karnitin | 11 1,00x10”’ 1,95x10™"° 335x10°"° 1,12x10°  [0,9742/0,9729
(3R)-3-hydroxyoktadecanoyl-L-karnitin | 11 1,00x10°’ 1,95x10™"° 6,74x10"° 2,24x10°  0,9780{0,9566
Acyl- adipoyl-L-karnitin 10 | 1,00x10” 1,95x10° 6,23x10™"° 2,07x10°  [0,9994(0,9987
karnitiny 3-metylglutaryl-L-karnitin 10 | 1,00x107 1,95x10°® 2,19x10™° 6,23x107'° 0,9997(0,9994
dikarboxylové suberoyl-L-karnitin 11 | 1,00x10° 1,95x10” 225x107° | 7,49x10'° {0,9992(0,9985
malony Ikarnitin 10 | 1,00x10° 1,95x10” 3,02x10” 1,01x10°  |0,9949/0,9899
sebakoyl-L-karnitin 10 1,00x10°° 1,95x10 1,01x107"° 3,35x10'%  [0,9987/0,9974
glutarylkarnitin 10 | 1,00x10” 1,95x10° 2,86x10” 9,51x10°  0,9990/0,9979
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