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Abstrakt

Diagnostika dédi¢nych metabolickych poruch (DMP) vyZaduje komplexni hodnoceni napfi¢
rdznymi obory, které zahrnuje klinické posouzeni stavu pacienta Iékafem, biochemické
a zobrazovaci vySetfeni, stanoveni enzymové aktivity ¢i genetické testovdni. VEasnd
diagnosa a zahajeni vhodné 1é¢by jsou klicovymi faktory pro dobrou prognosu onemocnéni.

Laboratorni diagnostika zaloZzena na analyze specifickych metabolitl je soucasti
diferencidlni diagnostiky téchto onemocnéni. Pro dosazeni detailniho pFehledu
vyznamnych biomarkerd. Nejen z tohoto dlvodu se v laboratofich v posledni dobé uplatniuji
pokrocilé analytické techniky, mezi néZ se fadi také kapalinovd chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Pro svou univerzélnost, robustnost,
citlivost a rychlost odpovida poZzadavkdm urgentni mediciny.

V této préci jsou popsany dvé nové analytické platformy pro diagnostiku DMP, které
byly otestovany a Uspésné zavedeny do klinické praxe v Laboratofi dédi¢nych metabolickych
poruch, Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Olomouc. Prvni platforma
je zaloZzend na hydrofilni interakéni chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii, kterd byla primarné vyvinuta za Ucelem stanoveni purinQ a pyrimidind.
V prlibéhu rutinni praxe byla metoda rozsifena o dalsi diagnosticky vyznamné analyty
(celkem 65), jako jsou vybrané acetylované aminokyseliny, acylglyciny, cukry a dalsi. Jednd
se tak o metodu, ktera je jedine¢nda v pokryti Siroké skaly metabolit(. Soucasti pristupu
je jednoduchy diagnosticky pracovni postup, jehoz cilem bylo dosdahnout snadného
vyhodnoceni a interpretace komplexnich dat.

V druhé C¢asti prace jepopsana nova rychld a ucinnd LC-MS/MS metoda
pro stanoveni vybranych organickych kyselin a acylkarnitin(i ve vzorcich suchych krevnich
skvrn (DBS). Tato metoda je aplikovana jako druhostupriova u vzorkd DBS, u nichz byl
pozorovan abnormalni nalez vkoncentraci C3-, C4- nebo C5-karnitini v ramci
novorozeneckého a selektivniho screeningu DMP, které jsou provadény metodou pfimého
nastriku.

Aplikace novych analytickych platforem do rutinniho provozu laboratore pfinesla

zjednoduseni, zrychleni a zefektivnéni diagnostiky vybranych DMP.

Klicovd slova: dédicné metabolické poruchy, diagnostika, hmotnostni spektrometrie,

kapalinovd chromatografie



Abstract

Diagnosis of inherited metabolic disorders (IMD) requires a comprehensive evaluation
across multiple disciplines, including a clinical assessment of the patient's condition
by a physician, biochemical and imaging testing, enzyme activity assays, and genetic testing.
Early diagnosis and initiation of appropriate treatment are key factors for a good prognosis
of the disease.

Laboratory diagnosis based on the analysis of specific metabolites is a part
of the differential diagnosis of these disorders. To achieve a detailed overview
of the metabolic profile, it is essential to analyse as wide a spectrum of diagnostically
relevant biomarkers as possible. Not only for this reason, advanced analytical techniques
have recently been applied in laboratories, including liquid chromatography with tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS). Due to its versatility, robustness, sensitivity and rapidness,
it meets the requirements of emergency medicine.

This thesis presents two new analytical platforms for the diagnosis of IMD which
have been tested and successfully introduced into clinical practice in the Laboratory
of Inherited Metabolic Disorders, Department of Clinical Biochemistry, Olomouc University
Hospital. The first platform is based on hydrophilic interaction chromatography with
tandem mass spectrometry, which was primarily developed for the determination
of purines and pyrimidines. During the routine practice, the method has been extended
to other diagnostically important analytes (65 in total), such as selected acetylated amino
acids, acylglycines, sugars and others. Therefore, it is a method that is unique in its coverage
of a wide range of metabolites. The approach includes a simple diagnostic workflow that
was designed to achieve easy evaluation and interpretation of complex data.

In the second part of the paper, a new rapid and efficient LC-MS/MS method
for the determination of selected organic acids and acylcarnitines in samples of dried blood
spots (DBS) is described. The method is applied as a second-tier to DBS samples in which
abnormal findings in C3-, C4- or C5-carnitines levels have been observed in the context
of newborn and selective screening of IMD performed by direct injection.

The application of the new analytical platforms to routine practice of the laboratory

simplified, speeded and streamlined the diagnosis of selected IMD.

Keywords: inherited metabolic disorders, diagnosis, mass spectrometry, liquid

chromatography
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1 UvVOD

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) predstavuji velkou skupinu geneticky
podminénych onemocnéni, které ovliviuji klicové metabolické drahy v lidském
organismu. Jsou spojeny s vysokou morbiditou a mortalitou zejména v novorozeneckém
obdobi. Rozviji se vduUsledku mutaci vgenech, které koéduji dilezité enzymy
¢i transportni proteiny nezbytné pro fyziologicky metabolismus latek. Normalni prabéh
latkové vymény spociva v pfeméné substratu na produkt za ucasti specifického
proteinu. V pfipadé naruseni rovnovahy v tomto systému dochdzi k hromadéni latek
(v nadbytku toxickych) v tkanich a télnich tekutindch, nedostatku zakladnich molekul
a vzniku alternativnich produktl. Vzajemné propojeni metabolickych drah pak muze
vést k multisystémovému selhdni.

Klinické projevy téchto onemocnéni mohou byt rlizné, navic ¢asto nespecifické.
Nejen tyto charakteristiky, nybrz také napf. variabilni expresivita ¢i penetrance,
poukazuji na komplexnost onemocnéni. Ackoliv z téchto dlvodd neni diagnostika
jednoduchd, v prognose onemocnéni hraje vysokou roli. VyZaduje vSak mezioborovy
pristup zahrnujici klinickou medicinu, biochemii a genetiku.

Soucasnd diferencidlni diagnostika wvyuziva rlznych laboratornich metod
pro stanoveni specifickych metabolitd. Jednou zklicovych technik poslednich
dvou desetileti se stala kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii  (LC-MS/MS), kterd nasla své uplatnéni zejména v ramci
multikomponentnich analyz. Definitivni diagnosa je vSak vidy stanovena pouze pomoci
genetického ¢i enzymového testovani, coz je Casové a financné narocnéjsi. Pro rychly
screening je proto vysetfovani biomarkerd pomoci LC-MS/MS nepostradatelnou
soucasti diferencialni diagnostiky.

Tato prace popisuje dvé nové analytické platformy pro diagnostiku DMP, které
byly otestovany a Uspésné zavedeny do klinické praxe v Laboratofi dédicnych
metabolickych poruch, Oddéleni klinické biochemie FN Olomouc. Jejich aplikace
v rutinnim provozu prinesla zjednodusSeni, zrychleni a zefektivnéni diagnostiky
vybranych DMP.

Prvni LC-MS/MS metoda umozniuje simultanni analyzu 65 biomarkert ze spektra

purind, pyrimidin(, N-acylglycinl, N-acetylovanych aminokyselin, cukr(, cukernych



alkoholl a dalSich diagnosticky vyznamnych biomarkerl v moci. Analyzu téchto latek
bylo doposud nezbytné provadét za pomoci riznych technik a metod, coz bylo ¢asové
a financné ndrocné. Novy pristup zahrnuje pracovni postup, ktery predstavuje
poloautomatické vyhodnoceni pomoci robustniho Skalovani za vyuziti pokrocilych
vizualiza¢nich nastroja.

Druha analytickd platforma slouzi ke stanoveni vybranych organickych kyselin
a acylkarnitinG ve vzorcich suchych krevnich skvrn (DBS). UmoZiuje analyzu vSech
isomer( C4- a C5-karnitin(i a organickych kyselin, které jsou spjaté s elevaci C3-karnitinu.
Je vyuzivdna jako druhostupriovd metoda u vzorkd DBS, u nichZ byl zjistén metodou
pfimého nastfiku abnormalni ndlez v koncentraci C3-, C4- nebo C5-karnitin( v rdmci

novorozeneckého a selektivniho screeningu DMP.
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2 CiLE DISERTACNI PRACE

e Poskytnout prehled o dédi¢nych metabolickych poruchach a vyvoji diagnostiky
poruch metabolismu purint a pyrimidinG a organickych acidurii.

e Vyvinout nové analytické platformy pro diagnostiku dédi¢nych metabolickych
poruch.

e Aplikovat vyvinuté analytické platformy do klinické praxe.

11



3 TEORETICKA CAST

3.1 Dédi¢né metabolické poruchy

Koncept vrozenych metabolickych poruch poprvé navrhl vroce 1908 anglicky Iékar
Archibald Garrod, dnes uznavany jako prikopnik studia vrozenych vad metabolismu
a lékarské genetiky. Jeho empirické zkoumani je spojovano se ¢tyfmi poruchami —
alkaptonurie (OMIM #203500), pentosurie (OMIM #260800), cystinurie (OMIM
#220100) a albinismus (OMIM #203100) (1). Rostouci vyznam biochemie v mediciné
na poCatku minulého stoleti vedl kvyznamnému milniku v rozvijejicim se oboru,
a to k objevu fenylketonurie (PKU, OMIM #261600). Popis PKU byl pfelomovou udalosti
v historii studia metabolismu, jelikoZz se ukdazalo, Ze tato porucha je zodpovédnd
za pomérné frekventované mentdlni postizeni nacelém svété. V prabéhu let byl
koncept omezeni stravy zaveden jako standard |é¢by vybranych dédi¢nych
metabolickych poruch (DMP), coZ v pfipadé PKU spocivalo v omezeni fenylalaninu
ve stravé (2).

Za poslednich 20 let bylo objeveno dalSich vice nez 1900 DMP (3). Jedna
se obvykle o monogenni poruchy, pro které je typickd zejména autosomalné recesivni
dédi¢nost, méné pak dédi¢nost autosomalné dominantni ¢i s vazbou na chromosom X
(4). Pro tuto heterogenni skupinu onemocnéni jsou charakteristické mutace
v genomové nebo mitochondridlni DNA, které jsou spojeny s morbiditou a mortalitou
zejména v novorozeneckém obdobi adétstvi (5). V dUsledku zmény v genetické
informaci dochazi k defektu v enzymu/specifickém proteinu, jehoz nespravna funkce
vede ke zméndam v urcité metabolické draze (6). Kaidda enzymova draha zavisi
na urcitych substratech a specifickych enzymech, které zajistuji fyziologicky prabéh
reakce. NaruSeni enzymové reakce se projevuje toxickou akumulaci substratu
pred metabolickym blokem a/nebo nedostatkem produktl. Za urcitych okolnosti maze
byt substrat presmeérovan do alternativni dradhy za vzniku alternativnich metabolickych
produktl (Obr. 1). Pravé obnoveni homeostdzy narusSené metabolické drahy

je podstatou Uspésné lécby téchto onemocnéni (7).
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Nadbytek substratu Nedostatek produktu

A > B —— > C

Enzymovy defekt

94

Alternativni metabolit

Obr. 1: Garrodova hypotéza. Prevzato a upraveno podle Rajappa et al. (6).

Prvni ptiznaky DMP se nejcastéji objevuji po narozeni, ¢asto po nékolika dnech
Ci tydnech Zivota. Ve fetdlnim obdobi jsou hromadéné molekuly snadno vylu¢ovany
placentou matky, z ¢ehoz vyplyva, Ze k propuknuti klinickych potiZi je nezbytnd
inicializace vlastniho metabolismu. Ackoliv se DMP rozviji spiSe v novorozeneckém
a détském véku, nékteré z nich se mohou projevit az v dospélosti (8). Klinicka prezentace
téchto onemocnéni muze byt rliznd, coZ souvisi se zadvaznosti enzymového postizeni.
Nejcastéji se jednd o neurologické (napf. opozidény vyvoj, hypotonie, zachvaty)
a gastrointestinalni (napf. hepatomegalie, zvraceni, prlijem, potravinova intolerance)
abnormality. Nespecificnost téchto priznakl casto komplikuje diagnostiku DMP,
a tim v€asnou lécbu. U kazdého ditéte s neurologickymi a/nebo gastrointestinalnimi
symptomy by proto mély byt DMP soucasti diferencidlni diagnostiky (9). Nespecifické
pfiznaky mohou byt doprovazeny akutnimi metabolickymi krizemi, které lIze prekonat
okamzitou aplikaci intravenosni glukosy jakoZto energetického metabolického
substratu, dale rehydrataci a korekci iontovych abnormalit (10).

Vzacnost jednotlivych onemocnéni pfispiva ke komplexité DMP. Néktera
onemocnéni jsou pro svlj nizky vyskyt doposud neprobadana. Lécba takovych
onemocnéni je ¢asto nejistd v souvislosti s absenci klinickych poznatk(. Velkd ¢adst DMP
zpUsobuje nevratné poskozeni jiz v raném stadiu onemocnéni, a proto hraje vcasna
diagnosa a vhodna |écba klicovou roli v progresi onemocnéni (6).

Diagnostika velké skupiny DMP predstavuje pro lékafe velkou vyzvu vzhledem
k charakteristice onemocnéni, a proto v ramci diferencidlni diagnostiky hraje zcela

zasadni roli laboratorni diagnostika zaloZzena na méreni specifickych metabolit(i v télnich
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tekutinach. Analyza Sirokého spektra biomarkera, ktera by alespon ¢aste¢né pokryvala
hlavni skupiny DMP, vSak neni snadna. Multikomponentni analyzy biologickych vzork
vyzaduji pokrocilé analytické techniky, pricemZz jednou znich je kapalinova
chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii (z angl. Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS). Stars$i analytické techniky
jsou v laboratorich postupné nahrazovany LC-MS/MS metodami pro jejich

univerzalnost, robustnost, citlivost a rychlost (10, 11).

3.2 Vyvoj diagnostiky vybranych dédicnych metabolickych poruch

3.2.1 Poruchy metabolismu purinl a pyrimidint

Puriny a pyrimidiny patfi mezi zakladni bunécné slozky, které se podileji na mnoha
dulezitych biologickych procesech (12). Tyto dusikaté baze jsou stavebnimi jednotkami
nukleotidl, jejichz spojeni ddva vznik nukleovym kyselinam (DNA a RNA),
které ve své strukture uchovavaji genetickou informaci. Kromé toho se podileji
napr. na regulaci metabolismu, prenosu energie, transdukci signdlu nebo tvorbé
koenzymd, fosfolipidli a glykolipida.

V pfipadé, Ze je metabolismus purin (Obr. 2) a pyrimidinG (Obr. 3) narusen
enzymovym defektem, dochazi k rozvoji onemocnéni, jehoz klinickd prezentace mUze
byt vaind (13). Vsoucasné dobé je znamo vice nez 35 enzymovych defektl
v metabolismu purin( a pyrimidin( (13, 14). Incidence takovych onemocnéni je rGizna.
V literature se uvadi incidence 1:50 000 pro deficit adeninfosforibosyltransferasy
(APRTD, OMIM #102600) (15), zatimco pro hereditarni orotovou acidurii (HOA,
OMIM #258900) je to 1:1 000 000 (16).

14
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Obr. 2: Zjednodusené schéma purinového metabolismu. Prevzato a upraveno podle
Cremonesi et al. (17).

Zkratky: AICAR, aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid; AlCAr,
aminoimidazol-4-karboxamid  ribosid; AIR, aminoimidazol ribonukleotid; Alr,
aminoimidazol ribosid; AMP, adenosinmonofosfdt;, CAIR, karboxyaminoimidazol
ribonukleotid; FAICAR, 5’-fosforibosyl-5-formamido-4-imidazolkarboxamid; FGAMR,
N-formylglycinamidin ribonukleotid; FGAR, formylglycinamid ribonukleotid; FGAr,
formylglycinamid ribosid; GAR, N-glycinamid ribonukleotid; GAr, N-glycinamid ribosid;
GMP, guanosinmonofosfdat; IMP, inosinmonofosfdat; PRA, fosforibosylamin; PRPP,
fosforibosyldifosfat;  S-Ado,  sukcinyladenosin;  SAICAR,  N-sukcinokarboxamid-
5-aminoimidazol-4-ribonukleotid;  SAICAr,  N-sukcinokarboxamid-5-aminoimidazol-
4-ribonukleosid; S-AMP, sukcinyladenosinmonofosfat; XMP, xanthosinmonofosfat.
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HCO;~ + Glutamin

l

N-Karbamoylfosfat

l

N-Karbamoylaspartat

l

Kyselina dihydroorotova

Orotidin
l
uTpP Kyselina orotova Deoxy-UDP
/ \ | / |
CcTP UDP omPp UDP Deoxy-UMP
| o7 |
CDP — CMP UmMP Deoxy-TMP
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Deoxy-CDP Cytidin ———— Uridin Thymidin
1 I 1 1
Deoxy-CMP Cytosin Uracil Thymin
i ya I
Deoxycytidin —— Deoxyuridin Dihydrouracil Dihydrothymin
l l
B-Ureidopropionat B-Ureidoisobutyrat
l l
B—Ala.\nin B—Aminoi‘sobutyrét

KrebsUv cyklus

Obr. 3: Zjednodusené schéma pyrimidinového metabolismu. Prevzato a upraveno podle
Cremonesi et al. (17).

Zkratky: CDP, cytidindifosfat; CMP, cytidinmonofosfdt; CTP, cytidintrifosfat; TMP,
thymidinmonofosfdt;, OMP, orotidinmonofosfdt; UDP, uridindifosfat; UMP,
uridinmonofosfat; UTP, uridintrifosfat.
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AZ do roku 2000 se pro screening poruch metabolismu purind a pyrimidin(
pouzivaly metody zaloiené prevainé na technice vysokoucéinné kapalinové
chromatografie (z angl. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) ve spojeni
s UV detekci, které vsak byly casové narocné. V roce 2000 Ito a jeho kolektiv predstavili
novou metodu, ktera je zaloZzend na kapalinové chromatografii s reverzni fazi ve spojeni
standemovou  hmotnostni  spektrometrii  (zangl.  Reversed-Phase  Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, RPLC-MS/MS). Tato metoda slouZila
k rychlému screeningu vice nez 15 purinl a pyrimidint v moci (18).

V pribéhu dalsich let byly vyvinuty LC-MS/MS metody ke stanoveni pyrimidin(
(19, 20). V roce 2005 Schmidt a jeho kolektiv predstavili novou RPLC-MS/MS metodu
rozsitrenou o B-aminokyseliny (B-alanin a B-aminoisobutyrat), degradacni produkty
pyrimidinového metabolismu, kterou aplikovali na 450 moci od déti s nespecifickymi
neurologickymi ptiznaky a 200 moci od zdravych déti (20).

Nasledné byly vyvinuty dalsi LC-MS/MS metody umoznujici simultanni analyzu
purinl a pyrimidin( (21, 22). V roce 2019 Monostori a jeho kolektiv predstavili novou
LC-MS/MS metodu (23) rozsitenou o dalsi diagnosticky vyznamné markery, jako jsou
sukcinylaminoimidazolkarboxamid ribosid (SAICAr), aminoimidazol-4-karboxamid
ribosid (AICAr), PB-ureidoisomdselnda kyselina, 2,8-dihydroxyadenin a orotidin,
coz usnadnilo diagnostiku nékolika dalSich onemocnéni, atozejména deficitu
adenylosukcinatlyasy (ADSLD, OMIM #103050), AICA-ribosidurie (OMIM #608688),
APRTD, HOA a deficitu B-ureidopropionasy (OMIM #613161). Vzhledem k tomu,
Ze SAICAr nebyl v dfivéjsich LC-MS/MS metodach (18, 21, 22) zahrnut, bylo nezbytné
jej v laboratofich vysetfovat samostatné pomoci Bratton-Marshallova testu. Rozsireni
LC-MS/MS metody o SAICAr lze povaZovat za vyznamny pokrok v analyze purin(
a pyrimidina.

V roce 2019 se Krijt et al. zaméfili na RPLC-MS/MS stanoveni defosforylovanych
meziproduktll purinové de novo syntesy (PDNS) a umoznili tak diagnostiku nové
popsanych onemocnéni vtéto draze. Konkrétné se jednalo o deficit
fosforibosylaminoimidazolkarboxylasy (OMIm #172439)
a fosforibosylformylglycinamidinsyntasy (PFASD, OMIM #602133). V této studii
analyzou vice nez 1400 vzorkd moci od pacientl s rlznymi formami neurologického

postizeni odhalili tfi vzorky moci s mirné zvySenou koncentraci aminoimidazol ribosidu
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(Alr) a jeden vzorek moci s enormné zvySenou koncentraci formylglycinamid ribosidu
(FGAr) svédcici pro suspektni PFASD. Stanoveni meziproduktd PDNS u pacientl
s neurologickymi pfiznaky muize hrat klicovou roli pro odhaleni pfi¢iny zavainych
bunécnych a funkénich poruch (24, 25).

Jedna z nejnovéjsich LC-MS/MS metod byla vyvinuta v roce 2023 v laboratofi
Cremonesi et al. s cilem rozsifit bézné analyzovany panel purint a pyrimidinG o nékolik
dalSich diagnosticky vyznamnych biomarkerd (celkem 41) jako jsou kyselina
dihydroorotova, kyselina mocova, vybrané degradacni produkty pyrimidinG a nové

biomarkery ,,upstream” drahy pred SAICAr (17).

3.2.2 Organické acidurie

Organické acidurie jsou heterogenni skupina DMP, jejichZ spole¢nym biochemickym
znakem je hromadéni neaminovych mono-, di- a trikarboxylovych kyselin,
které oznacujeme jako organické kyseliny. Jejich akumulace v télnich tekutinach muze
vést k poskozeni organu, pri¢emz ¢asto je postizen mozek (26). Rozvoj organické acidurie
souvisi s narusenim metabolické homeostazy, cozZ ¢asto Usti v metabolickou acidosu,
ketosu a jiné metabolické nasledky (8, 27).

novorozence. U pacientll se mliZe rozvinout akutni encefalopatie, v jiném pfipadé
dochazi k progresivnim neurologickym projeviim, které vedou k trvalému mozkovému
poskozeni. Patofyziologie mozkové dysfunkce je zatim v soucasnosti u vétsSiny
organickych acidurii stdle nejasna (28).

Organické kyseliny jsou ve vodeé rozpustné slouceniny obsahujici jednu nebo vice
karboxylovych nebo jinych funkénich skupin. V pfipadé organickych acidurii se toxické
acyl-CoA nahromadéné v téle vylucuji jako organické kyseliny nebo se také v ramci
detoxika¢niho mechanismu v mitochondriich konjuguji s glycinem/karnitinem. Vzniklé
konjugaty, acylglyciny a acylkarnitiny, sez téla wvyluuji modéi spolu s ostatnimi
organickymi kyselinami. Jedna se o klicové metabolity v diagnostice organickych acidurii

(29).
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3.2.2.1 Analyza organickych kyselin

Prvni pacient s organickou acidurii, presnéji isovalerovou acidurii (IVA, OMIM #243500),
byl popsan jiz v 60. letech minulého stoleti (30). Analyza organickych kyselin v moci
pacienta byla v té dobé provedena pomoci techniky plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (z angl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS),
ktera se dodnes v rutinnich laboratofich pouziva pro diagnostiku organickych acidurii
(31, 32). Tato technika uzivatellm nabizi zejména vysokou separacni ucinnost
a selektivitu (33). Celkové se vsak jednd o casové ndrocnou a pracnou techniku
kvali nezbytné extrakci a derivatizaci vzorku. Rizna extrakéni uc¢innost mlze ovliviiovat
vytéZnost analytll. K analyze je navic potfeba velky objem vzorku mocdi (cca 2 ml), ktery
v nékterych pfipadech nemusi byt snadné ziskat. Samotné vyhodnoceni je zdlouhavé
a vyzaduje personal sdlouholetymi zkuSenostmi. S ohledem na tyto limitace
se v poslednich letech tato technika nahrazuje kapalinovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (z angl. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS)
(34-39) nebo nuklearni magnetickou rezonancni spektroskopii (40, 41).

V roce 2018 byla Korver-Keularts et al. prfedstavena nova RPLC-MS/MS metoda
pro analyzu 71 diagnosticky vyznamnych biomarkerl pro poruchy metabolismu
aminokyselin, neurotransmiterd, mastnych kyselin, purini a pyrimidind a dalSich.
Metoda byla aplikovana na 99 vzork( moci pacientd s 32 riznymi DMP a 88 kontrolnich
vzorkl. VSechny DMP byly vyvinutou metodou konfirmovany (37).

Analyzu organickych kyselin je v soucasné dobé také mozné provadét pomoci
komercéné dostupnych kitli (42, 43). Jednim z nich je kit ,,ZIVAK Quantitative Organic Acid
LC-MS/MS“, ktery umozZiiuje kvantitativni analyzu 73 organickych kyselin v moci

za 20 min (42).

3.2.2.2 Analyza acylkarnitinQ

Hlavni ulohou karnitinu je transport mastnych kyselin pfes vnitfni mitochondridlni
membranu do matrix, kde dochdazi k jejich oxidaci (44). V pfipadé organickych acidurii
a poruch pB-oxidace nedochdzi k degradaci acyl-CoA v matrix. Na jeho eliminaci
se proto podili alternativni metabolické drahy, jako je napf. konjugace acyl-CoA

s karnitinem (45, 46).
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Stanoveni acylkarnitinG véetné rozliseni jejich isomerl bylo jesté pred par lety
pro analytiky velkou vyzvou. V roce 2007 Maeda et al. vyvinuli novou RPLC-MS/MS
metodu, kterd umoznuje rozliSit jednotlivé formy isomerG vybranych acylkarnitind.
Touto metodou byly poprvé presné stanoveny dikarboxylové acylkarnitiny,
jako je methylmalonylkarnitin a glutarylkarnitin (47).

O Sest let pozdéji byla vyvinuta nova LC-MS/MS metoda bez derivatizace
pro analyzu 112 acylkarnitinG v plasmé (48). V této studii Peng et al. vyvinutou metodu
aplikovali na 176 vzorkud plasem od pacient( suspektnich pro DMP, pficemzZ u 49 z nich
byla DMP diagnostikovana a ndsledné potvrzena genetickym ¢i enzymovym testem.

V dalSich letech byla na pracovisti Minkler et al. vyvinuta novd metoda
s derivatizaci pro analyzu 65 acylkarnitini, ktera nasla mimo jiné své uplatnéni
v klinickém vyzkumu (49). Svou duleZitost ma v laboratofich taktéz presné stanoveni
isomer( C5-karnitin (isovaleryl-, 2-methylbutyryl-, pivaloyl-, valerylkarnitin) pomoci
LC-MS/MS metody (50), kterda umozniuje rychle a efektivné rozlisit IVA od deficitu
2-methylbutyryl-CoA dehydrogenasy, zndmého tézZ jako deficit acyl-CoA dehydrogenasy
s kratkym/rozvétvenym retézcem (SBCADD, OMIM #610006), ¢i interference zplsobené

antibiotickou lé¢bou pivmecilinamem (Pivinorm).

3.2.2.3 Analyza acylglycini

Acylglyciny jsou sekunddrni metabolity, které vznikaji naptiklad pti B-oxidaci mastnych
kyselin. Jejich syntéza probiha v jatrech procesem konjugace toxického acyl-CoA
s glycinem (45, 46). Zvysena koncentrace acyl-CoA vede k vyssi produkci specifickych
acylglycint, které jsou vylu¢ovany moci. Analyza acylglycini pomoci GC-MS je vsak
obtizna vzhledem k nizké analytické senzitivité.

Acylglyciny jsou dlleZitou skupinou metabolitli, které pfrispivaji ke spravné
diagnostice organickych acidurii. Z tohoto dUvodu bylo cilem vyvinout dostate¢né
citlivou a selektivni metodu pro jejich detekci. To se povedlo vroce 2010 tymu
Lewis-Stanislause (51), ktefi predstavili novou RPLC-MS/MS metodu pro analyzu
acylglycin vmoci bez derivatizace. Vyvinutda metoda byla nasledné aplikovadna
na vzorky zdravych jedincy, u nichZ bylo detekovano a identifikovdano pomoci standardd
18 rhznych acylglycinG. DalSich 47 acylglycin bylo identifikovdno pouze na zdkladé
fragmentacniho a retenéniho chovani.
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V dalsich letech byly popsany nové metody vyuZivajici metodiku LC-MS/MS
s derivatizaci, coz prispélo ke zlepSeni citlivosti a ucinnosti separace (52, 53, 54).
V roce 2012 Fong et al. vyvinuli RPLC-MS/MS metodu pro kvantifikaci 9 acylglycinG
vmoci (52), jez byly pred analyzou extrahovany na pevné fazi a derivatizovany
n-butanolem. V ramci této studie byl popsan vybrany profil acylglycinli u pacienta
s deficitem holokarboxylasy (OMIM #253270) a deficitem B-ketothiolasy (3-KTD, OMIM
#203750) a bylo analyzovano 204 vzorklh moci zdravych jedincl pro stanoveni
referencnich mezi. Derivatizace n-butanolem byla rovnéz popsana u LC-MS/MS metody
pro kvantifikaci 15 acylglycin(i v suchych krevnich skvrnach (z angl. Dried Blood Spots,

DBS) zdravych jedincl a pacientd s DMP (53).

3.3 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinovd chromatografie (z angl. Liquid Chromatography, LC) je jednou
z nejrozsifenéjsich a nejuniverzalnéjsich analytickych technik ve vyzkumnych a rutinnich
laboratotich. Nejéastéji se vyskytuje v usporadani HPLC (55), avsak pro lepsi ucinnost,
vysoké rozliSeni a citlivost se mnohdy vyuzivd modernéjsi technika,
a to ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. Ultra-High Performance
Liquid Chromatography, UHPLC). Ta pracuje pfi vyssSich tlacich (15 000 psi) nez HPLC
(max. 6000 psi) za poutziti kolon s mensi velikosti ¢astic. Vyhodou UHPLC vici HPLC
je také nizsi pratok a tim mensi spotieba rozpoustédel (nizsi finan¢ni ndklady) a kratsi
doba analyzy (56, 57).

Princip této techniky spociva v separaci latek ve smési na zakladé jejich rozdilné
distribuce mezi dvéma rdznymi nemisitelnymi fazemi. Mobilni (pohyblivou) fazi tvori
kapalina, pficemz stacionarni (nepohybliva) faze je tuha latka nebo kapalina na pevném
nosicCi, ktera je ve formé sorbentu (tzv. chromatografické loZe) ukotvena
v chromatografické koloné. Vzorek je po nastfiknuti do systému LC unasen spolu
s mobilni fazi na kolonu, kde dochazi k interakci jednotlivych slozek vzorku se stacionarni
fazi. Latky, které jsou staciondrni fazi zadrzovany vice, jsou eluovany pozdéji nez latky
méné interaguijici (58).

K separaci latek dochazi pomoci tzv. fazového rozhrani, jehoz podstatou

je opakované ustalovani rovnovahy délenych latek mezi fazemi. Distribuci slozky mezi
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dvéma fazemi Ize popsat distribuéni konstantou Kp, coz oznaduje pomér rovnovaziné
koncentrace analytu ve stacionarni a mobilni fazi (59).

PFfi optimalizaci HPLC podminek hraje klicovou roli elu¢ni sila mobilni faze,
protoZe pouze pfi jejiz sprdvném nastaveni je mozné dosdahnout pozadované separace
l[atek ve vzorku. V pfipadé, Ze je po celou dobu separace pouZzito konstantni sloZzeni
rozpoustédel, jednd se o isokratickou eluci. Tento pristup mlze byt vyuZit pro separaci
latek s podobnymi distribu¢nimi konstantami (podobné fyzikalné-chemické vlastnosti).
Po takovych analyzach je vSak nezbytné kolonu pravidelné promyvat rozpoustédlem
o vyssi elucni sile, aby byly vymyty latky, které se v koloné hromadi. Jelikoz je isokraticka
eluce pro separaci latek s vyrazné odlisnymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi ¢asové
narocna, je vhodné v téchto pripadech vyuZit gradientové eluce, pfi které se slozeni
rozpoustédel béhem analyzy programové méni ve prospéch silnéjsi eluéni slozky.
Gradientova eluce ve srovnani s isokratickou eluci poskytuje ostrejsi elucni krivky
(tzv. piky) na chromatogramu (59, 60).

Chromatografické systémy se déli dle principu retence latek na koloné
na systémy s reverzni fazi (z angl. Reversed-Phase Liquid Chromatography, RP-HPLC),
které tvori az 90 % HPLC separaci, systémy s normalni fazi (z angl. Normal-Phase Liquid
Chromatography, NP-HPLC) a jejich modifikace (61). Mechanismus RP-HPLC vyuZiva
nepolarni staciondrni fazi a polarni mobilni fazi. Nejbéznéjsi stacionarni fazi je kolona
s oktadecylovou vazbou (C18) ¢i oktylsilanem (C8) (62). Obecné jsou vsak k dispozici
hydrofobni faze s alkylovou vazbou C1-C30 (63). Soucasny trh nabizi vice nez 600 kolon
zaloZenych na RP, jejichZz variabilita mGZe byt ovlivnéna Cistotou média pouZitého
pfivyrobé faze ¢izplsobem baleni kolon (64, 65). Mobilni faze obsahuje vodu
(ptip. pufr) a s vodou misitelny organicky modifikator (methanol, acetonitril). RP-HPLC
se vyuziva zejména pro separaci stredné poldrnich a nepolarnich latek. V tomto rezimu
jsou eluovany polarnéjsi latky drive nez hydrofobni (61, 66).

Naopak tomu je pfi usporadani NP-HPLC, které pracuje s poldrni stacionarni fazi
(napf. silikagel) a nepoldrni mobilni fazi (napf. hexan). Separace NP-HPLC se vyuZiva
zfidka, avsSak své zastoupeni stdle ma napt. u analytli, které jsou limitovany svou
rozpustnosti v rozpoustédlech pouzivanych v RP-HPLC (59).

Silné hydrofilni slouceniny, které nelze analyzovat v systému NP-HPLC a RP-HPLC

kvali jejich ireverzibilni adsorpci a nedostate¢né rozpustnosti v nepoldrnich nebo slabé
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polarnich mobilnich fazich, je moZné analyzovat v systému hydrofilni interakéni
chromatografie (z angl. Hydrophilic Interaction Chromatography, HILIC) (67).
Tento alternativni zpUsob chromatografie vyuZivd polarni staciondrni fazi, stejné
jako NP-HPLC, avSak mobilni faze je podobna tém, které se vyuzivaji v reZimu RP-HPLC.
Typicka mobilni faze tedy obsahuje polarni organickd rozpoustédla misitelna s vodou,
jako je acetonitril s malym mnoiZstvim vody. Pfidany podil vodné slozky v mobilni fazi
utvari na povrchu staciondrni faze hydratovanou vrstvu (,water-rich layer”), ktera

umoznuje lepsi separaci latek (68).

3.4 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry, MS) je jednou z nejvhodnéjsich
technik jak pro kvalitativni (struktura), tak kvantitativni (koncentrace) analyzu molekul.
Svou velkou ulohu plni v oblasti identifikace novych latek (69). Pfestoze byla MS vyvinuta
pred vice nez 100 lety, stale se vyviji, a to jak s ohledem na jeji prednosti (napf. citlivost),
tak na jeji vyuziti v riznych oblastech védy a techniky. Jeji princip spociva v interakci
nabitych castic s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. V soucasné dobé
je na trhu dostupnych nékolik rdznych technickych provedeni MS, pro které jsou vsak
spole¢né 3 zdkladni elementy - iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor (70).
MS analyza vzorku je podminéna jeho ionizaci. Jedna se o proces odehravajici
se v iontovém zdroji, pfi kterém molekuly ptechazeji do plynného skupenstvi za zisku
kladného ¢i zdporného ndaboje. Univerzalni ionizaéni technika pro vSechny latky
neexistuje, proto je vidy treba vybrat optimalni zplsob ionizace s ohledem
na charakteristiku zkoumanych latek. Pfi spojeni LC-MS ma nejvétsi prakticky vyznam
elektrosprejovad ionizace (z angl. Electrospray lonisation, ESI), chemickad ionizace
za atmosférického tlaku a fotoionizace za atmosférického tlaku (71, 72). Jednou
z nejuzivanéjsich technik je ESI, kterd uplatniuje elektrickou energii pro prenos iontl
z roztoku do plynné faze. Pfi tomto typu ionizace nejdfive dochdzi k rozptyleni kapaliny
se zkoumanymi analyty do podoby aerosolu. V dalsi fazi se prudce odparuje
rozpoustédlo, coz vede ke zvySeni hustoty povrchového ndboje a zmenseni poloméru
kapek rozpoustédla. Optimalnim rozpoustédlem pro ESI jez tohoto dlvodu voda

s tékavou organickou slouceninou (napf. methanol nebo acetonitril). V posledni fazi
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ionizace dochazi k tzv. Coulombické explozi, coz je proces, kdy intenzita elektrického
pole uvnitf nabité kapky nabere takové sily, Ze jsou ionty na povrchu kapek uvolnény
do plynné faze. Emitované ionty prechazeji z atmosférického tlaku do vysokého vakua
hmotnostniho analyzatoru, kde jsou separovany podle poméru hmotnosti k ndboji (m/z)
(73, 74, 75).

Vybér analyzatoru zavisi na vlastnostech analytu po ionizaci a na poZzadavcich
provadéného experimentu (76). RozliSujeme analyzatory skenujici (napt. kvadrupdl),
praletové (napt. analyzator doby letu) a zachycujici ionty v cele ¢i pasti (napf. iontova
past, Orbitrap). Kazdy z téchto hmotnostnich analyzator(i lze pouzivat samostatné
nebo v kombinaci (z angl. Tandem Mass Spectrometry, MS/MS) (77, 78). Velmi rozsifeny
je v soucasnosti kvadrupdlovy analyzator, ktery funguje na principu pohybu iontu
po stabilni trajektorii v oscilujicim elektrickém poli. Sklada se ze ¢tyr tycovych elektrod
v rovnobéZném usporadani, prficemz protilehlé ty¢e nesou shodny naboj. Na elektrody
je privadéno stridavé a stejnosmérné napéti, které zodpovida za pohyb iontl s vybranou
hodnotou m/z po stabilni trajektorii na detektor. Pfednosti kvadrupdlového analyzatoru
je nizkd pofizovaci cena, vysoka skenovaci rychlost a mechanickd jednoduchost,
nevyhodou pak nizké rozliSeni. V tandemovém usporadani (trojity kvadrupdl,
viz kapitola 3.5) vykazuje vysokou citlivost.

lonty vychazejici z analyzatoru jsou bud's ohledem ¢i bez ohledu na jejich velikost
m/z v podobé signalll zaznamenavany detektorem, ktery je transformuje do digitalniho

formatu (70, 79).

3.5 Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(LC-MS/MS)

Chromatografické techniky ve spojeni s MS nabizi vysokou citlivost a specificitu
ve srovnani s jinymi typy analyzatord. Od roku 1970 je natrhu dostupna technika
GC-MS, kterd se v prlbéhu let stala nepostradatelnou v mnoha laboratofich klinické
biochemie vrdmci analyzy komplexnich smési (80). Spojeni LC-MS se celosvétové
rozsitilo s rozvojem ESI v 80. letech, kterd umoznila efektivné vyuzit silu a eleganci MS

pro analyzu biologickych molekul (81).

24



LC-MS/MS je vykonna analyticka technika, ktera kombinuje separacni schopnost
LC svysoce citlivou a selektivni schopnosti MS/MS. Kaidé analyze predchazi
preanalyticka faze, ktera zahrnuje odbér vzorku pacienta, skladovani a transport vzorku
z mista odbéru do laboratofe a pfipravu vzorku pred analyzou. DodrZzeni spravného
postupu v preanalytické fazi je stéZejni pro poskytnuti spravnych a spolehlivych vysledkt
(82).

Pfiprava vzorku muzZe predstavovat jeho naredéni nebo purifikaci, aby byly
odstranény interferujici slozky ve smési. Poté je vzorek pomoci autosampleru nastfiknut
do systému LC, kde je unasen mobilni fazi na chromatografickou kolonu. Na zadkladé
rozdilné distribuce mezi témito dvéma fazemi dochazi k separaci latek ve smeési.
Chromatograficky eluat, ktery unasi analyt, je zaveden do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru, kde jsou vytvareny ionty v plynné fazi (83).

Vzniklé ionty vstupuji do hmotnostniho analyzatoru, ktery v soucasné dobé
predstavuje spiSe jejich kombinaci, tedy MS/MS. Mezi nejrozsifenéjsi techniky se radi
trojity kvadrupdl (QqQ), kvadrupdl s iontovou pasti a analyzator doby letu. V kombinaci
tfi kvadrupdlt dochazi v prvnim kvadrupdlu (Q1, prvni hmotnostni analyzator) k filtraci
prichdzejicich iontl a nasledné izolaci prekurzorovych iontd, které sméruji ke kolizni cele
(g2). V té jsou prekurzorové ionty fragmentovany na produktové ionty v dusledku kolize
iontll satomy kolizniho plynu (dusik, argon). Jednd se o tzv. kolizné indukovanou
disociaci. Analyza specifickych produktovych iontl probiha ve tretim kvadrupdlu (Q3,
druhy hmotnostni analyzator). Detektor zpracovdva data z analyzy, pficemz vysledkem
je hmotnostni spektrum, které zobrazuje relativni ¢etnost signdlt iontl dle m/z (83, 84).
Usporadani vyse popsaného LC-MS/MS systému za vyuZiti ESI je znazornéno na Obr. 4.

Trojity  kvadrupdl mulzZe pracovat ve 4 rezimech skenovani,
pricemz pro kvantitativni analyzu se vyuziva zejména rezim selektivniho monitorovani
reakce (zangl. Selected Reaction Monitoring, SRM) vzhledem k vysoké citlivosti
a selektivité médu. V ramci jedné SRM analyzy je mozné zméfit aZ stovky analytl (z angl.
Multiple Reaction Monitoring, MRM). V tomto rezimu je v Q1 vybran prekurzorovy ion,
ktery je v kolizni cele (q2) fragmentovdn za podminek optimalni kolizni energie (z angl.
Collision Energy, CE) na specificky fragment (produktovy ion), jenz je vybran pomoci Q3.
Parametr definovany hodnotou m/z prekurzorového a produktového iontu se nazyva

hmotnostni pfechod (70).
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Obr. 4: Schéma systému kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci (LC-ESI-MS/MS). Prevzato a upraveno
podle Thomas et al. (83).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Stanoveni Siroké skaly metabolitd v moci pomoci nové LC-MS/MS

metody pro diagnostiku dédi¢nych metabolickych poruch

Za vyvojem nové HILIC-MS/MS metody pro analyzu Sirokého spektra metabolitl
diagnosticky vyznamnych pro DMP stdly mnohé zkuSenosti Laboratore dédic¢nych
metabolickych poruch (LDMP), Oddéleni klinické biochemie (OKB) Fakultni nemocnice
(FN) Olomouc s metabolomickou analyzou (85-88). Odborna publikace s ndzvem , Wide
metabolite coverage LC-MS/MS assay for the diagnosis of inherited metabolic disorders

in urine” byla publikovana v roce 2024 v Casopise Talanta (89).

4.1.1 Material a metody

4.1.1.1 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy Kern ABT 120-5 DM (Kern, Némecko)

e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

e Trepacka MS 3 basic (IKA, Némecko)

e Ultrazvukova lazen Elmasonic S 100 H (Elma, Némecko)

e pH metr Orion Star A111 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e LC-MS/MS: Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA,
USA) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Triple Quad 6500 (Sciex,
Framingham, MA, USA)

e Kolona Luna NHz 3 um, 100 x 2 mm (Phenomenex, Torrance, USA)

4.1.1.2 Chemikalie

Standardy latek minimdlné analytické Cistoty byly zakoupeny u obchodnich spoleénosti
Sigma-Aldrich, ICN Biochemicals, Toronto Research Chemicals, Santa Cruz
Biotechnology, Calbiochem, Cambridge Isotope Laboratories a CDN Isotopes. Vétsina
standard( acylglycinl byla obdrzena od VU Medical Center (Amsterdam, Nizozemsko)

a SAICAr byl ziskdn od Dr. Marie Zikdnové (Univerzita Karlova, Praha, Ceska republika).
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Rozpoustédla (voda, acetonitril) vhodnda pro LC-MS analyzu byla dodéna
spolec¢nosti Honeywell Riedel-de Haén (Seelze, Némecko). Mocovy diluent Sigmatrix
(MDS), stejné jako kyselina octovd, hydroxid amonny a dimethylsulfoxid (DMSQO) byly
obdrzeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Hydroxid sodny byl ziskan

od CentralChem (Bratislava, Slovensko).

4.1.1.3 Biologicky material

Pro tuto studii byly pouzity vzorky moci zdravych kontrol (n = 140), pacientl (n = 22)
a externiho hodnoceni kvality (EHK) programu ERNDIM kontrolniho schématu
diagnostického testovdni zpUsobilosti (z angl. Diagnostic Proficiency Testing, DPT,
n = 25). Pro analytickou validaci byl pfipraven smésny vzorek moci od zdravych kontrol
(n = 38). VSechny vzorky zdravych jedincu byly ziskany z LDMP, OKB FN Olomouc. Jako
zdravé kontroly byly pouZzity vzorky, u kterych nebyla prokazdna zadnd z testovanych
DMP. Zakladni klinické informace zdravych kontrol a pacientl jsou shrnuty v Tab. 1.
Detailni charakteristika vzork( pacientl s DMP (véetné jejich plvodu) je sumarizovana
v Pfiloze 1.

Dvé koncentracni Urovné kalibra¢niho standardu purint a pyrimidinQ (z angl.
Purines and Pyrimidines in Urine, PP-Cal) a kalibraéniho standardu pro specialni
vySetfeni (z angl. Special Assays in Urine, SA-Cal) byly obdrzeny od ERNDIM (MCA

Laboratory, BN Winterswijk, Nizozemsko).

Tab. 1: Zdkladni klinické informace zdravych kontrol a pacientd.

Vzorky n Muzi Zeny Vék Median véku
Smésny vzorek mo¢i 38 19 (50,0 %) 19 (50,0 %) 0-48 let 1 rok
Kontroly <1 rok 39 18(46,2%) 21(53,8%) 0-11 mésicu 6 mésicu
Kontroly >1 rok 101 61(60,4%) 40 (39,6 %) 1-43 let 6 let
Pacienti <1 rok 9 2(22,2 %) 7(77,8%)  0-11 mésicu 4 mésice
Pacienti >1 rok 38 22(57,9%) 16 (42,1 %) 2-78 let 12 let

4.1.1.4 Priprava zasobnich roztoki standard

Zasobni roztoky standard( byly pfipraveny o koncentracich 1-52 mmol/l v rliznych
rozpoustédlech (voda, roztok hydroxidu amonného, roztok hydroxidu sodného,

25% DMSO) podle jejich rozpustnosti. Roztoky byly uchovavany pfi -20 °C.
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4.1.1.5 Priprava smési internich standardi

Smés internich standardl (IS) byla pfipravena smichanim 10 zdsobnich roztok(
isotopicky znacenych IS podle Tab. 2. Vznikla smés byla doplnéna na konecny objem
50 ml octanem amonnym (20 mmol/l, pH 9,75) a poté byla rozdélena na alikvoty, které

byly skladovany pfi-20 °C.

Tab. 2: Priprava smési internich standardi a jejich koncentrace v objemu 50 ml.

, Objem zasobniho Koncentrace IS ve smési
Interni standard (IS) . .
roztoku ve smési (pl) (mmol/l)

Adenosin-13Cs 133 10
Kreatin-D3 364 a7
Kreatinin-Ds 180 187
Galaktitol-13Cs 376 100
Kyselina guanidinooctova-D» 292 50
N-Hexanoylglycin-13C,°N 25 5
Kyselina orotova-1°N» 80 10
Kyselina sialova-13Cs 366 24
Uracil-*>N; 58 10
Xanthin-1°N, 77 10

4.1.1.6 Priprava standardu kalibracni kFivky

Desetibodové kalibracni rady (n = 3) byly ptipraveny binarnim fedénim pracovniho
roztoku o znamém mnozstvi analytl (30 pul) v MDS nebo octanu amonném (20 mmol/I,

pH 9,75) (30 ul) a pridavkem smési IS (10 ul) podle Ptilohy 2.

4.1.1.7 P¥iprava vzorkl kontroly kvality

Vnitrodenni (n = 5) a mezidenni (n = 15) sprdvnost a presnost byly stanoveny pomoci
vzork( kontroly kvality (QC) o nizké, stfedni a vysoké koncentracni hladiné (tj. LQC, MQC
a HQC) podle Prilohy 2. Smésny vzorek moce zdravych kontrol (30 ul, kapitola 4.1.1.9)
byl ve vialce smichdn s 30 ul pracovniho roztoku se zndmym mnozZstvim analyt(i a 10 pl

smesi IS.
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4.1.1.8 Priprava vzorku vnitrni kontroly kvality

Vzorek vnitini kontroly kvality byl pfipraven smichanim stejnych objem0 4 vzorku
z kontrolniho schématu ,,Purines and Pyrimidines in Urine” 2021 a 4 vzork( ze schématu

»Special Assays in Urine” 2021.

4.1.1.9 Pfiprava smésného vzorku moce zdravych kontrol

Smésny vzorek moce zdravych kontrol byl pfipraven z 38 modi, které byly nafedény
na koncentraci kreatininu 2 mmol/I a poté byly stejné objemy vzork( smichany. Vzorky
s koncentraci kreatininu <2 mmol/l byly pouZity bez redéni. Alikvoty smésného vzorku

moce byly uchovavany pfi -20 °C.

4.1.1.10 Priprava vzorki moci zdravych kontrol, pacientlii a externiho

hodnoceni kvality

Vzorky moci zdravych kontrol, pacientldl a EHK programu ERNDIM DPT byly v laboratofi
pribéiné uchovavany pfi -80 °C. Pfed LC-MS/MS analyzou byly vzorky po rozmrazeni
naredény na koncentraci kreatininu 1 mmol/I. Do vialky bylo nasledné pipetovéno 25 pl
naredéné moce a 25 pl smési IS. Moc¢ s koncentraci kreatininu <1 mmol/l byla

analyzovana bez fedéni.

4.1.1.11 Vyvoj LC-MS/MS metody

Nové vyvinuta HILIC-MS/MS metoda byla pfevzata od Bajad et al. (90) a optimalizovana
podle Yuan et al. (91) a dalSich (92, 93). Metoda byla pribéiné rozsifovana o nové

Automatickd optimalizace MS/MS podminek byla provedena u vsech analytd.
Ze zasobnich roztok( standard( byly pfipraveny roztoky o koncentraci 10100 umol/I,
které byly fedény mobilnimi fazemi A a B (1:1, v/v). Roztoky standardd byly postupné
pomoci pfimé infuze zavedeny do hmotnostniho spektrometru, kde byla u ziskanych
hmotnostnich pfechodl provedena optimalizace deklastera¢niho potencidlu (z angl.
Declustering Potential, DP), vstupniho potencialu (z angl. Entrance Potential, EP), CE

a vystupniho potencidlu (z angl. Collision Cell Exit Potential, CXP). Do finalni metody byl
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pro kazdy analyt vybrdn pouze jeden hmotnostni prfechod s nejvyssim pomérem signalu

k Sumu (z angl. Signal to Noise, S/N), kde zaroven nebyly pozorovany zadné interference.

4.1.1.12 LC-MS/MS analyza

LC-MS/MS analyza byla provedena pomoci kapalinového chromatografu UltiMate 3000
RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) a hmotnostniho spektrometru Triple Quad 6500 (Sciex,
Framingham, MA, USA). Pro separaci na principu HILIC byla pouZita kolona Luna NH:
(3 um, 100 x 2 mm, Phenomenex, Torrance, USA). Mobilni faze A obsahovala octan
amonny (20 mmol/l, pH = 9,75) a mobilni faze B 100% acetonitril. Byla nastavena
gradientova eluce pfi pratoku 0,4 ml/min:t=0min 95 % B, t =6 min 30 % B, t =7 min
30%B,t=7,5min95%B, t=11,5min 95 % B. Kolona byla temperovéna na 30 °C, nastrik
byl nastaven na 0,5 pl a autosampler byl udrzovan pfi teploté 10 °C.

Za vyuziti ESI byly analyty méfeny v rezimu MRM soucasné v pozitivnim
a negativnim mddu pomoci prepinani polarit (,polarity switching®). Parametry
iontového zdroje byly nastaveny nasledovné: napéti na sprejovaci kapilafre = 4500 V,
teplota 400 °C, tlak cloniciho plynu 35 arb, tlak kolizniho plynu (dusik) 6 arb a tlaky obou

zmlZujicich plynt 40 arb.

4.1.1.13 Validace metody

Vyvinutd LC-MS/MS metoda byla validovana podle pokynt pro validaci bioanalytickych
metod, kterou vydala Evropskd agentura pro lécCivé pripravky (z angl. European

Medicines Agency, EMA) (94).

4.1.1.13.1 Linearita

Kalibracni rozsah byl stanoven podle fyziologickych koncentraci analytd v modi,
k éemuz byly wvyuZity volné dostupné databaze (95, 96). Kalibraéni kfivka,
kterad zahrnovala blank, nulovy kalibrator (blank se smési IS) a deset kalibracnich bodu,
byla analyzovana ve tfech nezavislych opakovanich. Pocet kalibrac¢nich bodU pro kazdy
analyt byl stanoven podle dosazené linearity, nejméné vsak bylo definovano

Sest kalibrac¢nich bodu (dle pokynl EMA).
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Linearita jednotlivych analytl byla vyhodnocena pomoci regresnich krivek
a vyjadiena koeficientem determinace (R?). Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti

(LOQ) byly vyhodnoceny podle nasledujicich rovnic (1) a (2):

c
LOD =3 X S/_N (1),

kde c je koncentrace analytu v kalibraénim standardu a S/N je pomér signalu k Sumu,

LOQ =3,33x LOD (2).

4.1.1.13.2 Spravnost a presnost

Vnitrodenni (n = 5) a mezidenni (n = 15) spravnost a presnost byly stanoveny analyzou
QC vzorkl na tfech koncentra¢nich hladinach (LQC, MQC a HQC) v pentaplikdtech
ve tfech nezavislych opakovanich. V kazdé sérii byla soucasné s QC vzorky analyzovdna
sada kalibracnich standard(i. Nomindlni koncentrace QC vzorkd byly nastaveny tak,
aby LQC odpovidalo 5 %, MQC 25 % a HQC 75 % hodnoty nejvyssiho kalibracniho
standardu (ULOQ). Akceptacni kritérium pro sprdvnost bylo dle pokyn EMA nastaveno
na 85-115 % (s vyjimkou LQC, pro které je povoleno 80-120 %). Pro presnost byla

akceptacnim kritériem hodnota variacniho koeficientu (CV) <15 % (LQC <20 %).

4.1.1.13.3 Matricové efekty

Matricové efekty byly stanoveny pomoci postkolonové infuze adenosinu-'3Cs (-/+ MRM
maod). Pro tento experiment bylo pripraveno 10 vzorkl moci zdravych kontrol, které byly
naredény na koncentraci kreatininu 1 mmol/Il. Spolu s témito vzorky byl analyzovan
taktéZ blank (voda), a to pomoci kontinudlniho pfidavku adenosinu-'3Cs (c = 2 pmol/I)
injekéni  pumpou s pritokem 7 pl/min. Porovnadnim celkovych iontovych
chromatograml vzorkd moci s blankem byly identifikovany oblasti s potlacenim

(,iontova suprese”) ¢i zvySenim (,,iontovy enhancement”) ionizace.

4.1.1.13.4 Carry-over (Pfenos vzorku)

Pro stanoveni carry-over efektl byl analyzovan vzorek blanku (voda) po vzorku ULOQ.

Carry-over (%) byl hodnocen jako pomér plochy analytu vblanku k ploSe analytu
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v ULOQ. Carry-over byl povaZovdan za nevyznamny, pokud byla interference pozorovana

v blanku <5 % ULOQ.

4.1.1.14 Diagnostika pacienti

Diagnosticky pracovni postup zahrnoval sestrojeni multikomponentniho krabicového
grafu s robustné standardizovanymi (RS) hodnotami analyt( (97, 98) a vytvoreni sité
DMP s odpovidajicimi biomarkery, které jsou oznaceny rdzné velkymi a barevnymi uzly
v zavislosti na RS hodnoté.

Pro vypocet RS hodnot byly pouzity koncentrace analytl podle nasledujici

rovnice (3):

X'=(c; = ¢/(Q3 = Q1) (3),

kde X’ je robustné standardizovand hodnota, ¢; je hodnota i-tého pozorovani,
C je median koncentrace zdravé kontrolni populace a Q3 — Q4 je interkvartilové rozpéti
zdravé kontrolni populace.

Kontrolni populace byla rozdélena do dvou skupin dle véku (<1 rok a >1 rok).
Referencni rozmezi RS hodnot jednotlivych analytl byla stanovena zvlast pro tyto
vékové kategorie na zakladé analyzy 39 vzork( (<1 rok) a 101 vzorkd (>1 rok). S ohledem
na vék byly poté automaticky vypocteny RS hodnoty jednotlivych analytli u pacient(
s DMP. Ziskané RS hodnoty zdravych kontrol a pacientd byly vizualizovany pomoci
multikomponentnich krabicovych grafli v softwaru GraphPad Prism.

Tvorba metabolické sité zahrnovala import RS hodnot pfislusného pacienta
do softwaru Cytoscape. Sit spojuje DMP, které jsou rozdéleny do samostatnych skupin
podle zasazeného metabolismu (puriny a pyrimidiny, aminokyseliny, mastné kyseliny,
sacharidy, atd.). Dalsi vétve jsou pfislusné DMP, oznacené zkratkou
podle nomenuklatury OMIM nebo plnym ndzvem (99). Koncové uzly predstavuji
prislusné diagnostické biomarkery (95, 96, 100) jednotlivych DMP. V zavislosti

na RS hodnoté méni koncové uzly a jejich popisky barvu a velikost.
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4.1.1.15 Analyza dat

Sbér MS dat byl provadén pomoci softwaru Analyst 1.6.2, zatimco pro zpracovani dat
byl pouzit software SciexOS 2.0 (Sciex, Framingham, MA, USA). Koncentrace analytl byly
vypocteny pomoci kalibraénich standardld PP-Cal a SA-Cal. Analyty, které nebyly
pritomny v téchto komeréné dostupnych standardech, byly kalkulovany na ,in-house”
kalibra¢ni standard. Spolehlivost kvantifikace byla zajisténa pouzitim 10 IS. Nejvhodnéjsi
IS k pFfislusnému analytu byl vybran predevsim na zakladé podobnosti chemické
struktury a retenéniho ¢asu. Ziskané koncentrace byly transformovany na RS hodnoty
v programu Microsoft Excel 365 (Redmond, Washington, USA). Transformovana data
byla importovana do programd GraphPad Prism 9.3.1 (San Diego, CA, USA) a Cytoscape
3.8.2 (Bethesda, MD, USA) (101) pro grafické znazornéni pacientli s DMP.

4.1.2 Vysledky

4.1.2.1 Vyvoj LC-MS/MS metody

Vyvinuta metoda umoznuje analyzu 75 analytd ze skupiny purin( a pyrimidinG (n = 23),
aminokyselin (n = 8), acylglycint (n = 13), cukr( a cukernych alkoholtd (n = 17), kyseliny
guanidinooctové, kyseliny sialové, kreatinu, kreatininu a 10 IS. VétSina analytl
je detekovana v negativnim ioniza¢nim rezimu, a to pravé z ddvodu minimdlnich
interferenci ve srovnani s pozitivnim rezimem. Prestoze je absolutni signdl v negativnim
rezimu obvykle nizsi, kvantitativni parametry jsou diky nizSimu Sumu lepsi.
Optimalizované MS/MS parametry analytl a IS ve vyvinuté metodé jsou uvedeny
v Pfiloze 3. Extrahované iontové chromatogramy (tMRM méd) standardd v MDS/octanu
amonném (20 mmol/l, pH 9,75) pfi koncentraci odpovidajici irovni MQC jsou zobrazeny

na Obr. 5.
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Obr. 5: Extrahované iontové chromatogramy standardi v mocovém diluentu Sigmatrix
(MDS)/octanu amonném (20 mmol/L, pH 9,75) pri koncentraci odpovidajici trovni MQC.
Profil purind a pyrimidinG (A), N-acylglycini, kyseliny guanidinooctové, kreatinu,
kreatininu a kyseliny sialové (B), aminokyselin, cukr(i a cukernych alkohold (C).
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4.1.2.2 Validace metody

4.1.2.2.1 Linearita

Kalibracni kfivky analytll vykazovaly prevainé kvadratickou zavislost vzhledem

k Sirokému koncentrac¢nimu rozsahu, podobné jako uvadi Zheng et al. (102) ve své préci

zamérené na cilenou metabolomiku moci. Linearni zavislosti dosahly pouze adenosin,

guanosin, SAICAr, uracil, xanthin, N-acetylvalin, sukcinylaceton, sedoheptulosa, kyselina

guanidinooctova a kreatinin. Kalibracni kfivky zahrnovaly nejméné Sest kalibracCnich

bodl pro kazdy analyt a byly vyhodnoceny pomoci vazeni 1/y. Proménné a, b a ¢

definujici sklon a prlsecik regresnich rovnic jsou popsany v Pfiloze 4. Koeficienty

determinace (R?) byly >0,9934 s vyjimkou 2-deoxyadenosinu (R? = 0,9871) a thymidinu

(R?=0,9797) (Obr. 6). Parametry kalibraénich kfivek, LOD a LOQ jsou shrnuty v P¥iloze 4.
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Obr. 6: Mez stanovitelnosti (LOQ) a koeficient determinace (R?) méfenych analytd,
kde pferusovand édra zndzorriuje akceptaéni kritérium (R? >0,99). Cervené zbarvené

analyty, které nesplnuji kritérium, jsou oznaceny ndzvem.
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4.1.2.2.2 Spravnost a presnost

Vnitrodenni a mezidenni spravnost (%) a presnost (CV, %) QC vzork( jsou shrnuty
v Priloze 5—6. Vétsina analyt splnila akceptacni kritéria. Pouze mirné odchylky byly
pozorovany v rdmci mezidenni spravnosti a presnosti pro 2,8-dihydroxyadenin, inosin,
N-acetylglycin, perseitol, kyselinu argininosukcinatovou, S-Ado, N-acetylglutamin,
N-propionylglycin a orotidin, jak je zndzornéno na Obr. 7. Mirné odchylky v ramci
vnitrodenni spravnosti a presnosti byly pozorovany u 2,8-dihydroxyadeninu, orotidinu,
S-Ado, N-acetylasparagové kyseliny, N-acetylglutaminu, kyseliny argininosukcinatové,

N-propionylglycinu a perseitolu.
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' ' ® MQC
¢ HQC
20
°
: . ®
2,8-Dihydroxyadenin | '”05'2 .
° : °
$ 15 g N-Acetylglycin o bt — :
< i o ¢ a. o o o -Sukcinyladenosin
. i [ ] (] H
£ Perseitol ® s * "%l ., N-Propionylglycin
g % ° » ¢ i ¢
& 8 % o %0 e’ o ° N-A [
4 _ i o0 ® : cetylglutamin
= 10 i % le @ * o %e °© o ® Jionviglvei
: % ... Py ° N-Propiony glycin
. . C i ete 00l 000 o %0 o : Orotidin
Kyselina argininosukcinatova o 3 e ©
i i . ® oo ®e
Perseitolg o0 e %o e
L e
5 Perseitol o z o
H . ’ .~
o hd
0 L L e e U L L L
60 80 100 120 140

Spravnost (%)

Obr. 7: Mezidenni spravnost a presnost (n = 15), kde kaZdy analyt je zndzornén barevnou
znackou, pricemZ kazda barva predstavuje odpovidajici koncentracni uroveri QC vzorku.
Cervend prerusovand &dra oznacuje akceptacni kritérium pro LQC, zelenomodrd
pro MQC a HQC. Analyty, které nesplriuji kritérium, jsou oznaceny ndzvem.
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4.1.2.2.3 Matricové efekty

Matricové efekty byly hodnoceny na zakladé rozdili vintenzité signdlu v elucnich
oblastech pik( analytd. lontova suprese/zvyseni ionizace jsou znazornény na Obr. 8
(-MRM madd) a Obr. 9 (+MRM mdd), kde je porovnana odezva analyzovanych moci
se vzorkem blanku. V negativnim rezimu byla pozorovdna iontova suprese v retenénim
¢ase 0,5-2,0 min. V pozitivnim rezimu nebyly patrné zadné interference v retenénim
Case eluujicich analytli, a to N-propionylglycinu (RT 3,6 min), N-valerylglycinu

(RT 3,8 min) a N-glutarylglycinu (RT 6,0 min).

1,6e6
1,4e61
1,2e6

1,0e6 -

Intenzita (cps)

8,0e5+
6,0e5
4,0e5

2,0e5 -

0,0

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Cas (min)

Obr. 8: Celkové iontové chromatogramy vzorkit moci (n = 10, barevné) a blanku (¢erné)
zndzorfiujici iontovou supresi/zvyseni ionizace (-MRM mdd). Sedd zéna zobrazuje
procentudlni podil mobilni faze B (100% acetonitril) béhem analyzy.
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Obr. 9: Celkové iontové chromatogramy vzorkit moci (n = 10, barevné) a blanku (¢erné)
zndzorfiujici iontovou supresi/zvyseni ionizace (+MRM mdd). Sedd zdna zobrazuje

procentudlni podil mobilni faze B (100% acetonitril) béhem analyzy.

4.1.2.2.4 Carry-over (Pfenos vzorku)

Pomoci experimentu cileného na stanoveni carry-over efektd nebyly nalezeny zadné
vyznamné interference, které by ovliviiovaly kvantifikaci latek. U vSech analytli byla

interference nizsi nez 5 % ULOQ.

4.1.2.3 Diagnostika pacient

Vyvinutd metoda byla nékolik let v klinické praxi aplikovana na vzorky pacientd
s podezienim na DMP, diky niz bylo odhaleno Siroké spektrum diagnos. U pacientl byly
vytvoreny multikomponentni krabicové grafy asité DMP s pouZitim RS hodnot.
Na zdkladé zmén v hladinach biomarker(i pacient(i ve srovnani se zdravymi kontrolami
bylo diagnostikovano celkem 47 pacientd s 24 r(iznymi DMP.

V nasledujicich podkapitolach jsou popsany dvé kazuistiky pacientd,
jejichz diagnosa byla detekovdna vyvinutou metodou. Kazuistiky zahrnuji ndzornou

ukdzku diagnostického pracovniho postupu, tedy tvorbu grafu a metabolické sité.
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4.1.2.3.1 Pacient s deficitem aminoacylasy

Probandem (Pacient 21) byl 15lety chlapec ¢eské narodnosti z 2. gravidity, jehoZ porod
probéhl spontdnné a bez komplikaci v terminu. Nebyly pozorovany zadné problémy
v ramci poporodni adaptace. Novorozenecky screening (z angl. Newborn Screening,
NBS) byl negativni a psychomotoricky vyvoj chlapce odpovidal normé. Chlapec
navstévoval logopedii pro poruchu vyslovnosti. Pfi nastupu do Skoly byl povaziovan
za socialné nezralého a v 10 letech mu byla diagnostikovana dysgrafie. Dale mél
problémy s koordinaci téla a rovnovahou. V 15 letech byl vySetfen na détské klinice
pro hepatopatii a obezitu, coz vedlo k odhaleni nealkoholické steatosy jater s neuplné
vyjadfenym metabolickym syndromem.

Chlapci bylo doporuceno podstoupit psychologické vySetfeni a screening DMP.
Podle psychologli se jeho kognitivni schopnosti pohybovaly na horni hranici
podprdmeéru. Screening DMP pomoci této vyvinuté LC-MS/MS metody odhalil zvysenou
exkreci N-acetylovanych derivatl serinu, leucinu, valinu, glutaminu a glycinu v moci
(Obr. 10), kterd je charakteristickad pro deficit aminoacylasy (ACY1D, OMIM #609924).
Kromé toho byly v tomto vzorku pozorovény zvySené acylglyciny, a to propionylglycin
(C3 Gly) a(iso)butyrylglycin (C4 Gly), které jiz drive byly asociovany stimto
onemocnénim v praci Sass et al. (103).

Podezieni na ACY1D potvrdila molekularné geneticka analyza, kterd odhalila
patogenni missense variantu v genu ACY1 c.1057C > T (p.Arg353Cys; rs21912698, MAF
0,06 %) v homozygotnim stavu. V souvislosti s timto ndlezem nasledna geneticka analyza
u obou rodicl odhalila missense mutaci v heterozygotni formé a mutace byla potvrzena
také u dvou mladsich bratrd v homozygotni formé. Screening DMP pomoci vyvinuté
metody rovnéz prokazal zvySené hladiny charakteristickych aminokyselin v moci bratrQ

(Pacient 2 a 22, Obr. 11).
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Obr. 10: Deficit aminoacylasy: Multikomponentni krabicovy graf RS hodnot Pacienta 21
(Cervené) a zdravych kontrol (Sedé) (A) a odpovidajici sit DMP (B). Na zdkladé zvysSenych
biomarkert svédcicich pro ACY1D byl pacient sprdavné diagnostikovan.
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Obr. 11: Multikomponentni krabicovy graf RS hodnot pacienti s ACY1D a zdravych
kontrol (Sedé). Pacienti jsou rozliseni barevné - Pacient 21 (Cervené), Pacient 2 (fialové)
a Pacient 22 (modre).

4.1.2.3.2 Pacientka s galaktosémii typu | (Duarte variantou)

Probandem (Pacient 1) byla dvoumésicni holcicka ceské ndrodnosti z 1. gravidity
s vyraznou rustovou restrikci. Téhotenstvi bylo ukoncéeno cisafskym fezem z dlvodu
patologického ndlezu pfi kardiotokografii. Po neuspokojivé saturaci byla nasazena
oxygenoterapie, diky niz byla naslednd adaptace bezproblémova. Novorozenec byl
po porodu standardné kojen. Z dlUvodu prolongované Zloutenky a nizké télesné
hmotnosti byl sledovan na neonatologii. Pro nizkou hmotnost byla novorozenci
podavana uméla vyZiva, po které vsak vzdy nasledovalo zvraceni. Vysledky NBS byly
negativni a rodinna anamnéza nenasvédcovala Zdadnému genetickému onemocnéni.

O nékolik tydnl pozdéji se vSak u pacientky zacaly projevovat nespecifické
projevy (neprospivani, nafouklé bficho, odmitani potravy). Ddle se u ni objevily nazloutlé
skléry a znamky subikteru. Ultrazvuk bricha odhalil vyrazny ascites, zvySenou echogenitu
jater a perikardidlni vypotek (3 mm). Tyto symptomy se nezlepSovaly, coZ vyustilo
v akutni selhdni jater. Soucasti diferencidlni diagnostiky byl screening DMP vyvinutou
metodou, ktery odhalil zvySenou exkreci hexitoll a hexos v moci (Obr. 12). V tuto chvili
bylo Iékafiim sdéleno podezieni na galaktosémii. Avsak vzhledem ktomu, Ze pik
galaktitolu a galaktosy neni vyvinutou metodou rozliSitelny od ostatnich hexitol
a hexos, bylo nasledné nezbytné vyloucit pfitomnost mannitolu/sorbitolu pomoci

GC-MS metody. Jelikoz se u pacientd s galaktosémii hromadi v erytrocytech
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galaktosa-1-fosfat, diagnosa byla dale potvrzena analyzou zvySenych
hexosa-monofosfatl v DBS odebrané v ramci NBS za stejnych LC-MS/MS podminek
(Obr. 13).

Na zdkladé laboratornich ndlez(i matka neprodlené prestala kojit, coz vedlo
jiz po par hodinach k vyraznému zlepsSeni akutniho stavu pacientky. DNA analyza genu
GALT odhalila mutaci v heterozygotni formé: ¢.37C >T (p.GIn 13*) a ¢.200G >A
(p.Argb7His). U probanda tak byla definitivné diagnostikovdna galaktosémie typu I,
Duarteho varianta (GALAC1, OMIM #230400). Pacientka byla prfeddana do péce
specialistl a byla ji predepsana celozivotni bezgalaktosova dieta. Dnes jsou divce 3 roky

a jeji stav je stabilizovany.
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Obr. 12: Galaktosémie typu |, Duarteho varianta: Multikomponentni krabicovy graf
RS hodnot Pacienta 1 (Cervené) a zdravych kontrol (Sedé) (A) a odpovidajici sit DMP (B).
Na zdkladé zvysenych biomarkert svédcicich pro GALAC1/2/3 byla pacientka sprdvné
diagnostikovadna.
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Obr. 13: Elevace hexosa-monofosfdti (RS hodnota = 31,4) v suché krevni skvrné (DBS)
pacientky suspektni pro galaktosémii (Cervené) v porovndni se zdravymi kontrolami
(sedé, n = 12, RS hodnota = -0,8-1,4).

4.1.2.4 Externi hodnoceni kvality

Za Ucelem ovéreni diagnostickych moznosti byla vyvinutd metoda a diagnosticky
pracovni postup testovan na 25 vzorcich moci z EHK programu ERNDIM DPT (z roku
2010-2022). Seznam vzorkl a prislusné diagnosy jsou uvedeny v Tab. 3. VSechny vzorky
byly spravné diagnostikovany na zakladé RS hodnot biomarkerd. Multikomponentni
krabicové grafy RS hodnot diagnosticky vyznamnych biomarkertl téchto vzork( jsou

znazornény na Obr. 14,

Tab. 3: Seznam vzork( z externiho hodnoceni kvality (EHK) programu ERNDIM DPT z let

2010-2022 analyzovanych vyvinutou metodou.

Pacient Diagnosa

DPT-2022-E Argininosukcindatova acidurie

DPT-2022-F Deficit aminoacylasy

DPT-2021-C 3-Methylkrotonylglycinurie

DPT-2020-D Canavanova choroba

DPT-2020-E Deficit adenylosukcinatlyasy

DPT-2019-A Deficit adeninfosforibosyltransferasy

DPT-2019-F HHH syndrom

DPT-2018-A Deficit dihydropyrimidindehydrogenasy

DPT-2018-C Canavanova choroba

DPT-2018-D Glutarova acidurie typu |

DPT-2017-A Citrulinémie typu |

DPT-2017-D Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné
dlouhym retézcem

DPT-2016-B Mitochondrialni neurogastrointestindlni encefalomyopatie

DPT-2016-D Isovalerova acidurie

DPT-2015-A Argininosukcindatova acidurie

DPT-2015-F Propionova acidurie

DPT-2014-D Deficit 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyasy

DPT-2014-E HHH syndrom

DPT-2013-A Mitochondrialni neurogastrointestindlni encefalomyopatie
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DPT-2013-D Intolerance bilkovin s lysinurii
DPT-2011-E Argininosukcinatova acidurie

DPT-2011-F Deficit guanidinoacetatmethyltransferasy
DPT-2010-A Deficit aminoacylasy

DPT-2010-B Xanthinurie typu |

DPT-2010-C Methylmalonova acidurie

46



DPT® 2022 E/® 2015 A/ #2011 E
Argininosukcinatova acidurie (ASLD, OMIM #207900)

Kys. orotovd— 0+ = e
. Kyselina | " . T
argininosukcinatova T T T T 1 t T T T
-5 0 5 10 15 20 20 1630 3240 4850 6460
RS hodnota

DPT® 2022 F/= 2010 A
Deficit aminoacylasy 1 (ACY1D, OMIM #609924)

DPT 2017 D
Def. acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se
stfedné dlouhym fetézcem (MCADD, OMIM #201450)

C3 Gly i
C6Glyq{ an .
3-PPGly-{ o~ .
C8-DCGly-{ - ) .
T T T T d ! T T T
-5 0 5 10 15 20 20 730 1440 2150 2860

N-Acetylglycin4 ¢ * = RS hodnota
N-Acetylglutamin-{ [ e DPT ® 2016 B/ = 2013 A
N—Acetylsen_n— I e = Mitochondrialni neurogastrointestinalni
N—Acetylleuc!nf HI- ue encefalomyopatie (MNGIE, OMIM #131222)
N-Acetylvalin- . - 2-Deoxyuridin{ - »
T T T T 1 T T T T T
5 0 5 10 15 20 20 34 48 62 76 Thymidino 1 = .
RS hodnota Uracilq =0 "
Thymin4  -0— , =
T T T T 1 f T T T
DPT 2021 C 5 0 5 10 15 20 20 1270 2520 3770 5020
3-Methylkrotonylglycinurie(MCC1D, OMIM #210200) RS hodnota
C5:1 Gl
y-{ o —— "] DPT2016D
5 0 5 10 15 20 20 830 1640 2450 3260 Isovalerova acidurie (IVA, OMIM #243500)
RS hodnota CSGly{ o G o e
DPT ® 2020 D/= 2018 C -5 0 5 10 15 20 20 140 260 380 500
. Canavanova choroba {ASPAD, OMIM #271500) RS hodnota
N—Acety\aspsraglqva4 = o DPT 2015 F
yselina | T T T T i k T T T T 1 s PR s
5 0 5 10 15 20 20 32 44 56 68 80 o le—Pmr:];Enova acidurie (PA, OMIM #606054) .
RS hodnota CAGlyd - .
DPT 2020 E C5Glyq o .
Deficit adenylosukeinatlyasy (ADSLD, OMIM #103050) C5lGlyq e o e
SAICAr— - . -5 0 5 10 15 20 20 205 390 575 760
Sukcinyladenosin- i}~ .
v T T T T { t T T RS hodnota
-5 0 5 10 15 20 20 26 32 38 DPT 2014 D
RS hodnota Deficit 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyasy
DPT 2019 A (HMGCLD, OMIM #246450)
Deficit adeninfosforibosyltransferasy C5:1 G'V“{ 4]‘34 : . ; | , . : : : b !
Adeni (APRTD, OMIM #102600) =5 0 5 10 15 20 20 23 26 29 32 35
. enin 0 b RS hodnota
2,8-Dihydroxyadenin-| 1~ ) ) .
A s e S S R B DPT 2013 D
-5 0 5 10 15 20 20 64 108 152 196 240 Intolerance bilkovin s lysinurii (LPI, OMIM #222700)
RS hodnota Kys. orotovéd-{ i L o|
T T T T T 1 ¥ T T T 1
DPT ® 2019 F/ ™= 2014 E -5 0 5 10 15 20 20 40 60 80 100
HHH syndrom (HHHS, OMIM #238970)
: RS hodnota
Kys. orotova—{  +— u .
Homocitrullin{ @~ e = DPT 2_011 F o )
T T T T 1 k T T T T Deficit guanidinoacetétmethyltransferasy
-5 0 5 10 15 20 20 28 36 44 52 60 (CCDS2, OMIM #612736)
RS hodnota Kreatin— #—
Kyselina] HI— .
DPT 2018 A . guanidinooctova T T T T
Deficit dihydropyrimidindehydrogenasy 5 0 5 10 15 20
(DPDD, OMIM #274270)
) RS hodnota
Uracil4 - .
Thymin- @ ) ) . DPT 2010 B
T T T T ! ' T T T Xanthinurie typu | (XAN1, OMIM #278300)
5 0 5 10 15 20 20 90 160 230 300  pynouanthind o
RS hodnota Kys. motova— oI —
DPT 2018 D Xanthin = — .
Glutarova acidurie typu | (GA1, OMIM #231670) 5 0 5 10 15 20
C5-DCGI - .
V4| T T T T 1 t T T 1 RS hodnota
5 0 5 10 15 20200 205 21,0 215
DPT 2010C
RS hodnota Methylmalonova acidurie (MMA, OMIM #251100)
DPT 2017 A C3 Gly e
Citrulinémie typu | (CTLN1, OMIM #215700) Tigyl Gly{ T ‘ ‘ o
Kys. orotova-{ - o o] ot ' ‘ '
| e e . T T T ! -5 0 5 10 15 20 20 45 70 95 120
-5 0 5 10 15 20 20 40 60 80 100 RS hodnota
RS hodnota

Obr. 14: Multikomponentni krabicové grafy RS hodnot 25 vzorki z externiho hodnoceni

kvality ERNDIM DPT z let 2010-2022.
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4.1.3 Diskuze

Diagnostika DMP je komplikovana nejen kvtli jejich nizké incidenci a nespecifickym
priznakiim, ale také kvili rozsahlosti a narocnosti technik uZivanych pro analyzu
diagnostickych biomarker(. V soucasné dobé je trendem pouZivat metody,
které se vyznacuji kratkou dobou analyzy a kterym predchdzi jednoducha priprava
vzorku. Z tohoto divodu se metody dvourozmérné chromatografie na tenké vrstve,
RP-HPLC nebo GC-MS nahrazuji LC-MS/MS metodami pracujici na zakladé MRM,
coz je vysoce selektivni a citlivd metoda pro kvantifikaci specifickych latek za kratky c¢as.
Nase laboratof ma nékolikaleté zkusenosti s vyvojem a optimalizaci HILIC-MS/MS metod
pro metabolomické experimenty (85-88), nicméné v této praci bylo cilem zamérit
se pouze na metabolity souvisejici s DMP (zahrnujici zejména metabolismus purinG
a pyrimidin(, aminokyselin, aminokyselin s rozvétvenym retézcem, sacharidl, mastnych
kyselin a cyklus mocoviny).

V praci je prezentovana novd LC-MS/MS metoda pro simultanni analyzu Sirokého
spektra metabolitl. Unikatni zplsob separace zaloZzeny na aminopropylové stacionarni
fazi poskytuje analyzu mnoha poldrnich metabolitl s rdznymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi (napf. aminokyseliny, puriny a pyrimidiny, organické kyseliny, nukleotidy
a daldi). Jednd se tak o vysoce citlivou a uc¢innou metodu, kterd je vsouladu
se soucasnymi trendy v diagnostice onemocnéni. Vyznacuje se jednoduchou ptipravou
vzorku (nafedéni a pridani smési 1S), kratkou dobou analyzy (11,5 min)
a poloautomatickym diagnostickym pracovnim postupem. V ramci vyvoje metody bylo
nezbytné zvaizit, jak vizualizovat vSechny metabolity soucasné, aby bylo vyhodnoceni
vysledkl rychlé a praktické. Proto byl vyvinut jednoduchy pracovni postup zpracovani
dat zahrnujici snadnou integraci pik( a kvantifikaci analytl, zarazeni ziskanych
koncentraci dle véku pacienta, transformaci koncentraci pomoci RS hodnoty
a pokrocilou vizualizaci dat pomoci uzivatelsky privétivych softward. Tento pracovni
postup lze provést za necelou 1 hod od pfijmu vzorku, coz z néj ¢ini spolehlivy ndstroj
pro diagnostiku DMP.

Validace metody byla provedena na zdkladé ptirucky EMA (94) pro celkem
52 z 65 analyty, jelikoz v ramci acylglycin(, cukr(i a cukernych alkohol( byl vybran pouze

jeden zastupce pro kazdou skupinu isomer(. Vétsina analytd splnila akceptacni kritéria
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pro mezidenni sprdavnost a presnost s vyjimkou 2,8-dihydroxyadeninu, perseitolu,
N-propionylglycinu, orotidinu a inosinu. V pfipadé 2,8-dihydroxyadeninu, ktery je jednim
ze dvou diagnostickych markerd APRTD, mohou odchylky souviset s jeho velmi Spatnou
rozpustnosti. Nicméné s ohledem na to, Ze jeho pritomnost v moci neni fyziologicka, lze
konstatovat, Ze pozorované odchylky validacnich parametrl nekomplikuji diagnostiku
APRTD.

Niz$i hodnoty spravnosti byly pozorovany na vSech 3 koncentracnich urovnich
QC vzork( u perseitolu, markeru pro deficit transaldolasy (TALDOD, OMIM #606003)
(104). Diagnosa tohoto onemocnéni je v3ak zaloZena také na dalSich diagnosticky
specifickych markerech. Stejné tak inosin, jenZ také nesplfioval akceptacni kritéria, neni
jedinym markerem souvisejicim s deficitem purinnukleosidfosforylasy (OMIM #613179)
(105). Vyssi hodnoty presnosti byly pozorovany u orotidinu, jehoz zvyseni v moci mlize
souviset s lécbou allopurinolem ¢i jinymi léky (106). U takto Ié¢enych pacientl mize byt
kromé orotidinu v mo¢i zvySena také kyselina orotova, kterd je vyznamnym markerem
napr. deficitu ornithintranskarbamylasy (OTCD, OMIM #311250) (107). Orotidin proto
hraje vyznamnou roli v odliseni pacientl l1é¢enych allopurinolem od pacienti s OTCD,
u kterych nedochazi ke zvySené exkreci orotidinu, ale pouze kyseliny orotové. Vyse
popsané odchylky lze tedy povaZovat za nevyznamné, jelikoZ neovlivnily spolehlivost
vyvinuté metody. Vyraznéjsi odchylky zejména u presnosti byly pozorovany pro LQC
N-propionylglycinu, ackoli odchylky pro MQC a HQC byly minimalni. Vzhledem k tomu,
Zze N-propionylglycin byvd u pacientd ve srovnani s kontrolami vyrazné zvyseny,
jsou pro diagnostické ucely vyhovujici vysledky MQC a HQC.

V pfipadé matricovych efektd nebyla v pozitivnim mdédu zaznamenana Zadna
interference v elucni dobé analytll. Naopak v negativnim rezimu byla pozorovéna
iontova suprese, ktera je pravdépodobné zplisobend zménou mobilni faze na zacatku
analyzy, kterd prechazi z organické faze do vodné. V tomto dUsledku dochazi ke snizeni
signalu. Mezi ovlivnéné analyty patfi dihydrothymin, dihydrouracil, thymin, uracil,
thymidin a deoxyuridin.

Jednim z praktickych omezeni metody je Zivotnost kolony Luna NHy,
kterd za vysoce alkalickych separacnich podminek umoznuje cca 500 nastrik(. V ramci
sedmileté aplikace metody v klinické praxi vSak bylo pouzito pouze 5 kolon, aby byla

zajisténa stabilni chromatograficka selektivita po celou dobu.
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Z analytického/diagnostického hlediska je dals$im omezenim nedostatec¢né rozliseni
isomeru acylglycinl a cukrd. V pfipadé abnormalnich nalez( téchto markerd by se mélo
zvazit potvrzeni jinymi metodami.

Soucasné trendy se zaméruji na pouziti malych objemu vzorkd, cozZ je v souladu
s noveé vyvinutou metodou, ktera pro analyzu pozaduje velmi malé mnoZstvi vzorku moci
(méné nez 100 pl). To je vyhodné zejména v pripadé novorozenc(, u nichZ je problém
vétsi mnoistvi moce odebrat a jejich moc se obvykle vyznacuje nizkou hladinou

kreatininu.
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4.2 Rychla a ucdinnda LC-MS/MS metoda pro screening vybranych

organickych kyselin a acylkarnitinti v suché krevni skvrné

Organické kyseliny v moci jsou rutinné vysetrfovany technikou GC-MS, ktera je vSak
¢asové naroc€na a vyzaduje personal s dlouholetymi zkuSenostmi. S cilem zjednodusit
a zrychlit diagnostiku organickych acidurii a dalSich vybranych DMP byla v LDMP, OKB
FN Olomouc vyvinuta a validovana nova LC-MS/MS metoda pro analyzu organickych
kyselin, acylkarnitind a acylglycin v moci. Odborna publikace snazvem ,Rapid
and efficient LC-MS/MS diagnosis of inherited metabolic disorders: a semi-automated
workflow for analysis of organic acids, acylglycines, and acylcarnitines in urine” byla
publikovana v roce 2023 v ¢asopise Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (108).
Pro svou univerzdlnost a robustnost nasla tato metoda své uplatnéni také v ramci
analyzy vybranych organickych kyselin aacylkarnitinG vsuché krevni skvrné.
Toto vysetieni je indikovano u vzork( DBS, u nichZ byly metodou primého ndéstriku
zjistény zvySené koncentrace C3-, C4- a C5-karnitind vramci NBS a selektivniho
screeningu (SES) DMP. V nasledujicich kapitolach je popsana aplikace nové vyvinuté

metody na vzorky DBS.

4.2.1 Material a metody

4.2.1.1 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy Kern ABT 120-5 DM (Kern, Némecko)

e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

e Trepacka MS 3 basic (IKA, Némecko)

e DBS Puncher Wallac (PerkinEImer, USA)

e LC-MS/MS: Kapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex, Framingham, MA, USA)
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 6500+ (Sciex, Framingham,
MA, USA)

e Kolona Acquity UPLC HSS T3 C18 1,8 um, 100 x 2,1 mm (Waters, Milford, MA,
USA)
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4.2.1.2 Chemikalie

Standardy organickych kyselin a acylkarnitint analytické Cistoty nebo vyssi byly obdrzeny
od Sigma-Aldrich. Voda, acetonitril, methanol a kyselina mravenci (vSe LC-MS kvality)
byly zakoupeny od Honeywell Riedel-de Haén (Seelze, Némecko). Isotopicky znacené
standardy aminokyselin a acylkarnitind byly obdrzeny od Chromsystems (Mnichov,
Némecko) z kitu MassChrom Amino Acids and Acylcarnitines from Dried Blood (Non

Derivatised).

4.2.1.3 Priprava zasobnich roztoki standard

Zasobni roztoky standardl organickych kyselin a acylkarnitinG byly pfipraveny
o koncentraci 10 mmol/l ve vodé, které byly skladovany pfi -20 °C.

4.2.1.4 Priprava smési internich standardi

Smés IS byla pripravena dle ndvodu pro ptislusny kit od vyrobce Chromsystems.
Lyofilizat IS byl rekonstituovan v 25 ml extrakéniho pufru. Tato smés byla uchovavana
po dobu 3 tydnu pfi 4 °C. Koncentrace vybranych IS ve smési a ve finalnim vzorku DBS

je uvedena v Tab. 4.

Tab. 4: Koncentrace vybranych internich standardi ve smési a ve vzorku (100 ul smési
IS/suchd krevni skvrna ~ 3,1 ul krve), Cislo sarZe: 4022.

, Koncentrace IS ve smési Koncentrace IS ve vzorku
Interni standard (IS)
(rmol/I) (umol/I)
Propionyl-2Hs-karnitin 0,087 2,83
Butyryl-?Hs-karnitin 0,041 1,34
Isovaleryl-2Ho-karnitin 0,046 1,50

4.2.1.5 Biologicky material

Do této studie byly zahrnuty vzorky DBS zdravych kontrol (n = 13), pacientl (n = 11)
a EHK programu ERNDIM kontrolniho schématu ,Acylkarnitiny v suché krevni skvrné“
2023 (z angl. Acylcarnitines in dried blood spots, ACDB, n = 2). VSechny vzorky byly
poskytnuty LDMP, OKB FN Olomouc. Jako zdravé kontroly byly pouZzity vzorky DBS,
u kterych nebyla prokdzana zadnda ztestovanych DMP. Zakladni klinické informace

o vzorcich zdravych kontrol a pacientl jsou uvedeny v Tab. 5.
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Tab. 5: Zdkladni klinické informace zdravych kontrol a pacientd.

- 5 « Median
Vzorky n Muzi Zeny Vék véku
Zdravé kontroly 13 7 (53,8 %) 6 (46,2 %) 0-16 let 3 dny
Pacienti 13 7 (53,8 %) 6(46,2%) 0-13let 3 dny

4.2.1.6 Priprava vzorktl suchych krevnich skvrn

Pfiprava vzorkl DBS zdravych kontrol, pacientd a EHK ERNDIM ACDB spocivala
ve vyrazeni disku (3 mm) se zaschlou krvi do 96-jamkové mikrotitracni desticky
a v nasledné extrakci pomoci 100 pl methanolu se smési IS (isotopicky znacené
aminokyseliny a acylkarnitiny od Chromsystems). Po centrifugaci (4 °C, 570 g, 10 min)

byly vzorky pfipraveny pro analyzu.

4.2.1.7 Vyvoj LC-MS/MS metody

Pro ucel optimalizace MS/MS podminek byly pripraveny roztoky vsech komercné
dostupnych standard( o koncentraci 1-10 umol/lI v mobilnich fazich A a B (1:1, v/v).

Postup optimalizace je popsan v kapitole 4.1.1.11.

4.2.1.8 LC-MS/MS analyza

Analyza byla provedena pomoci kapalinového chromatografu Exion LC (SCIEX,
Framingham, MA, USA) s kolonou Acquity UPLC HSS T3 C18 (1,8 um, 100 x 2,1 mm)
(Waters, Milford, MA, USA) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 6500+
(SCIEX, Framingham, MA, USA). Mobilni faze A obsahovala 0,5% kyselinu mravenci
ve vodé a mobilni faze B 100% acetonitril. Gradientova eluce pfi pratokové rychlosti
0,37 ml/min byla nastavena nasledovné: t=0-2 min 100 % A; t = 2-9 min 80 % A,
t=9-17min5%A;t=17-20 min 5% A; t = 21-26 min 100 % A. Nastfik vzorku Cinil 1 pl.
Temperace kolony byla nastavena na 30 °C a autosampleru na 5 °C.

Analyty byly méfeny vrezimu MRM s prepinanim polarit, tedy soucasné
v pozitivnim a negativnim ESI rezimu. Nastaveni iontového zdroje bylo nasledujici:
napéti na sprejovaci kapilare = -4500 V/+5500 V, teplota 450 °C, tlak cloniciho plynu
35 arb, tlak kolizniho plynu (dusik) 6 arb a tlaky obou zmlZujicich plynG 50 arb.
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4.2.1.9 Analyza vybranych organickych kyselin a acylkarnitinli ve vzorcich

suchych krevnich skvrn

Vybrané pozitivni vzorky z NBS a SES DMP, ktery je v LDMP, OKB FN Olomouc provadén
pomoci pratokové injekéni analyzy ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(z angl. Flow Injection Analysis-Tandem Mass Spectrometry, FIA-MS/MS), byly
indikovany pro naslednou detailni LC-MS/MS analyzu vybranych organickych kyselin
a acylkarnitin(. Ackoliv je metodika FIA-MS/MS z ¢asovych divod( pro screening DMP
velmi vyhodn3d, poskytuje vSak pouze informaci o sumé latek se stejnou molekulovou
hmotnosti (109), coZ v ptipadé C4- a C5-karnitin(i vyrazné ztéZuje diagnostiku
onemocnéni. | v ptfipadé zvySeného C3-karnitinu je nezbytné aplikovat dalsi testy, které
prokazi ¢i vylou¢i onemocnéni na zakladé diagnosticky specifi¢téjsSich markerd, jako
je napt. methylmalonat charakteristicky pro methylmalonovou acidémii (MMA, OMIM
#251000). Existuji vSak také dalsi poruchy, které jsou spjaté s elevaci C3-karnitinu,
a to propionova acidémie (PA, OMIM #232000) a kombinované poruchy remetylace

(110).

4.2.1.10 Analyza dat

Pro sbér MS dat byl pouzit software Analyst 1.7 a pro jejich zpracovani byl pouzit

software SciexOS 2.0.

4.2.2 Vysledky

4.2.2.1 Vyvoj LC-MS/MS metody

Vyvinutd metoda zahrnuje 10 diagnostickych markerli DMP ze skupiny organickych
kyselin (n = 3), acylkarnitint (n = 7) a IS (n = 3). Optimalizaci mobilni faze bylo dosazeno
separace vsech isomer(l pfitomnych latek. MS/MS parametry analytd a IS jsou uvedeny

v Pfiloze 7.
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4.2.2.2 Analyza vybranych organickych kyselin a acylkarnitin ve vzorcich

suchych krevnich skvrn

Vyvinuta metoda byla aplikovana na pozitivni vzorky z NBS a SES DMP, u kterych byla
pomoci FIA-MS/MS analyzy odhalena patologickd hodnota C3-, C4- a C5-karnitin( véetné
jejich poméru s jinymi acylkarnitiny ¢i aminokyselinami. V nasledujici ¢asti jsou popsany

4 pacienti, pro jejichz diagnostiku byla pouZita nové vyvinutd metoda.

4.2.2.2.1 Pacientka s methylmalonovou acidémii

Prvni pacientka (Pacient I) byla pulrocni divka, kterd méla NBS negativni. Pro Zivot
ohrozujici stav vsak byla hospitalizovana na détské klinice FN Olomouc, kde byla
podrobena komplexnimu vySetifeni DMP. Soucasti vysetreni byl SES DMP ze vzorku DBS
pomoci FIA-MS/MS analyzy, ktery odhalil zvyseny C3-karnitin (c= 11,3 umol/l,
norma <2,9 umol/l) véetné jeho pomérd vici volnému karnitinu, C16- a C2-karnitinu
a methioninu. Extrahovany iontovy chromatogram (FIA-MS/MS) propionylkarnitinu
a jeho isotopicky znaceného analogu ve vzorku DBS od pacientky a zdravé kontroly
je znazornén na Obr. 15.

Zvysend koncentrace propionylkarnitinu je spjata s pomérné vzacnymi, avsak
zavaznymi autosomalné recesivnimi poruchami katabolismu propionatu — PA a MMA
véetné deficitu methylmalonyl-CoA mutasy, methylmalonyl-CoA epimerasy
a kobalaminu A, B, C, D, F, J (MMACBL, OMIM #251000, #251120, #251100, #251110,
#277400, #277410, #277380 a #614857). Diferencialni diagnostika pomoci LC-MS/MS
analyzy totoiného vzorku DBS zachytila vyraznou elevaci methylmalonatu, ktery
je specificky pro MMA (Obr. 16). Téz byl oproti zdravé kontrole zvySen methylcitrat

a 3-hydroxypropionat. Suspektni MMA byla pozdéji potvrzena genetickou analyzou.
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Obr. 15: Extrahovany iontovy chromatogram (FIA-MS/MS) propionylkarnitinu a jeho
isotopicky znaceného analogu v suché krevni skvrné Pacienta | (A) a zdravé kontroly (B).
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Obr. 16: LC-MS/MS analyza vybranych organickych kyselin v suché krevni skvrné
Pacienta I (Cervené) a zdravé kontroly (modre).
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4.2.2.2.2 Pacient s deficitem isobutyryl-CoA dehydrogenasy

Pacient Il byl 12lety chlapec, jehoZz vysledek NBS byl nezndmy (pUvod vzorku EHK
ERNDIM ACDB). Od 11 let pacient popisoval bolesti hlavy. SES DMP pomoci FIA-MS/MS
analyzy odhalil patologicky profil C4-karnitin (suma butyryl- aisobutyrylkarnitinu)
apomérd vaci C2-, C3- a C8-karnitinu, coz muze indikovat deficit acyl-CoA
dehydrogenasy s kratkym fetézcem (OMIM #201470) nebo vzacnéjsi deficit
isobutyryl-CoA dehydrogenasy (IBDD, OMIM #611283). Elevace C4-karnitin( je vSak také
patrnd u ethylmalonové encefalopatie (OMIM #602473) a glutarové acidurie typu Il
(OMIM #231680) (111).

Extrahovany iontovy chromatogram (FIA-MS/MS) C4-karnitint (c = 1,46 umol/I,
norma <0,31 umol/l) a isotopicky znaceného butyrylkarnitinu ve vzorku DBS od pacienta
a zdravé kontroly je zndzornén na Obr. 17. Separace C4-karnitinti v DBS pacienta, zdravé
kontroly asmési C4-karnitinG pomoci vyvinuté LC-MS/MS metody je zobrazena
na Obr. 18. ZvySend koncentrace isobutyrylkarnitinu u Pacienta |l ve srovnani

se zdravym jedincem potvrdila IBDD.

A B
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‘g 2,44 ‘g 1,6e4 Butyryl-2Hs-karnitin
= =
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Obr. 17: Extrahovany iontovy chromatogram (FIA-MS/MS) C4-karnitini a isotopicky
znaceného butyrylkarnitinu v suché krevni skvrné Pacienta Il (A) a zdravé kontroly (B).
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Obr. 18: LC-MS/MS analyza C4-karnitin( v suché krevni skvrné Pacienta Il (A), zdravé
kontroly (B) a smési standardi C4-karnitind (0,025 umol/l) (C)

4.2.2.2.3 Pacienti s faleSné pozitivnim nalezem pro isovalerovou acidémii

U dvou pacientd (Pacient Il a Pacient IV) byla pomoci FIA-MS/MS analyzy nalezena
zvysena koncentrace  C5-karnitin( (suma isovaleryl-, 2-methylbutyryl-,
pivaloyl- a valerylkarnitinu) a pomérd vici CO-, C2- a C8-karnitinu. Jejich elevace muze
indikovat onemocnéni IVA nebo SBCADD. FaleSnou pozitivitu pro IVA a SBCADD
vSak muze zplsobovat také nefyziologicky pivaloylkarnitin v disledku antibiotické |écby
pivmecilinamem (lék Pivinorm) u téhotnych Zen pred porodem (112).

Pacient Il byl vySetfen v ramci NBS, ktery odhalil zvySené C5-karnitiny
(c=1,93 umol/l, norma <0,37 umol/l) véetné specifickych pomérd. Extrahovany iontovy
chromatogram (FIA-MS/MS) C5-karnitind a isotopicky znaceného isovalerylkarnitinu
u vzorku pacienta a zdravé kontroly je zndzornén na Obr. 19. DBS byla dale podrobena
LC-MS/MS analyze, kde byla potvrzena pfitomnost pivaloylkarnitinu (Obr. 20). Nasledné

matka novorozence potvrdila uzivani Pivinormu pred porodem.
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Obr. 19: Extrahovany iontovy chromatogram (FIA-MS/MS) C5-karnitini a isotopicky
znaceného isovalerylkarnitinu v suché krevni skvrné Pacienta Ill (A) a zdravé kontroly (B).
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Obr. 20: LC-MS/MS analyza C5-karnitin v suché krevni skvrné Pacienta Ill (A), zdravé
kontroly (B) a smési standardi C5-karnitint (0,025 umol/l) (C)

Pacient IV byl 13lety asymptomaticky chlapec bez Zadné specifické diety.
Vysledek NBS nebyl zndm (plUvod vzorku EHK ERNDIM ACDB). SES DMP u pacienta
odhalil zvysenou exkreci C5-karnitind (c = 0,66 pmol/l, norma <0,37 umol/l) véetné
specifickych pomérd. Extrahovany iontovy chromatogram (FIA-MS/MS) C5-karnitin(
a isotopicky znafeného isovalerylkarnitinu vzorku pacienta a zdravé kontroly
je zobrazen na Obr. 21. Vék pacienta nenapovidal interferenci pivaloylkarnitinem

vdusledku 1é¢by Pivinormem, avsak vzhledem kasymptomatickému pribéhu
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onemocnéni, které neni typické pro IVA, bylo nezbytné vylouc¢it SBCADD. LC-MS/MS
analyza spolehlivé rozlisila jednotlivé isomery C5-karnitin(i (Obr. 22), pficemz na zédkladé
elevace 2-methylbutyrylkarnitinu ve srovnani se zdravym jedincem, byl u pacienta IV

potvrzen SBCADD.
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Obr. 21: Extrahovany iontovy chromatogram (FIA-MS/MS) C5-karnitini a isotopicky

znaceného isovalerylkarnitinu v suché krevni skvrné Pacienta IV (A) a zdravé kontroly (B).
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Obr. 22: LC-MS/MS analyza C5-karnitin v suché krevni skvrné Pacienta IV (A), zdravé
kontroly (B) a smési standardi C5-karnitint (0,025 umol/l) (C)

60



4.2.3 Diskuze

Nova LC-MS/MS metoda je jiz vice nez 2 roky v LDMP, OKB FN Olomouc pouZivana
v rutinnim provozu pro analyzu organickych kyselin, acylkarnitind a acylglycind v moci
a DBS. Organické acidurie jsou casto spjaty sakutni klinickou manifestaci,
kterd je indikaci pro komplexni screening DMP zahrnujici mimo jiné vySetfeni
organickych kyselin, acylkarnitinG a acylglycin v moci. Jedna se tak o zcela
nepostradatelnou metodu, kterd mda potencidl vbudoucnu nahradit soubéiné
pouzivanou GC-MS metodu.

Metodika GC-MS v porovnani s LC-MS obnasi spoustu nevyhod, pficemz jednou
z nejvyznamnéjsich je ¢asové narocna a pracnd priprava vzork( z divodu jejich nezbytné
extrakce a derivatizace. Stim souvisi Spatna reprodukovatelnost pfipravy vzorki
vzhledem k rGzné extrakéni a derivatizac¢ni Ucinnosti, kterd ovliviiuje vytéznost analyt(
ve vzorku (113). Navic pfiprava vzorku je podminéna velkym objemem vzorku moce
(alespori 2 ml). V soucasnosti je cilem vyhodnocovat ziskand data témér vyhradné
pomoci multialgoritmické detekce pikd, v nékterych pripadech dokonce jiz za pomoci
umeélé inteligence. GC-MS analyzy jsou vSak stale vyhodnocovany tzv. run-by-run
a peak-by-peak, coz vyzaduje vysoce kvalifikovany persondl s dlouholetymi zkusenostmi.
Tento postup je nevyhovujici pro pacienty, ktefi potrebuji urgentni diagnostiku.
Technika GC-MS vsak muze byt v nékterych pripadech vyhodn3, jelikoz derivatizacni
produkty latek jsou efektivnéji ionizovany (lepsi citlivost) a separovany. GC-MS také
neumoznuje analyzu acylglycinl a acylkarnitinG. Necileny pfistup GC-MS muzZe byt
prospésny pro odhaleni nefyziologickych latek (napf. metabolitl Iéciv, markerd nové
objevenych poruch), které nejsou zarazeny do cilené LC-MS/MS metody.

Vyvinutda metoda byla v laboratofi aplikovana na vzorky DBS v souvislosti
s abnormalnimi nalezy z NBS a SES DMP pomoci FIA-MS/MS. Celosvétové uZivana
metodika FIA-MS/MS pro screening vybranych DMP z DBS nabizi rychlou analyzu
diagnosticky specifickych aminokyselin a acylkarnitinG a jim odpovidajicich isotopicky
znacenych IS (114). Vyhodou FIA-MS/MS je ptima injekce vzorkG do MS/MS
bez pfedchozi separace na koloné, coZ vyznamné snizuje dobu analyzy vzorku a finanéni
naklady. Touto metodikou lze analyzovat stovky vzorkl denné (109). Nicméné

FIA-MS/MS je také limitujici, jelikoz podava informace pouze o sumé latek o stejné
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hodnoté m/z (stejny MRM prechod) bez mozZnosti rozliSeni isomer( a isobar(
pfitomnych ve vzorku. Toto uskali je moZné pozorovat jak u jiz zmifovanych
acylkarnitind (C4- a C5-karnitiny), tak u aminokyselin (leucin, isoleucin, alloisoleucin,
hydroxyprolin). Zatimco aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem, leucin, isoleucin
a alloisoleucin, zvySuji diagnostickou sensitivitu a specificitu pro nemoc z javorového
sirupu (OMIM #24860), hydroxyprolin mize zplsobovat falesné pozitivni vysledky. Jeho
zvySend exkrece je typicka pro benigni familiarni onemocnéni hydroxyprolinémii (OMIM
#237000), které nevyzaduje lékarsky zdsah. Falesné pozitivni vysledky predstavu;ji
pro screeningové programy zatéz, kterou lze predchazet pomoci vyvoje a aplikace
druhostupriovych metod umoznujici rozliSeni jednotlivych isomerd a isobar(i (115, 116).

V této praci je predstavena nova rychld a uc¢inna LC-MS/MS metoda pro analyzu
vybranych organickych kyselin a acylkarnitinG v DBS. Vzhledem k robustnosti metody
je pro LC-MS/MS analyzu dostacujici vzorek ptipraveny pro FIA-MS/MS, coZ vyrazné
urychluje proces diagnostiky onemocnéni. Zavedeni nové metody v LDMP, OKB FN
Olomouc prispélo ke zjednoduseni a zrychleni diagnostiky vybranych DMP. V pfipadé
absence takové metody na pracovisti je standardnim postupem Zadost o recall vzorku,
tedy o novy odbér. To obnasi v nékterych pripadech hospitalizaci jedince, ktera je spjata
se zatézi hospitalizovaného a zvySenou uzkosti rodict a pfibuznych. Novou metodou
bylo za posledni rok v klinické praxi odhaleno vice nez 8 faleSné pozitivnich zachytu
pro IVA z NBS, coz ma vyrazny podil na minimalizaci zatéZe novorozence a jeho rodiny
a v neposledni radé celého zdravotnického systému.

Nejcastéji pozorovand falesna pozitivita pro IVA vrdmci NBS je spjata
s antibiotickou 1é¢bou matky pred porodem (Pivinorm). U&inna latka Pivinormu,
pivaloyloxymethylester mecilinam, je vorganismu konvertovdana pomoci acyl-CoA
syntetasy (EC 6.2.1.3) na pivaloylkarnitin, ktery je zodpovédny za zvySené C5-karnitiny
v DBS (117). Derivaty kyseliny pivalové jsou vSak také pouZivany v kosmetickém
pramyslu jako zvlaénujici latka ,,neopentanoat”, jehoz estery byly nalezeny v ptipravku
na Cisténi bradavek, ktery byl poskytovan kojicim matkam. V této konsekvenci byl
v Belgii zaznamenan vysoky pocet falesné pozitivnich pripadd pro IVA v ramci NBS (118).
Je vSak znamo, Ze uzivani pivalat-konjugovanych antibiotik maze vést k sekundarnimu
deficitu karnitinu, ktery je spjat s encefalopatii az hypoglykémii (119). Tento aspekt bude

pravdépodobné stfedem zajmu dalSich studii. Murko et al. ve své praci uvadi,
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Ze u nemalého poctu novorozencd, u nichz byl v ramci druhostupriové metody odhalen
pivaloylkarnitin, byla pozorovana snizend koncentrace volného karnitinu v krvi. To muze
byt zpUsobeno masivni ztratou pivaloylkarnitinu ledvinami (120, 121).

Nova predlozena LC-MS/MS metoda, ktera byla primarné vyvinuta s cilem
simultanni analyzy Sirokého spektra organickych kyselin, acylkarnitin(i a acylglycinG
v modi, poskytuje rychlou, uac¢innou analyzu pro vybrané organické kyseliny
a acylkarnitiny v DBS. Tento novy pfistup je vsouladu strendy v diagnostice
onemocnéni. Prfednosti metody je robustnost pouZité kolony, kterd je v laboratofi
pouzivana jiz vice nez 3 roky, tj. pro vice nez 2000 nastfikd. Metodu je mozné vyuzit jako
druhostupriovou v pfipadé patologického nalezu v koncentracich C3-, C4- a C5-karnitinG

v ramci NBS nebo SES DMP.
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5 ZAVER

V predlozené disertacni praci jsou predstaveny dvé nové analytické platformy
pro diagnostiku DMP, které byly aplikovany v klinické praxi v LDMP, OKB FN Olomouc.

Zde jsou formulovany nasledujici dilci zavéry:

5.1 Stanoveni Siroké skaly metabolitli v mo¢i pomoci nové LC-MS/MS

metody pro diagnostiku dédicnych metabolickych poruch

V této praci byla vyvinuta a validovana nova HILIC-MS/MS metoda pro analyzu Siroké
Skaly biomarkerl souvisejicich s DMP. Jedna se o diagnostickou platformu pro vice
nez 50 DMP, kterd umoziuje kvantifikaci vice nez 60 biomarker(i v modci. Vyznacuje
se jednoduchou ptipravou vzorku, kterd je doplnéna kratkou dobou analyzy a snadnym
diagnostickym pracovnim postupem, diky éemuz je vyvinutd metoda vhodnd pro klinické
laboratorfe zamérené na urgentni pozadavky. Klinickd validace metody byla provadéna
v laboratofi po dobu sedmi let na vzorcich mo¢i od pacientli suspektnich pro DMP a EHK
DPT ERNDIM. Metoda byla aplikovana na vzorky DBS s potencidlem optimalizace Skaly

biomarkerud.

5.2 Rychld a uc¢inna LC-MS/MS metoda pro screening vybranych

organickych kyselin a acylkarnitinti v suché krevni skvrné

Novd LC-MS/MS metoda, ktera byla vLDMP, OKB FN Olomouc vyvinuta s cilem
zjednodusit a zrychlit diagnostiku organickych acidurii v modci, umoznuje téZ rychlou
a uc¢innou analyzu vybranych organickych kyselin a acylkarnitinti v DBS. Toto vysetieni
je vLDMP, OKB FN Olomouc indikovano pacientlim s abnormalnim ndlezem v NBS a SES
DMP pro zvySené C3-, C4- a C5-karnitiny. SlouZi jako druhostupfiova metoda, protoze
umoznuje rozlisit vSechny isomery C4- a C5-karnitin(, coZ je stéZzejni pro diferencialni
diagnostiku DMP. V pripadé zvySené koncentrace C3-karnitinu jsou pomoci nové
metody analyzovany patognomické organické kyseliny spojené s elevaci C3-karnitinu.
Pro LC-MS/MS analyzu je pouZivan tentyZ vzorek, ktery byl analyzovan v ramci NBS

nebo SES, coZ znacné urychluje konfirmaci patologickych nalez( z FIA-MS/MS.
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6 VYHLEDY

6.1 Stanoveni Siroké skaly metabolitd v moéi pomoci nové LC-MS/MS

metody pro diagnostiku dédicnych metabolickych poruch

Novda LC-MS/MS metoda by v budoucnu mohla byt optimalizovdna také na dalsi
biologické matrice (napf. plasmu) a rozsitena o dalsi skupiny diagnosticky relevantnich
metabolitl, jako jsou napf. meziprodukty mocovinového cyklu (ornithin, citrulin,
aspartat, arginin, fumarat) a fosfaty (sedoheptulosa-7-fosfat, glycerol-3-fosfat).
Sedoheptulosa-7-fosfat je  vyznamnym  diagnostickym markerem  TALDOD,
zatimco elevace  glycerol-3-fosfatu  vmoci je charakteristickh pro deficit

fruktosa-1,6-bisfosfatasy.

6.2 Rychla a ucinna LC-MS/MS metoda pro screening vybranych

organickych kyselin a acylkarnitinti v suché krevni skvrné

Nova rychld a ucinnd LC-MS/MS metoda ma potencidl byt v budoucnu rozsifena
o dalsi diagnosticky vyznamné markery dle poZzadavkl ze stran lékaru. Ziskana data
mohou byt v budoucnu pro lepsi prehlednost graficky vizualizovdna pomoci programu
GrahpPad Prism nebo Cytoscape. Aktudlné je pripravovdna publikace, kterd se vénuje
rozsifeni pUvodné vyvinuté LC-MS/MS metody pro analyzu organickych kyselin,

acylkarnitind a acylglycint v moci na DBS.
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7 SEZNAM ZKRATEK

3-KTD
ACDB
ACY1D
ADSLD
AICAR
AICAr
AMP
APRTD
C3 Gly
C4 Gly
CAIR
CDMP
CDP
CE
CMP
CTP
cv
CXP
DBS
DMP
DMSO
DP
DPT
EHK
EMA
EP

ESI
FAICAR
FGAMR
FGAR

deficit R-ketothiolasy

kontrolni schéma ,Acylkarnitiny v suché krevni skvrné
deficit aminoacylasy

deficit adenylosukcinatlyasy
aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid
aminoimidazol-4-karboxamid ribosid
adenosinmonofosfat

deficit adeninfosforibosyltransferasy
propionylglycin

(iso)butyrylglycin

karboxyaminoimidazol ribonukleotid

Centrum dédi¢nych metabolickych poruch
cytidindifosfat

kolizni energie

cytidinmonofosfat

cytidintrifosfat

variacni koeficient

vystupni potencidl

sucha krevni skvrna

dédicné metabolické poruchy

dimethylsulfoxid

deklasteracni potencidl

kontrolni schéma ,Diagnostické testovani zpUsobilosti“
externi hodnoceni kvality

Evropska agentura pro léCivé pripravky

vstupni potencial

elektrosprejova ionizace
5’-fosforibosyl-5-formamido-4-imidazolkarboxamid
N-formylglycinamidin ribonukleotid

formylglycinamid ribonukleotid

66



FGAr
FIA-MS/MS

FN
GALAC1
GAR
GAr
GC-MS

GMP
HILIC
HOA
HPLC
HQC
IBDD
IMP

IVA
LC

LC-ESI-MS/MS

LC-MS

LC-MS/MS

LDMP
LQC
m/z
MDS
MMA

formylglycinamid ribosid

pratokova injekéni analyza ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii

Fakultni nemocnice

galaktosémie typu |

N-glycinamid ribonukleotid

N-glycinamid ribosid

plynovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii

guanosinmonofosfat

hydrofilni interakéni chromatografie

hereditarni orotova acidurie

vysokoucinnd kapalinova chromatografie

kontrola kvality o vysoké koncentracni hladiné

deficit isobutyryl-CoA dehydrogenasy

inosinmonofosfat

interni standard

isovalerova acidurie

kapalinova chromatografie

kapalinovd chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci
kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii

kapalinovd chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii

Laborator dédi¢nych metabolickych poruch

kontrola kvality o nizké koncentracni hladiné

pomér hmotnosti k naboji

mocovy diluent Sigmatrix

methylmalonova acidémie
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MMACBL methylmalonova acidémie véetné deficitu
methylmalonyl-CoA mutasy, methylmalonyl-CoA

epimerasy a kobalaminu

MQC kontrola kvality o stfedni koncentracni hladiné
MRM monitorovani mnohondsobnych reakci

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

NBS novorozenecky screening

NP-HPLC kapalinova chromatografie na normalni fazi
NUDCH Nérodni Ustav détskych chorob

OKB Oddéleni klinické biochemie

OMP orotidinmonofosfat

OTCD deficit ornithintranskarbamylasy

PA propionova acidémie

PDNS purinova de novo syntesa

PFASD deficit fosforibosylformylglycinamidinsyntasy
PKU fenylketonurie

PP-Cal kalibra¢ni standard purint a pyrimidinu

PRA fosforibosylamin

PRPP fosforibosyldifosfat

QcC kontrola kvality

QgQ trojity kvadrupdl

RP-HPLC kapalinova chromatografie na reverzni fazi
RPLC-MS/MS kapalinovd chromatografie na reverzni fazi ve spojeni

s tandemovou hmotnostni spektrometrii

RS hodnota robustné standardizovana hodnota

S/N pomér signalu k Sumu

SA-Cal kalibracni standard pro specialni vysetreni

S-Ado sukcinyladenosin

SAICAr N-sukcinokarboxamid-5-aminoimidazol-4-ribonukleosid
SAICAR N-sukcinokarboxamid-5-aminoimidazol-4-ribonukleotid
S-AMP sukcinyladenosinmonofosfat
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SBCADD
SES
SRM
TALDOD
TMP
uDP
UHPLC
uLoQ
UMP
uTpP
XMP

deficit 2-methylbutyryl-CoA dehydrogenasy
selektivni screening

selektivni monitorovani reakce

deficit transaldolasy

thymidinmonofosfat

uridindifosfat

ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie
nejvyssi kalibra¢ni standard

uridinmonofosfat

uridintrifosfat

xanthosinmonofosfat
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10 PRILOHY

10.1 Priloha 1: Detailni charakteristika vzorkl pacientlis DMP

Pacient oMIM Plavod vzorku
Deficit 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyasy 246450 LDMP, OKB FN
(HMGCLD) - DPT-2014-D Olomoug, CR
L LDMP, OKB FN
3-Methylkrotonylglycinurie (MCC1D) - DPT-2021-C 210200 Olomouc, CR
- : CDMP, NUDCH,
3-Methylkrotonylglycinurie (MCC1D) - Pacient 11 210200 Bratislava, SK*
Deficit adeninfosforibosyltransferasy (APRTD) 614723 LDMP, OKB FN
- DPT-2019-A Olomouc, CR
- . LDMP, OKB FN
Deficit adenylosukcinatlyasy (ADSLD) - DPT-2020-E 103050 Olomouc, CR
- . . LDMP, OKB FN
Lécba allopurinolem - Pacient 4 - Olomouc, CR
- . LDMP, OKB FN
Deficit aminoacylasy (ACY1D) - DPT-2010-A 609924 Olomouc, CR
- . LDMP, OKB FN
Deficit aminoacylasy (ACY1D) - DPT-2022-F 609924 Olomouc, €R
- . . LDMP, OKB FN
Deficit aminoacylasy (ACY1D) - Pacient 2 609924 Olomouc, CR
T : CDMP, NUDCH,
Deficit aminoacylasy (ACY1D) - Pacient 12 609924 Bratislava, SK*
- . . LDMP, OKB FN
Deficit aminoacylasy (ACY1D) - Pacient 21 609924 Olomouc, CR
- . . LDMP, OKB FN
Deficit aminoacylasy (ACY1D) - Pacient 22 609924 Olomouc, CR
FN
Argininosukcinatova acidurie (ASLD) - DPT-2011-E 207900 LDMP, OKBV
Olomouc, CR
KB FN
Argininosukcinatova acidurie (ASLD) - DPT-2015-A 207900 LDMP, O x
Olomouc, CR
LDMP, OKB FN
Argininosukcinatova acidurie (ASLD) - DPT-2022-E 207900 x
Olomouc, CR
LDMP, OKB FN
Canavanova choroba (ASPAD) - DPT-2018-C 271900 O ¥
Olomouc, CR
LDMP, OKB FN
Canavanova choroba (ASPAD) - DPT-2020-D 271900 o~ ¥
Olomouc, CR
CDMP, NUDCH,
Canavanova choroba (ASPAD) - Pacient 13 271900 . ¥
Bratislava, SK
T LDMP, OKB FN
Citrulinémie typu | (CTLN1) - DPT-2017-A 215700 olomouc, &R
Deficit dihydropyrimidindehydrogenasy (DPDD) 574270 LDMP, OKB FN
- DPT-2018-A Olomouc, CR
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Pacient OoMIM Plivod vzorku
Galaktosémie typu |, Duarteho varianta (GALAC1) LDMP, OKB FN
: 230400 .
- Pacient 1 Olomouc, CR
LDMP, OKB FN
laktosémi | (GALAC1) - Paci 2304 ! v
Galaktosémie typu | (GALAC1) - Pacient 6 30400 Olomouc, CR
L . CDMP, NUDCH,
Galaktosémie typu | (GALAC1) - Pacient 14 230400 Bratislava, SK*
LDMP, OKB FN
| 3 aciduri | (GA1) - DPT-2018-D 231 P
Glutarova acidurie typu | (GA1) 018 31670 Olomouc, CR
LDMP, OKB FN
[ 3 aciduri I (GA1) - Paci 231 ! v
Glutarova acidurie typu | (GA1) - Pacient 5 31670 Olomouc, CR
LDMP, OKB FN
lyk I D2) - Paci 7 232 ! v
Glykogenosa typu Il (GSD2) - Pacient 32300 Olomouc, CR
Deficit guanidinoacetatmethyltransferasy (CCDS2) 612736 LDMP, OKB FN
- DPT-2011-F Olomouc, CR
Deficit guanidinoacetatmethyltransferasy (CCDS2) CDMP, NUDCH,
. 612736 .
- Pacient 15 Bratislava, SK*
HHH syndrom (HHHS) - DPT-2014-E 238970 coMP, NUDCH,
Bratislava, SK*
HHH syndrom (HHHS) - DPT-2019-F 238970 DM OKBEN
Olomouc, CR
Isovalerova acidurie (IVA) - DPT-2016-D 243500 LDMP, OKBVFN
Olomouc, CR
LDM
Isovalerova acidurie (IVA) - Pacient 3 243500 P, OKBVFN
Olomouc, CR
DMP, NU
Isovalerova acidurie (IVA) - Pacient 16 243500 ¢ . NUDCH,
Bratislava, SK*
Intolerance bilkovin s lysinurii (LPI) - DPT-2013-D 222700 LDMP, OKBVFN
Olomouc, CR
Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se 201450 LDMP, OKB FN
stredné dlouhym retézcem (MCADD) - DPT-2017-D Olomouc, CR
Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se 201450 CDMP, NUDCH,
stredné dlouhym fetézcem (MCADD) - Pacient 17 Bratislava, SK*
Methylmalonova acidurie (MMA) - DPT-2010-C 251000 LDMP, OKBVFN
Olomouc, CR
Methylmalonova acidurie (MMA) - Pacient 10 251000 LDMP, OKBVFN
Olomouc, CR
o . CDMP, NUDCH,
Methylmalonova acidurie (MMA) - Pacient 18 251000 Bratislava, SK*
Mitochondrialni neurogastrointestindlni 603041 LDMP, OKB FN
encefalomyopatie (MNGIE) - DPT-2013-A Olomouc, CR
Mitochondrialni neurogastrointestindlni 603041 LDMP, OKB FN
encefalomyopatie (MNGIE) - DPT-2016-B Olomouc, CR
Deficit ornithintranskarbamylasy (OTCD) - Pacient 9, LDMP, OKB FN
311250 o
heterozygot Olomouc, CR
, . . LDMP,
Hereditarni orotova acidurie (HOA) - Pacient 8 258900 OKBVFN
Olomouc, CR
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Pacient OoOMIM Pavod vzorku

LDMP, OKB FN

Propionova acidurie (PA) - DPT-2015-F 606054 Olomouc, CR

Deficit B-ketothiolasy (3-KTD) - Pacient 19 203750 (:B?;\fiZ]al:l/g,DS(I:(T"
Xanthinurie typu | (XAN1) - DPT-2010-B 278300 Lg:\:;'O?J'E'BCFRN
Xanthinurie typu | (XAN1) - Pacient 20 278300 (:B?;\fiI:]a’:l/g,DS(I:(T

* Centrum dédi¢nych metabolickych poruch (CDMP), Narodni ustav détskych chorob
(NUDCH), Bratislava, Slovensko
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10.2 Priloha 2: Pracovni rozsah kalibracni krivky a nominalni koncentrace

QC vzorku

Pracovni Lac MQC HQC
Analyt rozsah

(umol/l) (umol/1) (nmol/1) (umol/1)
2-Deoxyadenosin 0,04-20 1 5 15
2-Deoxyguanosin 0,04-20 1 5 15
2-Deoxyinosin 0,04-20 1 5 15
2-Deoxyuridin 0,04-20 1 5 15
2,8-Dihydroxyadenin* 0,04-20 1 5 15
Adenin 0,04-20 1 5 15
Adenosin* 0,04-20 1 5 15
AICAr 0,04-20 1 5 15
Dihydrothymin 0,08-40 2 10 30
Dihydrouracil 0,20-100 5 25 75
Guanosin 0,04-20 1 5 15
Hypoxanthin 0,27-140 7 35 105
Inosin* 0,04-20 1 5 15
Kyselina orotova 0,12-60 3 15 45
Orotidin 0,04-20 1 5 15
SAICAr* 0,04-20 1 5 15
Sukcinyladenosin 0,04-20 1 5 15
Thymidin 0,04-20 1 5 15
Thymin 0,04-20 1 5 15
Uracil* 0,12-60 3 15 45
Kyselina mocova* 3,91-2000 100 500 1500
Uridin 0,04-20 1 5 15
Xanthin 0,39-200 10 50 150
N—Acgtylaspa ragova 0,16-80 4 20 60
kyselina
N-Acetylglutamin 0,20-100 5 25 75
N-Acetylleucin 0,04-20 1 5 15
N-Acetylserin 0,12-60 3 15 45
N-Acetylvalin 0,04-20 1 5 15
Kyselina 0,04-20 1 5 15
argininosukcinatova
Homodcitrulin 0,08-40 2 10 30
Sukcinylaceton* 0,04-20 1 5 15
N-3-Methylkrotonylglycin 0,04-20 1 5 15
N-Acetylglycin 0,08-40 2 10 30
N-Butyrylglycin 0,04-20 1 5 15
N-Glutarylglycin 0,04-20 1 5 15
N-Hexanoylglycin 0,04-20 1 5 15
N-3-Fenylpropionylglycin 0,04-20 1 5 15
N-Propionylglycin 0,04-20 1 5 15
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Pracovni

Analyt rozsah Lac Mac Hac
(umol/l) (umol/1) (nmol/1) (umol/1)
N-Suberylglycin 0,04-20 1 5 15
N-Tiglylglycin 0,04-20 1 5 15
N-Valerylglycin 0,04-20 1 5 15
Erythritol 1,17-600 30 150 450
Galaktitol 1,17-600 30 150 450
Galaktosa 1,17-600 30 150 450
Perseitol 0,04-20 1 5 15
Ribitol 0,39-200 10 50 150
Sedoheptulosa 0,39-200 10 50 150
Stachyosa 0,08-40 2 10 30
Kyselina guanidinooctova* 0,59-300 15 75 225
Kreatin* 3,91-2000 100 500 1500
Kreatinin* 5,86—3000 150 750 2250
Kyselina sialova* 0,59-300 15 75 225

X Kalibraéni krivka analytu byla pfipravena v jedné smési spolu s dalSimi oznacenymi
analyty () v octanu amonném (20 mmol/l, pH 9,75) kvlli pfitomnosti kreatinu
a kreatininu v mocovém diluentu Sigmatrix (MDS).
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10.3 Priloha 3: MS/MS parametry analytt a internich standardl ve vyvinuté LC-MS/MS metodé

~

Casové \ seni

Analyt Interni standard al Qs RT okno vybrané bp EP CE  CXP

(Da) (Da) (min) vybrané V) (V) (V) (V)

reakce
reakce (s)

2-Deoxyadenosin Adenosin-13Cs 250,0 133,8 2,0 60 0,2 -55 -10 -11 -5
2-Deoxyguanosin Adenosin-13Cs 265,9 149,9 3,0 60 0,2 -70 -10 -24 -8
2-Deoxyinosin Adenosin-13Cs 251,0 134,8 3,1 60 0,2 -60 -10 -24 -10
2-Deoxyuridin Adenosin-13Cs 227,0 183,8 1,9 60 0,5 -0 -10 -20 -5
2,8-Dihydroxyadenin Adenosin-13Cs 166,0 123,0 5,3 60 1,0 -55 -10 -16 -10
Adenin Adenosin-13Cs 133,9 106,8 2,6 60 0,2 -60 -10 -24 -5
Adenosin Adenosin-13Cs 265,9 133,7 2,3 60 0,2 -40 -10 -10 -5
AICAr Adenosin-13Cs 257,1 124,9 2,6 60 0,2 -60 -10 -16 -10
Dihydrothymin Uracil-*>N; 127,0 42,0 1,0 60 1,0 -35 -10 -22 -5
Dihydrouracil Uracil->N; 112,9 42,1 1,1 60 1,0 -40 -10 -22 -5
Guanosin Adenosin-13Cs 281,9 149,9 3,3 60 0,2 -75 -10 -24 -9
Hypoxanthin Adenosin-13Cs 134,8 91,8 3,3 60 0,5 -0 -10 -22 -5
Inosin Adenosin-13Cs 266,8 134,8 3,5 60 0,2 -55 -10 -24 -7
Kyselina orotova Kyselina orotova->N, 154,8 110,9 4,8 240 0,2 -35 -10 -14 -9
Orotidin Uracil-*>N; 287,0 111,0 5,1 240 0,2 -60 -10 -25 -10
SAICAr Kyselina orotova->N, 372,9 1249 6,5 240 1,0 -75 -10 -36 -10
Sukcinyladenosin Kyselina orotova->N, 382,1 206,0 6,4 240 1,0 -60 -10 -20 -10
Thymidin Adenosin-13Cs 241,0 124,9 1,7 60 0,2 -60 -10 -12 -5
Thymin Uracil-*>N3 125,0 42,1 1,5 60 0,5 -45 -10 -24 -5
Uracil Uracil-*>N3 110,9 42,1 1,8 60 0,5 -45 -10 -24 -5
Kyselina mocova Xanthin-°N; 167,0 124,0 5,7 240 0,2 -45 -10 -22 -15
Uridin Adenosin-13Cs 243,2 200,0 2,3 60 0,2 -60 -10 -20 -10
Xanthin Xanthin-°N; 150,8 107,8 4,7 120 0,2 -60 -10 -22 -7
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~
7

Casové

Vazeni

, Q1 Q3 RT okno , DP EP CE CXP

Analyt Interni standard (Da) (Da) (min) vybrané vybrané v V) V) (V)
reakce
reakce (s)

N-Acetylasparagova kyselina Hexanoylglycin-13C,, °N 174,0 88,0 6,1 240 1,0 -5  -10 -22 -11
N-Acetylglutamin Hexanoylglycin-13C,, °N 187,0 145,0 4,3 120 1,0 -45 -10 -18 -7
N-Acetylleucin Hexanoylglycin-13C,, °N 172,0 130,1 3,3 120 0,5 -20 -10 -18 -9
N-Acetylserin Hexanoylglycin-13C,, °N 146,0 84,0 4,3 120 1,0 -20 -10 -18 -7
N-Acetylvalin Hexanoylglycin-13C,, °N 158,0 116,0 3,5 120 0,5 -15  -10 -18 -13
Kyselina argininosukcinatova Kyselina orotova-*°N, 289,0 131,9 5,5 120 1,0 -50 -10 -30 -10
Homocitrulin Kyselina orotova->N, 188,0 145,1 3,6 60 1,0 -50 -10 -18 -5
Sukcinylaceton Kyselina orotova->N, 156,9 98,8 3,5 120 1,0 -35 -10 -12 -5
C2 Gly (N-Acetyl) Hexanoylglycin-3C, N 116,0 74,0 4,3 120 0,5 35 -10 -14 -10
C3 Gly (N-Propionyl) Hexanoylglycin-13C;, N 131,9 75,7 3,8 120 1,0 10 10 11 10
C4 Gly (N-Butyryl, Isobutyryl) Hexanoylglycin-13C,, N 144,0 74,0 3,5 120 0,5 -40 -10 -14 -10
C5 Gly (N-2-methylbutyryl, Hexanoylglycin-3C,, SN 160,0 75,8 3,4 180 1,0 10 10 13 10
Isovaleryl, Valeryl)
%5g '|1/|)Gly (N-3-Methylkrotonyl, o anoylglycinCo, 5N 1560 740 3,5 120 05  -40 -10 -14 -10
Tiglyl Gly Hexanoylglycin-3C,, SN 156,0  112,0 3,5 120 0,5 45 -10 -14 -10
C6 Gly (N-Hexanoyl) Hexanoylglycin-13C,, N 172,0 74,0 3,2 120 0,5 40 -10 -18 -10
C5-DC (N-Glutaryl) Hexanoylglycin-3C, N 190,2 76,0 6,0 240 1,0 11 10 11 10
3-PP Gly Hexanoylglycin-13C, 5N 206,0 74,0 3,3 120 0,5 45 -10 -18 -10
C8-DC Gly Hexanoylglycin-13C,, °N 230,0 74,0 6,0 240 1,0 -50 -10 -25 -10
Tetroly (Erythritol, Threitol) Galaktitol-13Cs 121,0 88,9 2,2 60 1,0 -35 -10 -14 -11
Pentitoly (Arabitol, Ribitol, Galaktitol-3Cs 151,0 888 24 60 10 55 -10 -16 -11

Xylitol)
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Casové

Analyt Interni standard Qi Q3 RT okno V?)zrz:lé DP EP CE  CXP
v (Da) (Da) (min) vybrané vy V) (V) (V) (V)
reakce
reakce (s)
Hexitoly (Galaktitol, Mannitol, Galaktitol-33C¢ 1809 889 2.8 60 0,5 70 -10 -20 -5
Sorbitol)
Hexosy (Fruktosa, Galaktosa, Galaktitol-13Ce 178,9 88,9 2.8 60 1,0 35 -10 -12 -11

Glukosa, Mannosa)
Heptitoly (Perseitol, Volemitol) Galaktitol-13Cs 211,0 100,7 3,0 60 0,5 -80 -10 -22 -11
Heptosy (Mannoheptulosa,

Galaktitol-13Cg 209,0 119,0 2,7 60 1,0 -35 -10 -10 -9
Sedoheptulosa)
Tetrasacharidy (Stachyosa) Kyselina orotova->N, 665,1 382,9 3,9 60 1,0 -100 -10 -44 -23
Kyselina guanidinooctova Kyselina 1159 739 33 60 10 -10 -10 -12 -5

guanidinooctova-D;

Kreatin Kreatin-D3 129,9 87,7 3,2 60 1,0 -40 -10 -12 -5
Kreatinin Kreatinin-Ds 112,0 67,8 2,1 60 0,2 -50 -10 -12 -5
Kyselina sialova Kyselina sialova-13Cs 307,9 86,8 4,8 240 0,2 -55 -10 -24 -5
Adenosin-13Cs - 271,0 133,8 2,3 60 0,2 -45 -10 -12 -5
Kreatin-D3 - 133,0 90,9 3,2 60 0,2 -40 -10 -12 -5
Kreatinin-Ds - 115,0 67,9 2,1 60 0,2 -50 -10 -22 -5
Galaktitol-13Cg - 187,0 91,9 2,8 60 0,2 -0 -10 -22 -5
Kyselina guanidinooctova-D; - 118,0 75,9 3,3 60 0,2 -50 -10 -12 -5
N-Hexanoylglycin-13Cy,°N - 175,0 77,0 3,2 120 0,2 -40 -10 -18 -10
Kyselina orotova-*°N; - 156,9 112,8 4,8 240 0,2 25  -10 -12 -5
Kyselina sialova-13Cs - 311,1 89,9 4,8 240 0,2 -50 -10 -22 -5
Uracil-*>N3 - 113,0 42,9 1,8 60 0,5 55 -10 -24 -5
Xanthin->N, - 152,9 108,8 4,7 120 0,2 -25  -10 -22 -5
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10.4 Priloha 4: Parametry kalibracnich krivek, LOD a LOQ

Analyt rozI::IPi\L;Larflrc‘:I/I) IT'E?/:\eiZZI’ a bY ¢ (R’ ("I;‘(“)z;” (“Lmof(’ll;l)
2 Deoxyadenosi 00820 yzalebxrc ool Ulan saeeor %1 24 1
2 Deoxyguanosin 00420 yzalebxic Tlool (Do geeor M 06 16
2 Deoxyinosin 00420 yzaebxic U SUe seoros O 24 7s
2 Deoxyuridin 00820 ysaebxec U TUUM  amwor 0% 13 as
2,8 Ditydroryadenir 03120 y=atubire SO Jawer ameor O%% ge 21
o e AR RS R o
Adenosi 03120 yzab Il Tares  C 0% or o0
AChr I e L L
Dihydrothymin 03140 y=aebxrc TUCO Vewes smseor %% &7 soms
Dihydrouraci 313100 y=adebxre gl Vi aases 0% 6o 2005
Guanosin 01620 yeacrb TN Thee o 09 1 59
Hyporanthin 055140 y=adrbxre Lol Tiile seeros %1 57 gs
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Analyt rotsah (umolfl) __ rovnce i il o) (omai
o0 yeaiebee Tore Teee TR g 2o
01260 y=adebxtc Tluol gore oweos OFB  gr a6
orotidn 00420 y=adebxec oy o sacez O oo 0o
0320 y=ab Vihr Shees  C O Je g
Sukcinyladenosin 00420 y=acebxec Sicns Yare saros 0% 01 os
Thymidin 0,04-20 y=ax2+bx+c i:ggi:gi 2’2?8? _21,'0119:__8 11 0,9797 (1):2 ig
Thymin 0,04-20 y=ax2+bx+c 41317:8; 12"(;85':83 i:g;i:g; 0,9990 i:?) 2:3
Uracil* 0,12-60 y=ax+b 2:;;58; i:é;igi - 0,9998 g:g 11?;53
Kyselina moc&ova* 31,25-2000  y=ax?+bx+c fglf:g: i:gii:g; i:éiiigg 0,9969 347": 11235"57
uriin 00420 y-aceberc IOEO LGSR0 SIEER o, 11 s6s
Xanthin 0,39-200 y=ax+b ::g;i:g; '67' '3?37:__8; - 0,9980 ii 2;’;
N-Acetylasparagova kyselina 0,63-80 y=ax2+bx+c '21"561:_'8: gi;ig; ':"29 12:822 0,9978 g:; 135"07
N-Acetylglutamin 0,20-100 y=ax2 +bx+c 323:8; 12';2':8? ;Z;E:g; 0,9966 i:g 158’51

95



Analyt rozsah (umolfl)___ rouniee a" o @ R o) (ol
N-Acetyleucin 00420 yratebcre ool sude ewor 0% oa 14
N-Acetyserin 02860 y=aCeBXYC Yioi Joecry  asos O g7 aas
N-Acetylvalin 0,04-20 y=ax+b 5‘;‘383 1;‘2‘2582 - 0,9983 (2):;1 Zg
Kyselina argininosukcinatova 0,16—20 y=ax2+bx+c _21";5::__8; ::iéi:gi ;31";32:__8; 0,9965 27?'35 gi:g
Homocitrulin 00840 y=acebxec Turol booees oo 0% ga 76
Sukcinylaceton® 0,31-20 y=ax+b ::ggi:gi '11"5027::88 - 0,9979 i;? 15722"17
N-3-Methylkrotonylglycin 0,04-20 y=ax’+bx+c ‘11:;?1?82 i:giig; ;'gf:gj 0,9926 g:; 107,’52
N-Acetygiei 12540 ysaebre Yedor ohicy  aeos 0% 1me 620
N-utyryigyin 00820 y=adebxtc Yieos yoerey paacs 0% 75 2as
N-Glutaylgycn 00420 yzaRubcie Jocon Yoo aastos 9% e g5
N-Hexanoyigyen 00820 yzaubcre U Sty taeer 9% 01 o
N-IFenylproplonyighcin 00420 y=adebxec ghis Yude) yorgy 09997 gy g
N-Propionylglycin 0,31-20 y=ax?+bx+c ;:géi:gi i:;ii:g; 2:8:5:82 0,9990 581,'20 12679"27
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Analyt rotsah (umolfl) __ rovnce i il o) (omai
N-Suberylglycin 0,04-20 y=ax2+bx+c ;:;;Egg 675:‘21‘9158; 3'292:8: 0,9997 é:; g:é
N-Tiglylglycin 0,16-20 y=ax’+bx+c ;:?1?1582 ;:gig; E:giigg 0,9995 47%,91 12660,'33
N-Valerygiyein 0020 yIEEBC i gy sascos O 05 3
Fythrito 117600 yIaebe (hi )neos agseos 0% 15 ap
Galaiol 117600 ysatebce Joie Uucos  yare 0% 101 30
Galaktos 23600 y=aCebore oene ooy vascor OO 1w ey
pereiol 0020 I Yoo ey rastos 0% 1p  ss
bt 039200 y=adrbore e Cucros gasees 0% 57 sp
Sedoheptulosa 0,39-200 y=ax+b S:ﬁgigg é:ggigg - 0,9972 ig:i 13759’63
stachyos 0840 yTadebore Do Gwees soeos O 70 s
Kyselina guanidinooctova* 0,59-300 y=ax+b 1:3358; i:gig; ) 0,9983 72‘218 2;1,99'0
ratin SO0 y=aebore Yocod yoros aeaeor % s 10ms
Kreatinin* 5,86—3000 y=ax+b i:ggig; 2'1759:83 ) 0,9993 1246%'85 ;i:::
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Kalibraéni Regresni v v v N2 LODY LoQY
Analyt rozsah (umol/l) rovnice a b ¢ (R%) (nmol/Il) (nmol/I)
-7,91E-05 3,85E-01 8,50E-02 12,8 42,5
. . 8% _ - 2 7 ? ? 7 ?
Kyselina sialova 0,59-300 y=ax?+bx+c 1.80E-04 735602 5 33E-02 0,9982 51 16.9

X Kalibraéni kiivka analytu byla pfipravena v jedné smési spolu s dalsimi oznaéenymi analyty () v octanu amonném (20 mmol/l, pH 9,75) kvali
pritomnosti kreatinu a kreatininu v mocovém diluentu Sigmatrix (MDS).

¥ Vysledky jsou uvedeny jako priamér a SD (n = 3).

2 Vlysledky jsou uvedeny jako pramér (n = 3).
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10.5 Priloha 5: Vnitrodenni spravnost a presnost (n = 5)

LQC mMQcC HQC
Analyt Den Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV
koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)
(rmol/1) (umol/1) (umol/1)

1 96,5 11,3 102,4 10,2 94,8 10,3

2-Deoxyadenosin 2 1 101,6 8,8 5 104,0 9,5 15 103,7 3,6
3 93,6 9,7 103,7 4,6 87,3 6,6

1 90,0 12,8 90,5 13,5 86,1 13,8

2-Deoxyguanosin 2 1 93,7 10,7 5 85,8 51 15 86,7 8,9
3 85,3 8,5 87,0 4,2 87,5 5,4

1 81,7 7,8 85,1 14,5 88,8 12,8

2-Deoxyinosin 2 1 86,3 8,8 5 87,9 11,4 15 88,1 9,3
3 81,9 12,3 89,1 11,6 86,0 2,8

1 83,1 12,6 92,4 10,6 85,5 3,9

2-Deoxyuridin 2 1 111,9 13,4 5 103,1 11,5 15 100,3 6,9
3 101,4 7,6 97,0 10,3 110,5 12,9

1 101,2 13,2 76,8 13,3 64,5 7,5

2,8-Dihydroxyadenin 2 1 70,4 13,1 5 53,7 5,4 15 61,1 11,8
3 92,5 8,0 88,7 12,5 81.,9 8,9

1 103,6 7,9 92,4 13,0 87,1 13,2

Adenin 2 1 86,5 10,9 5 93,2 15,0 15 85,2 9,8
3 82,2 6,5 85,8 13,4 87.,6 10,6

1 104,6 8,1 91,0 11,4 96,0 8,3

Adenosin 2 1 89,7 11,4 5 91,3 5,6 15 102,0 51
3 108,7 6,2 109,0 10,9 112,5 7,4

AICAr 1 1 103,7 14,9 5 113,8 6,4 15 92,3 13,6
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LQC MQC HQC

Analyt Den Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV
koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)
(rmol/1) (umol/1) (umol/1)

2 103,0 8,0 95,7 13,1 109,8 4,9

3 100,4 13,4 98,2 9,8 111,2 4,6

1 87,5 6,7 90,5 3,7 93,9 4,2

Dihydrothymin 2 2 96,0 5,0 10 94,1 3,6 30 94,9 1,9
3 88,2 4,7 94,5 7,5 96,4 11,1

1 103,9 5,3 97,6 6,7 107,9 9,0

Dihydrouracil 2 5 101,8 8,5 25 109,7 5,4 75 112,0 2,1
3 105,8 1,5 104,0 4,5 105,5 2,9

1 118,9 7,2 112,7 11,0 110,6 4,3

Guanosin 2 1 95,5 14,7 5 107,4 14,1 15 94,9 4,0
3 117,8 8,9 104,2 9,4 114,7 6,6

1 84,0 11,4 88,0 14,1 87,0 9,5

Hypoxanthin 2 7 84,5 10,7 35 86,6 9,6 105 86,6 12,1
3 82,6 12,8 88,6 12,6 86,4 14,2

1 97,0 13,9 107,9 12,1 88,6 14,1

Inosin 2 1 84,2 14,6 5 85,2 14,1 15 101,9 53
3 87,0 8,9 85,5 9,3 101,5 5,3

1 100,6 2,0 106,4 3,7 105,0 6,5

Kyselina orotova 2 3 99,4 3,8 15 106,5 1,5 45 94,9 8,6
3 104,6 4,2 102,9 3,5 93,8 3,0

1 94,0 10,4 127,9 6,1 111,4 11,0

Orotidin 2 1 102,2 14,5 5 130,5 9,8 15 114,5 6,1
3 108,0 9,3 121,6 8,1 1111 3,5

SAICAr 1 1 94,5 4,6 5 102,6 3,4 15 106,2 4,3
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LQC MQC HQC

Analyt Den Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV
koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)
(rmol/1) (umol/1) (umol/1)

2 96,6 3,9 90,2 3,7 97,3 3,2

3 83,4 7,1 90,2 3,7 89,9 10,1

1 98,8 13,3 127,2 13,7 107,0 4,9

Sukcinyladenosin 2 1 113,1 15,6 5 124,8 13,8 15 108,0 4,7
3 88,2 15,4 107,1 9,4 109,7 3,5

1 101,3 11,1 100,5 12,3 93,0 14,0

Thymidin 2 1 106,5 6,3 5 105,9 10,0 15 107,6 7,1
3 103,3 12,5 110,7 3,9 89,4 12,5

1 112,6 5,9 114,5 2,4 107,2 2,9

Thymin 2 1 107,5 3,6 5 114,4 2,7 15 105,7 1,8
3 101,5 6,1 104,8 2,9 97,5 1,3

1 96,0 2,3 88,6 1,3 86,0 1,7

Uracil 2 3 96,0 2,0 15 88,6 2,6 45 85,5 2,9
3 97,7 3,4 91,1 1,2 87,2 2,4

1 110,7 5,9 109,9 2,4 111,2 4,4

Kyselina mocova 2 100 107,0 7,2 500 114,6 4,5 1500 113,5 7,6
3 101,1 9,5 100,8 7,8 90,4 6,3

1 97,7 10,5 112,2 14,8 86,8 11,5

Uridin 2 1 116,3 14,6 5 113,1 7,3 15 99,3 5,5
3 91,8 4,2 92,2 5,0 94,3 3,5

1 96,1 4,9 99,3 7,3 100,9 8,4

Xanthin 2 10 102,5 3,9 50 106,9 9,4 150 105,5 4,2
3 108,1 3,8 112,6 7,5 110,1 3,5

1 4 96,6 6,2 20 98,9 2,3 60 100,3 3,5
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LQC mMQcC HQC
Analyt Den Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV
koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)

(rmol/1) (umol/1) (umol/1)

N-Acetylasparagova 2 89,7 4,5 82,0 2,3 85,0 2,6
kyselina 3 91,8 4,2 91,0 4,2 94,0 1,8
1 111,3 4,6 123,7 5,4 125,5 10,2
N-Acetylglutamin 2 5 97,4 6,0 25 98,1 2,2 75 109,4 8,1
3 112,3 7,6 120,7 6,3 124,7 3,4
1 84,3 8,7 93,3 5,2 95,2 3,6
N-Acetylleucin 2 1 104,4 1,6 5 105,0 6,4 15 111,6 6,7
3 115,4 4,9 110,2 11,4 113,6 3,5
1 108,3 5,5 112,1 4,8 109,1 3,4
N-Acetylserin 2 3 89,5 5,3 15 85,2 1,7 45 86,2 1,1
3 101,8 4,4 102,5 5,0 95,5 3,1
1 87,8 3,4 88,3 7,1 85,2 10,9
N-Acetylvalin 2 1 111,2 7,5 5 112,3 7,8 15 108,9 9,3
3 94,2 11,0 91,5 9,8 87,3 5,9
. 1 84,2 4,5 81,0 5,7 83,2 3,6
::':n'::zsu cintov 2 1 89,5 4,9 5 82,8 3,9 15 89,4 3.4
3 88,3 7,8 90,1 5,6 94,9 4,4
1 83,1 14,0 101,5 7,2 112,9 3,8
Homocitrullin 2 2 85,1 9,4 10 85,8 7,0 30 103,2 6,4
3 80,4 12,3 91,2 4,3 96,7 9,0
1 95,0 9,6 91,0 8,5 89,1 6,4
Sukcinylaceton 2 1 95,2 6,5 5 101,7 7,6 15 90,8 4,0
3 97,7 12,8 101,8 12,3 95,8 8,5
1 1 107,2 5,6 5 108,6 3,2 15 108,9 6,6

102



LQC mMQcC HQC
Analyt Den Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV Nomindlni Spravnost CV
koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)
(rmol/1) (umol/1) (umol/1)
N-3- 2 116,7 3,9 114,3 3,0 105,8 1,9
Methylkrotonylglycin 3 119,0 9,9 114,7 10,2 112,3 7,8
1 100,3 11,9 92,5 7,9 87,3 9,4
N-Acetylglycin 2 2 112,1 2,3 10 98,1 10,0 30 111,5 13,3
3 115,9 91 101,6 13,3 101,8 9,9
1 105,6 7,7 108,4 3,9 104,4 5,5
N-Butyrylglycin 2 1 111,6 5,1 5 113,9 3,6 15 101,9 2,6
3 116,0 8,8 114,7 13,7 114,4 7,9
1 96,7 8,5 98,5 4,2 86,8 8,6
N-Glutarylglycin 2 1 102,0 4,0 5 101,7 6,4 15 96,6 10,9
3 94,9 11,7 89,6 7,2 87,0 8,6
1 94,2 12,7 99,0 10,1 87,4 5,7
N-Hexanoylglycin 2 1 100,0 4,8 5 104,6 6,8 15 109,4 11,7
3 93,2 13,8 99,0 7,1 97,2 8,5
1 84,2 6,2 88,8 4,6 95,6 7,7
N-3-Fenylpropionylglycin 2 1 87,7 2,7 5 90,0 2,6 15 94,4 4,3
3 96,9 6,3 102,0 4,9 107,5 7,2
1 127,9 16,5 112,5 3,7 96,0 6,2
N-Propionylglycin 2 1 135,6 10,6 5 122,4 12,2 15 113,4 9,1
3 128,9 6,9 109,6 2,4 101,2 14,8
1 110,8 11,0 108,7 8,6 90,3 12,2
N-Suberylglycin 2 1 102,6 3,4 5 103,3 6,9 15 107,5 10,6
3 98,0 13,5 92,7 8,2 95,9 9,7
N-Tiglylglycin 1 1 98,4 3,9 5 96,9 2,8 15 99,5 6,6
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LQC mMQcC HQC
Analyt Den Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV Nomindlni Spravnost CV
koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)
(rmol/1) (umol/1) (umol/1)

2 102,8 5,7 101,7 4,7 95,5 2,7

3 109,1 6,2 113,1 4,4 112,8 4,2

1 99,2 4,8 99,8 2,8 103,2 8,9

N-Valerylglycin 2 1 106,7 3,5 5 99,6 6,4 15 92,9 6,1
3 116,6 10,1 113,4 4,9 112,3 4,5

1 105,0 3,7 110,8 5,3 105,4 3,4

Erythritol 2 30 108,6 5,0 150 110,6 5,3 450 106,6 4,2
3 105,7 0,8 110,9 2,5 108,5 3,2

1 99,0 2,6 99,9 4,2 97,8 1,5

Galaktitol 2 30 102,5 5,9 150 99,3 6,7 450 97,8 3,2
3 102,5 1,4 100,8 2,3 100,6 3,9

1 99,8 10,7 99,4 13,5 86,8 8,8
Galaktosa 2 30 108,3 13,3 150 97,4 14,1 450 104,5 10,5
3 92,5 6,8 88,7 6,5 86,0 9,3

1 73,2 10,1 74,1 7,3 77,1 2,1

Perseitol 2 1 74,5 12,6 5 75,7 5,8 15 74,5 5,3
3 86,5 9,4 80,5 1,5 80,7 5,4

1 10,3 3,6 104,0 4,6 100,5 2,4

Ribitol 2 10 105,1 5,0 50 103,9 6,0 150 101,7 4,3
3 101,1 1,7 100,4 3,2 102,0 3,7

1 90,0 3,1 93,1 12,2 88,3 11,1

Sedoheptulosa 2 10 92,5 12,6 50 91,7 9,3 150 86,5 12,8
3 101,8 7,0 95,3 11,0 94,8 7,5

Stachyosa 1 2 113,5 5,5 10 109,5 8,4 30 91,2 91
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LQC mQcC HQC
Analyt Den Nominalni Spravnost CV Nominaini Spravnost CV Nominalni Spravnost CV
koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)
(rmol/1) (rmol/1) (rmol/1)

2 99,8 11,5 101,9 7,0 91,9 8,7

3 80,5 5,8 86,9 7,5 87,9 11,6

1 111,2 4,0 110,8 7,3 103,4 6,8

Kyselina guanidinooctova 2 15 107,6 11,1 75 113,9 7,4 225 102,6 14,6
3 109,0 8,7 99,5 6,3 95,0 7,5

1 113,9 6,1 108,4 5,1 94,5 2,8

Kreatin 2 100 80,4 5,2 500 92,4 8,2 1500 100,6 3,8
3 97,7 7,0 94,0 5,6 99,9 7,4

1 100,8 2,2 104,7 4,0 107,3 3,0

Kreatinin 2 150 103,7 3,5 750 100,6 3,8 2250 101,2 4,9
3 108,4 5,1 105,0 3,5 104,4 2,0

1 104,8 7,6 108,9 10,4 115,0 7,5

Kyselina sialova p 15 98,2 6,8 75 110,9 10,4 225 112,8 7,1
3 115,6 3,1 113,8 7,6 114,0 7,3
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10.6 Priloha 6: Mezidenni spravnost a presnost (n = 15)

LQC mQC HQC

Analyt k':gg:‘;::@_ Spravnost CV k'::::;::lar:e Spravnost CV kI:rc::;:‘tarlancle Spravnost CV

(umol/1) (%) (%) (umol/l) (%) (%) (umol/l) (%) (%)
2-Deoxyadenosin 1 97,2 10,5 5 103,4 8,5 15 95,2 10,1
2-Deoxyguanosin 1 89,7 11,5 5 87,8 9,1 15 86,8 9,9
2-Deoxyinosin 1 83,3 10,1 5 87,4 12,7 15 87,6 9,5
2-Deoxyuridin 1 97,9 16,6 5 97,5 11,7 15 98,9 13,5
2,8-Dihydroxyadenin 1 88,0 18,9 5 73,0 23,3 15 69,2 16,2
Adenin 1 90,0 13,1 5 90,3 14,3 15 86,7 11,4
Adenosin 1 101,8 11,3 5 96,2 12,9 15 103,5 9,6
AICAr 1 102,3 12,3 5 100,8 12,5 15 104,4 11,6
Dihydrothymin 2 90,6 7.0 10 93,1 5,6 30 95,1 7,1
Dihydrouracil 5 103,8 6.0 25 103,8 7,3 75 108,5 6,1
Guanosin 1 111,3 13,8 5 108,1 12,3 15 106,7 9,6
Hypoxanthin 7 83,7 11,7 35 87,7 12,3 105 86,6 11,1
Inosin 1 89,4 14,2 5 92,8 16,6 15 97,3 10,8
Kyselina orotova 3 101,6 4,1 15 105,3 3,5 45 97,9 8,3
Orotidin 1 101,4 12,9 5 126,6 8,9 15 112,3 7,6
SAICAr 1 91,5 8,2 5 94,4 7,2 15 97,8 9,3
Sukcinyladenosin 1 100,0 18,1 5 119,7 14,8 15 108,3 4,5
Thymidin 1 103,7 10,4 5 105,7 10,0 15 96,7 13,9
Thymin 1 107,2 6,8 5 111,0 5,0 15 103,5 4,7
Uracil 3 96,6 2,8 15 89,4 2,2 45 86,2 2,5
Kyselina mocova 100 106,3 8,4 500 108,4 7,4 1500 105,0 11,7
Uridin 1 102,2 15,6 5 105,9 13,9 15 93,5 9,2
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LQC MQC HQC

Analyt Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV

koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)

(rmol/I) ) (umol/I) ) (umol/I) )

Xanthin 10 102,2 6,4 50 106,3 9,6 150 105,5 6,7
N-Acetylasparagova kyselina 4 92,7 6,0 20 90,6 8,2 60 93,1 7,3
N-Acetylglutamin 5 107,0 8,9 25 114,2 11,3 75 119,9 9,9
N-Acetylleucin 1 101,4 13,8 5 102,9 10,9 15 106,8 8,9
N-Acetylserin 3 99,9 9,3 15 99,9 12,0 45 96,9 10,1
N-Acetylvalin 1 97,7 12,9 5 97,3 13,7 15 93,8 14,5
Kyselina argininosukcindtova 1 87,3 6,5 5 84,6 6,9 15 89,2 6,6
Homocitrullin 2 82,9 12,2 10 92,9 9,5 30 104,3 9,1
Sukcinylaceton 1 96,0 10,1 5 98,2 11,0 15 91,9 7,3
N-3-Methylkrotonylglycin 1 114,0 8,1 5 112,4 7,1 15 109,0 6,6
N-Acetylglycin 2 109,4 10,5 10 97,8 11,6 30 100,2 15,1
N-Butyrylglycin 1 111,1 8,3 5 112,3 9,0 15 106,9 7,8
N-Glutarylglycin 1 97,9 9,1 5 96,5 8,2 15 90,4 10,9
N-Hexanoylglycin 1 95,8 11,4 5 100,9 8,5 15 98,0 13,2
N-3-Fenylpropionylglycin 1 89,6 8,1 5 93,6 7,6 15 99,1 8,6
N-Propionylglycin 1 130,8 12,2 5 115,4 9,7 15 103,7 12,6
N-Suberylglycin 1 103,8 11,4 5 101,1 10,2 15 97,9 13,1
N-Tiglylglycin 1 103,4 6,9 5 103,9 7,7 15 101,9 8,5
N-Valerylglycin 1 107,5 9,7 5 103,6 7,7 15 102,1 10,2
Erythritol 30 106,4 3,9 150 110,8 4,5 450 106,9 3,8
Galaktitol 30 101,3 41 150 100,0 4,8 450 98,7 3,3
Galaktosa 30 99,6 12,5 150 95,1 13,1 450 92,8 13,5
Perseitol 1 78,1 13,2 5 76,8 6,3 15 77,4 5,6
Ribitol 10 102,8 4,1 50 102,8 5,0 150 101,4 3,7
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LQC mMQcC HQC

Analyt Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV Nominalni Spravnost CV

koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%) koncentrace (%) (%)

(umol/I) ) ) (umol/I) (umol/I)

Sedoheptulosa 10 94,9 9,8 50 93,3 11,0 150 89,9 11,3
Stachyosa 2 97,9 16,0 10 99,4 12,2 30 90,4 10,0
Kyselina guanidinooctova 15 109,2 8,5 75 107,7 9,1 225 100,3 11,0
Kreatin 100 96,0 14,8 500 98,3 9,7 1500 98,3 5,9
Kreatinin 150 104,3 4,9 750 103,4 4.2 2250 104.3 4,2
Kyselina sialova 15 105,5 9,0 75 110,8 9.9 225 113.9 6,7
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10.7 Pfiloha 7: MS/MS parametry analytl a internich standardd ve vyvinuté LC-MS/MS metodé

Analyt Q1 Q3 RT Casové okno Vazeni vybrané DP EP CE CXP
(Da) (Da) (min) vybrané reakce (s) reakce (V) (V) (V) (V)
3-Hydroxypropionat 88,9 59,1 1,62 120 1,0 -5 -10 -14 -5
Methylcitrat 204,9 124,9 4,43 120 1,0 -15 -10 -18 -13
Methylmalonat 116,9 55,0 3,32 120 1,0 -5 -10 -32 -20
Propionylkarnitin 218,1 85,0 5,43 120 1,0 51 10 27 16
Isobutyrylkarnitin 232,0 85,0 6,60 120 1,0 46 10 25 10
Butyrylkarnitin 232,1 85,1 6,78 120 0,1 56 10 29 16
Pivaloylkarnitin 246,1 85,0 8,10 120 1,0 45 10 25 10
2-Methylbutyrylkarnitin 246,1 85,1 8,30 120 1,0 61 10 25 10
Isovalerylkarnitin 246,1 85,0 8,47 120 1,0 36 10 25 10
Valerylkarnitin 246,1 85,0 8,68 120 1,0 41 10 25 10
Propionyl-2Hs-karnitin 221,1 85,1 5,43 120 0,1 51 10 27 16
Butyryl-2Hs-karnitin 235,1 85,0 6,78 120 1,0 56 10 29 16
Isovaleryl-?Hs-karnitin 255,2 85,0 8,45 120 0,1 66 10 29 16
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